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RESUMO

INTRODUCAO: A cromoblastomicose é uma micose subcutinea de aspecto polimérfico,
acometendo a pele e o tecido celular subcutaneo. O principal agente é a Fonsecaea pedrosoi.
O mecanismo de defesa do hospedeiro na cromoblastomicose nao foi totalmente investigado.
Alguns estudos se concentraram na intera¢do fungo-hospedeiro, mostrando uma predominante
resposta imune mediada por células. Diante da prevaléncia dessa micose em nosso meio,
torna-se importante conhecer a resposta imune dos pacientes portadores dela, no intuito de
melhorar a baixa eficdcia terap€utica aos tratamentos atuais e obter métodos de imunizagdao
capazes de preveni-la. OBJETIVO: Avaliar a resposta imune celular em pacientes portadores
de cromoblastomicose. MATERIAIS E METODOS: Foram acompanhados 89 pacientes no
Centro de Referéncia em Doencas Infectoparasitirias (CREDIP), com diagndstico de
cromoblastomicose por exame direto, cultura e histopatoldgico. Realizou-se a quantificagcdo
das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-a e IL-17A por kit citocinas Cytometric
Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17. RESULTADOS: Observou-se que a maioria dos
pacientes era do género masculino [79 pacientes (88,76 %)]; com idade média ao diagndstico
de 58,1 anos (variando entre 33 e 87 anos) e desvio padrao de 11,49. Com relagcdo a idade
média por gravidade de doenca, esta representou 54,45 anos na forma leve; 55,63 anos na
moderada e 60,16 anos na grave. A maioria apresentava, ao diagndstico, doenga moderada ou
grave (75,3%). Dos pacientes com a forma leve, IL-6 foi identificada em 22 pacientes, IL-10
em 15, INF-y em 3 e TNF-a em 1. Naqueles com a forma moderada, IL-6 foi identificada em
34 pacientes, IL-10 em 18, INF-y em 5 e TNF-a em 13. Naqueles com a forma grave, IL-6 foi
identificada em 31 pacientes, IL-10 em 12, INF-y em 5 ¢ TNF-a em 9. CONCLUSAO: O
fato de IL-6 e TNF-a, marcadores de fase aguda, estarem presentes em elevadas titulacdes em
pacientes com as formas moderada e grave, infere uma atividade pré-inflamatéria intensa em
todos os estagios da doenca, denotando seu carater recidivante. A associacdo do padrdo Thl
com formas mais leves da doenca e do padrdo Th2 com formas graves foi novamente
observada, enquanto a resposta Th17, caracteristica de pacientes com infeccdes cronicas nao
foi evidenciada nesta casuistica.

Palavras-chave: Cromoblastomicose. Imunologia. Citocinas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Cromoblastomycosis is a subcutaneous mycosis with polymorphic
aspect, affecting the skin and subcutaneous tissue. The main agent is Fonsecaea pedrosoi.
The host defense mechanism in Chromoblastomycosis has not been fully investigated. Some
studies have focused on the fungus-host interaction, showing a predominant cell-mediated
immune response. Given the prevalence of this mycosis in our midst, it is important to know
the immune response of patients with it, in order to improve the low therapeutic efficacy to
current treatments and get immunization methods to prevent it. OBJECTIVE: to evaluate the
cellular immune response in patients with chromoblastomycosis. MATERIALS AND
METHODS: 89 patients were followed up at the Reference Center for Infectious and
Parasitic diseases, diagnosed with chromoblastomycosis by direct examination, culture and
histopathology. The quantification of cytokines IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y, TNF-o and IL-
17A was done by cytokines kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Thl17.
RESULTS: we observed that most patients were male [79 patients (88,76%)]; mean age at
diagnosis of 58,1 years (range 33 to 87 years) and standard deviation of 11,49. The average
age by disease severity represented 54,45 years in mild form; 55,63 years in moderate form
and 60,16 years in severe form. Most had at diagnosis moderate or severe disease (75,3%). In
the patients with mild form, IL-6 was observed in 22 patients, IL-10 in 15 patients, IFN-y in 3
patients and TNF-a in 1 patient. In those with moderate form, IL-6 was identified in 34
patients, IL-10 in 18 patients, INF-y in 5 patients and TNF-a in 13 patients. In those with
severe form, IL-6 was observed in 31 patients, IL-10 in 12 patients, INF-y in 5 patients and
TNF-a in 9 patients. CONCLUSION: The fact that IL-6 and TNF-a, acute phase markers,
have been observed in high titers in patients with moderate and severe forms infers a strong
pro-inflammatory activity at all disease’ stage, demonstrating its recurrent character. The
association of Thl pattern with milder forms of disease Th2 pattern with severe forms was
again observed, while the Th17 response, characteristic of patients with chronic infections
was not found in this series.

KEYWORDS: Chromoblastomycosis. Immunology. Cytokines.
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1. INTRODUCAO

A cromoblastomicose (CBM) ¢ uma micose subcutdnea cronica, granulomatosa,
supurativa causada por fungos filamentosos, dimorficos, pertencentes a familia
Herpotrichiellaceae (Dematiaceae) (LOPEZ MARTINEZ e MENDEZ TOV AR, 2007). Estes
fungos t€ém como caracteristica comum a deposicdo de melanina na parede celular e nas
vesiculas intracelulares (FRANZEN et al., 2008) e uma grande variedade estd relacionada
com a CBM, sendo o Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora carrionii as espécies isoladas
com maior frequéncia (BONIFAZ, CARRASCO-GERARD e SAUL, 2001; MINOTTO et al.,
2001; PEREZ-BLANCO et al., 2006; SCHELL, ESTERRE e TOPLEY, 2006).

A CBM tem distribuicdo mundial, sendo prevalente em paises de clima tropical e
subtropical, como Africa do Sul, Costa Rica, Brasil e Madagascar (LOPEZ MARTINEZ e
MENDEZ TOVAR, 2007). No continente americano também foram diagnosticados casos nos
seguintes paises: Colombia, Equador, México, Cuba, Republica Dominicana e Venezuela
(BONIFAZ, CARRASCO-GERARD e SAUL, 2001). Embora apresentem caracteristicas
climéaticas semelhantes, os paises do continente asidtico registram baixos indices da doenca,
sendo a maioria dos casos observados na China, Japao, India e Sri Lanka (XTI et al., 2009).
Um nimero reduzido de casos tem sido descrito na Europa e nos Estados Unidos (LOPEZ
MARTINEZ e MENDEZ TOVAR, 2007). No Brasil, segundo Queiroz-Telles et al. (2016, no
prelo), a CBM ¢€ considerada endémica nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, S3o Paulo, regido amazodnica e Maranhdo. A incidéncia média anual, relatada
por esse estudo, no Brasil foi de 6,4 / ano (71 casos /11 anos) para o estado do Parana (regido
Sul); 5,9 / ano (325 casos / 55 anos) para o Pard (Regido Norte); 4,3 / ano (13 casos / 3 anos)
para o Maranhao (regido Nordeste); e de 2,6/ ano (73 casos/ 28 anos) para o Rio Grande do
Sul (regido Sul).

A CBM ndo € uma doenca de notificacdo obrigatdria. Desta forma, todos os dados
epidemioldgicos sdo derivados de relatos de casos publicados e inquéritos. As taxas de
incidéncia variam de 1:6.800 habitantes (14/100.000 hab.) em Madagascar até 1:8.625.000
habitantes (0,012/100.000 hab.) nos EUA. No Brasil, estima-se uma prevaléncia de 3/100.000
habitantes (QUEIROZ-TELLES et al., 2011).

Geralmente a CBM desenvolve-se ap6s a inocula¢do transcutinea de propagulos

fungicos (fragmentos de hifas, conideos e células conidiogénicas), em decorréncia de traumas



por fragmentos vegetais contaminados, como espinhos e lascas de madeira (ESTERRE e
QUEIROZ-TELLES, 2006). O local acometido na maioria das vezes é a extremidade dos
membros inferiores, seguido de membros superiores, regido glitea, tronco e face. A ocupacao
desempenha um papel importante, acometendo, principalmente, trabalhadores rurais,
lenhadores ou fornecedores de produtos agricolas. Raramente ocorre antes da adolescéncia,
com a maioria dos pacientes no grupo etario entre 40 a 50 anos de idade, com uma relagcdo
homem-mulher de 5:1 e 9:1 reportada (LOPEZ MARTINEZ e MENDEZ TOVAR, 2007;
SANTOS et al., 2007). Em édrea endémica localizada no estado do Maranhdo, nas franjas da
floresta amazonica no Brasil, uma fonte potencialmente importante de infec¢do foi relatada:
milhares de familias estdo envolvidas na colheita de babacu (Orbignya phalerata), uma
palmeira selvagem. Como os fungos melanizados foram isolados a partir de fragmentos de
casca de babacgu, este pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de CBM em centenas
de pessoas apds o trauma que ocorre no trabalho, nesta regido (MARQUES et al., 2006).

Uma vez instalado no tecido, o fungo se adere as células epiteliais e se diferencia em
estruturas parasitarias caracteristicas, denominadas células muriformes, as quais resistem a
destruicao pelas células efetoras do hospedeiro favorecendo assim o estabelecimento cronico
da doenca (GIMENES et al., 2006; QUEIROZ-TELLES et al., 2009). A lesdo inicial da CBM
aparece no local da inoculagdo, podendo comecar como uma lesdo macular solitdria, progredir
para uma pdpula elevada, com superficie lisa rosa, e aumentar gradualmente ao longo de
algumas semanas até que se torne escamosa (BONIFAZ, CARRASCO-GERARD e SAUL,
2001; QUEIROZ-TELLES, 2015). A evolucao pode ser para diversos tipos clinicos: nodular,
tumoral (couve-flor), verrucosa ou cicatricial. Em casos avangados e graves, mais de um tipo
de les@o pode ser observado no mesmo paciente.

O polimorfismo lesional da CBM leva a varios diagndsticos diferenciais, incluindo
doencas infecciosas e ndo infecciosas, causando atraso no diagndstico, reducdo de resposta
terapéutica e perda de movimenta¢do do membro acometido (QUEIROZ-TELLES, 2015). No
inicio, as lesdes sao assintomaticas, e, geralmente, ndo interferem nas atividades do paciente.
Ao longo do tempo, o prurido se torna o sintoma predominante da doencga, sendo intenso nas
formas moderadas e pode ser acompanhado de dor local. A disseminag¢do da doenca pode
ocorrer por auto-inoculacdo, ou por disseminacdo linfitica ou contigua. A medida que
aumenta a gravidade, edema e infec¢Oes bacterianas secunddrias afetam a saide do doente,
modificando a aparéncia da pele, causando cicatrizes, e, em casos extremos, gera linfedema
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N

células escamosas nao-invasivo. Todas estas complicagdes podem levar a incapacidade
definitiva ou a morte (AZEVEDO et al., 2015).

Macroscopicamente a lesdo da CBM pode ser classificada em leve, moderada e grave
(QUEIROZ-TELLES et al.,, 1996). O diagnéstico da CBM € baseado principalmente na
suspeita clinica e epidemioldgica, mas deve ser confirmado por demonstracdo microbioldgica
dos agentes etioldgicos em amostras clinicas. Bidpsias de pele ou raspados da lesdao devem ser
realizadas, principalmente onde "pontos pretos" sdo visiveis. Quando examinadas sob
microscopia Otica, sao observadas as "células muriformes”, patognomonicas desta doenca.
Estas estruturas em formato de castanha, arredondadas, com pigmento marrom e camaras
transversais sdo distintas e tém sido referidas como "corpos esclerdticos, células fumagdides
ou moedas de cobre" (QUEIROZ-TELLES, 2015) e sdo consideradas uma adaptacdo
bioldgica, permitindo que o agente etiologico sobreviva no ambiente hostil do tecido
hospedeiro (MATSUMOTO et al., 1993). Histologicamente, a CBM normalmente revela
hiperplasia pseudo-epidérmica epiteliomatosa, hiperceratose, acantose irregular, alternando
com dreas de atrofia e colecdo de células inflamatorias formando abscessos epidérmicos.
Reacdo granulomatosa com diferentes graus de fibrose pode ser encontrada no nivel dérmico.
Células muriformes podem ser observadas entre estas estruturas ou dentro de células de
Langerhans gigantes. Quando cultivados, todos os agentes da CBM crescem lentamente em
cultura. Inicialmente, as colonias sdo verde-escuras, descrevendo um aspecto escuro de
veludo com o tempo. A identificacdo presuntiva de espécies pode ser conseguida por métodos
micologicos morfoldgicos, mas técnicas moleculares sdo sugeridas para a identificacdo
definitiva (DE HOOG et al., 2004).

As lesdes de cromoblastomicose sdo recalcitrantes ou muito dificeis de tratar. Se ndo
forem descobertas precocemente, quando as lesdes iniciais podem ser removidas
cirurgicamente, longos periodos de tratamento antifungico sist€mico isolado ou em
combinacdo com varios métodos fisicos, é a regra para muitos pacientes. A eficdcia da terapia
pode ser relacionada com a gravidade e a duracdo da doenca, com o agente etioldgico e com a
adesdo do paciente. Como ensaios comparativos sobre esta doenca sao escassos, provas que
ajudam a selecionar a melhor terapia sdo baseadas em alguns estudos clinicos abertos e
opinido de especialistas. Nenhuma terapia "padrdo-ouro" para CBM esta disponivel, mas as
op¢oes de tratamento incluem antifingicos sist€micos, como monoterapia ou combinados,

métodos fisicos e adjuvantes imunitdrios (QUEIROZ-TELLES, 2015).



Assim, admite-se que os medicamentos mais utilizados sdo o itraconazol e terbinafina,
nas doses didrias de 200-400mg e 250-500mg, respectivamente (BONIFAZ et al., 2005). Nos
casos refratdrios, a combinacdo das duas drogas pode ser tentada (QUEIROZ-TELLES e
SANTOS, 2013). Outros tratamentos eficazes incluem posaconazol, 800mg/dia, e a
combinacdo de itraconazol com S-flucitosina (NEGRONI et al., 2005; GARNICA, NUCCI e
QUEIROZ-TELLES, 2009; ANTONELLO et al., 2010). A duragdo do tratamento deve ser
baseada em critérios clinicos, micoldgicos e histopatolégicos. De acordo com dados
publicados, taxas de cura com terbinafina ou itraconazol variam de 15 a 80%, dependendo da
gravidade da doenca. Como esperado, nas formas graves as taxas de cura sdo mais baixas e as
recaidas sdo mais comuns (GARNICA, NUCCI e QUEIROZ-TELLES, 2009, QUEIROZ-
TELLES, 2015).

1.1.  Resposta Imune na Cromoblastomicose

A resposta imune na CBM ainda ndo foi completamente elucidada. Sabe-se que ocorre
reacdo inflamatdria granulomatosa, com recrutamento de células envolvidas na resposta inata
para o local da infec¢do, sobretudo neutréfilos polimorfonucleares, macréfagos e mondcitos,
que sdo os principais fagdcitos que englobam e digerem o fungo. Os neutréfilos eliminam as
células fungicas pela producdo de reativos intermedidrios do oxigénio, mieloperoxidase ou
outros componentes secretados que recrutam e regulam a resposta inflamatéria de outras
células como os macréfagos, células T e neutrdfilos inativos, fagocitando e destruindo o
patdgeno ou, simplesmente, criando uma cdpsula de retenc¢do para este organismo: O processo
cicatricial fibrético. Existem evidéncias de que componentes da parede celular do fungo como
a melanina, possam diminuir a eficiéncia do macréfago em destruir o fungo, pela inibicao da
producdo de 6xido nitrico (ROZENTAL, ALVIANO e DE SOUZA, 1994; FARBIARZ et al.,
1992; BOCCA, BRITO E FIGUEIREDO, 2006).

Um estudo recente determinou a relacdo entre a producdo de citocinas in vitro e a
proliferacao de linfocitos em pacientes com diferentes formas clinicas de CBM,
demonstrando a presenca de dois polos: formas leves apresentam niveis de INF-y aumentado,
niveis de IL-10 reduzidos e uma proliferacdo linfocitéria eficiente; (GIMENES et al., 2005) e
formas graves apresentam indices diminuidos de INF-y, elevados de IL-10 e linfoproliferacao

prejudicada. Esta capacidade do patégeno em estimular os macréfagos de formas distintas



determina se as células irdo desenvolver uma resposta do tipo Thl ou Th2 (SOUSA et al.,
2008). Geralmente, a imunidade mediada por células do tipo Thl é requerida para o combate
a infec¢des intracelulares, enquanto a imunidade do tipo Th2 resulta em suscetibilidade a
estas infec¢oes (ALTAMURA et al., 2001).

Diversos estudos tém sido realizados no intuito de esclarecer as diferencas que o
organismo humano faz entre o padrdo de resposta Th1/Th2. Sabe-se que ha um subgrupo de
linfécitos T capaz de articular a resposta imune frente aos patdgenos, alérgenos e antigenos
proprios e que também faz parte da tolerincia imunoldgica. Essa linhagem foi denominada
células T reguladoras (Treg) e sdo caracterizadas pela expressdo de niveis elevados de CD25
(cadeia alfa da IL-2) com a fun¢do de controlar a resposta imunolégica, bloqueando a ativacao
ou fun¢do das células T efetoras, dependente do fator de transcricdo Foxp3 (CAMPBELL e
ZIEGLER, 2007; SOJKA, HUANG E FOWELL, 2008; PICIRILLO, 2008).

O TGF-B, citocina de grande valor para a resposta imune, quando em altas
concentracdoes, € na auséncia de citocinas pré-inflamatoérias, direciona o organismo a
desenvolver uma resposta reguladora mediada por células T. De modo andlogo, baixas
concentracoes de TGF- associadas as citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6, IL-21 e IL-
23) promovem a expressdao do receptor de IL-23, o que favorece a diferenciacdo de células
TCD4 em Th17 (MANGAN et al., 2006). Essa compreende uma subpopulacdo de células
TCD4+ caracterizada pela secrecdo de IL-17 que parece reforcar a protecdo do hospedeiro
quando as cascatas imunes dos perfis Th1l e Th2 nédo sdo altamente eficazes frente a patdgenos
intracelulares. Alvo de estudos recentes, essas células parecem ser protagonistas em quadros
inflamatérios cronicos (WEAVER et al.,, 2007; DI CESARE, DI MEGLIO E NESTLE,
2009).

Diante da prevaléncia e importancia dessa patologia em nosso meio, torna-se
importante conhecer o comportamento da resposta imune celular dos pacientes no intuito de
contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na
progressao e cura desta patologia. O objetivo deste trabalho é avaliar a resposta inflamatéria
apresentada pelos pacientes com CBM, relacionando a gravidade das lesoes, a fim de oferecer
subsidios para o desenvolvimento de novas terapias e melhor compreensdao dos efeitos do

fungo no hospedeiro ao longo da histéria natural da doenca.



2. MATERIAIS E METODOS

Estudo transversal e descritivo. A amostra, de conveniéncia, foi constituida por 89
pacientes com diagnéstico de CBM em acompanhamento no ambulatério especializado em
doencas infectoparasitarias (CREDIP) da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) que
assinaram o TCLE (Apéndice B).

Para a quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL -17A foi
coletada amostra de 10ml de sangue e utilizada a 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).
Os plasmas foram centrifugados a 1500rcf por 10 minutos a temperatura ambiente para
precipitacao de debris. Em cada poco da placa de 96 pocos, fundo U, foram adicionados 25uLL
da amostra padrao fornecida pelo fabricante ou dos plasmas a serem testados. Em seguida
receberam 25uL de cada reagente “cytokinebeads” para marcar a produgdo de cada citocina e
25uL de anticorpo conjugado ao fluorocromo PE. 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 solucio tampdo. A placa foi centrifugada por
10 minutos a 453rct e o sobrenadante foi descartado. As amostras foram entdo ressuspensas
em 150uL de solucdo tampdo para leitura no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton
Dickinson, San Jose, CA, USA). Apés a leitura dos padrdes e das amostras, 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.

As varidveis coletadas foram idade, género e gravidade da doenca selecionadas de
uma ficha protocolo usada como padrdo nos atendimentos do ambulatério (Apéndice A). As
lesdes foram classificadas em leve, moderada e grave, segundo os critérios estabelecidos por
Queiroz-Telles (1996). A analise dos dados foi realizada no Microsoft Excel 2007 e Graphpad
Prism5 e as varidveis apresentadas em média, desvio padrdao e frequéncia percentual. A
pesquisa segue a Resolucdo 466/12 do CNS e foi aprovada pelo CEP do HUUFMA sob
parecer n° 1276.342.



3. RESULTADOS

Por meio da andlise de 89 pacientes com diagndstico de CBM, observou-se que a
maioria era do género masculino [79 pacientes (88,76 %)]; com idade média ao diagndstico
de 58,1 anos (variando entre 33 e 87 anos) e desvio padrao de 11,49. Com relagcdo a idade
média por gravidade de doencga, esta representou 54,45 anos na forma leve; 55,63 anos na
moderada e 60,16 anos na grave. A maioria apresentava, ao diagndstico, doenca moderada ou

grave (75,3%), como mostra a figura 1.

Figura 1. Gravidade das lesoes de cromoblastomicose em 89 pacientes,

submetidos a dosagem de citocinas, Sao Luis, MA, 2016.
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Quantificaram-se as citocinas IL-2, 1L-4, 1L-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17A. As
citocinas IL-2, IL-4 e IL-17A nao foram detectaveis na amostra.

Dos pacientes com a forma leve, IL-6 foi identificada em 22 pacientes, IL-10 em 15,
INF-y em 3 e TNF-a em 1. Naqueles com a forma moderada, IL-6 foi identificada em 34
pacientes, IL-10 em 18, INF-y em 5 e TNF-a em 13. Naqueles com a forma grave, IL-6 foi
identificada em 31 pacientes, IL-10 em 12, INF-y em 5 e TNF-a em 9. As porcentagens de
pacientes em que foram identificadas essas citocinas, o valor médioe o desvio padrdao por
gravidade encontram-se na tabela. A figura 2 mostra as titulagdes de 1L-6, IL-10, TNF-a e
IFN-y em pg/mL encontradas nos pacientes analisados, mostrando significancia estatistica em

tais citocinas, quando comparadas as gravidades.



Tabela. Distribuicao das dosagens de citocinas, com média e desvio padrao em 89

pacientes de acordo com a gravidade da doenca.

CITOCINAS/ LEVE MODERADO GRAVE
GRAVIDADE
MEDIA DP % MEDIA DP % MEDIA DP
IL-6 286,7 1153,05 100 1710 4109,58 944 1238  3554,3 100
IL-10 3,43 6,39 68,18 7,361 21,25 50 8,08 34,07 38,7
IFN-y 2,86 8,1 13,63 13,25 59,31 13,8 0,27 1,04 16,12
TNF-a 0,82 3,85 4,5 103,2 359,1 36,11 1715 547 29,03

DP: Desvio padrao.
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Figura 2. Distribuicao da titulacdo de IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-10 em pg/mL no soro de
pacientes com cromoblastomicose, de acordo com a gravidade (p<0,0001). A barra

horizontal representa a média.



4. DISCUSSAO

Os dados do estudo apontam que dos 89 pacientes analisados, a maioria apresentava
doenca moderada e grave, estando isso de acordo com Gimenes et al. (2005), que analisando
29 pacientes portadores de CBM, mostrou que 23 estavam com doenca moderada e grave.
Igual observacido foi feita por Sousa et al. (2008) e Sousa et al. (2009). A maioria da amostra é
composta por homens, com idade média de 56,7 anos (33 a 87 anos), estando essas
observacgdes de acordo com a literatura, pois no mesmo estudo de Gimenes et al. (2005), os
autores relatam maior prevaléncia em homens, com idades que variavam de 33 a 92 anos.
Ainda analisando sexo e idade mais prevalentes, em estudos de Sousa et al. (2008) e Sousa et
al. (2009), também encontraram maior prevaléncia em homens, com idades entre 40 e 92
anos.

Na andlise das citocinas, observou-se que a média e a porcentagem destas na amostra
foram de 1193,74 pg/mL e 97,75% para IL-6; 6,64 pg/mL e 50,56% para IL-10; 6,16 ¢ 14,6%
para IFN-y e 101,69 pg/mL e 25,84% para TNF-o, respectivamente. Vérios fatores podem
afetar o perfil de citocinas que, por sua vez, influencia a diferenciacdo de células T CD4"
especificas para o antigeno in vivo. As citocinas podem ser induzidas por agentes patogénicos
modificando o microambiente e iniciando a ativa¢do das células apresentadoras de antigeno
(APCs), o que interfere na diferenciacdo de Th1/Th2 (MURPHY et al., 1998).Nas infec¢oes
fingicas em humanos e nos experimentos animais, a resposta mediada por células € critica
para a defesa do hospedeiro (ROMANI, 2004). Sabe-se que os mecanismos de defesa do
hospedeiro influenciam a manifestacdo e gravidade das infec¢des flingicas, por conseguinte,
as formas clinicas de doenca dependem da resposta imunolégica do paciente (MARR,
PATTERSON e DENNING, 2002; FIDEL e SOBEL, 1994; PUCCETTI, ROMANI e
BISTONI, 1995). Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra fungos sdo numerosos, e
derivam de mecanismos de prote¢do que estavam presentes no inicio da evoluc¢do da doenca.
Assumindo que os efetores da resposta imune sdo determinados pela ativacdo de ambas
subpopulagdes Thl e Th2, a identificacdo das subpopulacdes de células T, que secretam
diferentes perfis de citocinas, contribui para uma melhor compreensdao da regulacdo de
respostas efetores imunes na CBM.

No estudo, a IL-6 foi encontrada no sangue da quase totalidade dos pacientes
avaliados, com altos titulos dessa citocina nas formas moderada e grave. A IL-6 induz reacdes

de fase aguda, como respostas imunes celulares nas células infectadas e respostas humorais
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das mucosas contra reinfeccdo. Nao hd estudos na literatura, ao que se sabe, que tenham
dosado esta citocina no sangue de pacientes portadores de CBM para fins comparativos.

O TNF-a foi identificado em menos da metade dos pacientes, porém, apresentou
titulacdo elevada em pacientes com as formas moderada (36,11%) e grave (29,03%). Isso vai
ao encontro dos achados de Gimenes et al. (2005), que mostraram maior producdo de TNF-a
apenas na forma grave, porém, sem diferenca significativa entre as diversas formas da doenca.

D’avila, Pagliari e Duarte (2003) e Minotto (2009) realizaram estudos da resposta
imune na CBM e mostraram que doeng¢a moderada, com lesdes verrucosas, apresentavam a
formacdo de granuloma micético com um padrido de resposta Th2 - compativel com a pior
resposta contra o fungo - enquanto que lesdes do tipo placa, mesmo que graves, sSao
caracterizadas por um padrdo Thl de citocinas e melhor resposta imune. Wang et al. (2013),
analisaram eventos sequenciais € mudanca na liberacdo local de citocinas num modelo murino
infectado por Fonsecaea pedrosoi e sugeriu que TNF-a e IFN-y agem como fator protetor na
CBM, enquanto que IL-4 e IL-10 sdo reguladores negativos para a cura da infeccdo. Na
avaliacdo da resposta imune adaptativa, Gimenes et al. (2005) encontraram altos titulos de IL-
10 e baixos titulos de IFN-y na forma grave, caracteristicos da resposta Th2 e altos titulos de
IFN-y e baixos de IL-10 na forma leve demonstrando compatibilidade com a tipica resposta
Thl. Resultados, esses, de acordo com o encontrado nesta casuistica. A forma moderada
apresentou titulos mais altos de IFN-y e IL-10 que as formas grave e leve e caracterizam uma
resposta intermedidria entre Th1 e Th2.

Em relacdo a outras doencgas fungicas, estudos imunoldgicos em pacientes com formas
polarizadas de paracoccidioidomicose mostram uma associac¢do entre reatividade baseada em
Th1 em formas assintomaticas ou leves de infeccdo. Em contraste, as respostas de células Th2
se correlacionam com a doenca grave. Vdrias observagdes clinicas indicam uma relacdo
inversa entre IFN-y e a produgdo de IL-10 em pacientes com infec¢des fungicas. Niveis
elevados de IL-10, que afetam negativamente a producdo de IFN-y, ja foram detectados na
doenca cronica por Candida spp. (ROILIDES et al., 1998), em pacientes com a forma grave
de micose endémica (PERACOLI ez al, 2003) e, em pacientes neutrop€nicos com aspergilose
(ROILIDES et al., 2001). Polissacarideos fungicos sdo conhecidos por modular
negativamente candidiase mucocutanea com producdo de IL-10, o que indica que sua
producdo pode ser consequéncia de infeccio (ROMANI e KAUFMANN, 1998). Pacientes
com paracoccidiodomicose disseminada tem defeito na producdo de IFN-y e reacdo de
hipersensibilidade tardia (DTH), como encontrado na CBM no estudo de Sousa et al. (2008),

associada com o aumento dos niveis de citocinas tipo 2 (IL-4 e IL-5), IgE, IgA e IgG 4.
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Eosinofilia, que ¢ um marcador de mau prognéstico em micoses endémicas, também esta
presente.Em pacientes com uma via IL-12/IFN-y defeituosa, tal como aqueles com sindrome
de hiperglobulinemia E, infec¢des fingicas e alergias sdo observadas com mais frequéncia

(CLEMONS e STEVENS, 2001; NETEA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002).
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5. CONCLUSAO

Este estudo foi importante por ser o primeiro a relatar a real participa¢do da IL-6 na
resposta imune de pacientes portadores de cromoblastomicose. O fato de IL-6 e TNF-a,
marcadores de fase aguda, estarem presentes em elevadas titulagdes em pacientes com as
formas moderada e grave, infere uma atividade pré-inflamatdria intensa em todos os estagios
da doenca, demonstrando seu carater recidivante. A associa¢do do padrao Thl com formas
mais leves da doenga e do padrao Th2 com formas graves foi novamente observada, enquanto
a resposta Th17, caracteristica de pacientes com infec¢des cronicas ndo foi observada nesta
casuistica. O presente estudo, portanto, apresenta dados relevantes sobre a resposta imune na
CBM. Ressalta-se que a continuidade de pesquisas nesta drea vird a fortalecer e elucidar o

conhecimento desta doenga, tanto no tratamento, quanto na abordagem dos pacientes.
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APENDICE A - FICHA PROTOCOLO

1. Identificacdo

Nome:

Sexo: 1 [1 Mas: 2 [ Fem

Idade: Cor:_ Naturalidade: cidade: Estado:_

Local onde adoeceu:

Cidade Estado ou Pais

Profissao atual: Profissdo quando adoeceu:

2. Hébitos de Vida

Lida com terra ou vegetais? H4 quanto tempo?

Sofreu microtraumatismos? Usa protecao local?

Anda descalco?

3. Exame clinico especifico

Localizagdo da lesdo: Nuamero de lesdes:

Evolugdo em anos: _____

Dimensao da maior lesdo (no maior didmetro): _

4. Sinais e Sintomas:

Prurido? Descamagiao? Linfedema? Dor?
Odor? Adenomegalias?

Secrecao?

Forma Clinica: Gravidade:

5. Diagndstico:

Exame Micolégico Direto: Cultura:

Fungo isolado:

Exame Histopatoldgico:

Coleta de sangue total para extracdo de DNA? Sim Nao

6. Coleta de sangue para dosagem de citocinas? Sim Nao
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7. Tratamento:

Tratamentos anteriores:

Tratamento(s) atual(is):

8. Evolugdo: (Anotar tempo de inicio da terapia, presenca de sintomas associados
descritos anteriormente, perguntar se houve melhora do quadro clinico e anotar a gravidade

atual da doenca e outras informagdes que julgar necessario).
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

CARACTERIZACAO CLINICA E DA RESPOSTA IMUNE CELULAR EM
PACIENTES PORTADORES DE CROMOBLASTOMICOSE NO ESTADO DO
MARANHAO

O Sr(a). estd sendo convidado(a) pela Dr®. Concei¢do de Maria Pedrozo e
Silva de Azevedo (CRM-MA: 2415), médica pesquisadora da Universidade Federal do
Maranhao, a participar deste projeto de pesquisa. Este projeto visa fazer exames para avaliar
as citocinas no sangue, que sio substancias produzidas no organismos para a defesa contra a
sua doenca. Para isso precisaremos coletar 10 mL de sangue que serdo levados para o
laboratdrio na Universidade Federal do Maranhdo, onde realizaremos os exames. Compreenda
que o objetivo principal desta pesquisa é avaliar a resposta da sua imunidade contra esta
doenca, bem como analisar a forma clinica, gravidade da sua doenca e se existe alguma
relacdo entre a dosagem das citocinas e da gravidade da sua doenca e se ha alteracdo com o
tratamento realizado na rotina da doencga neste servico. O Sr(a) sentird uma dor pequena
durante a puncdo para a coleta do sangue, mas rdpida, sem conseqiiéncias danosas a sua
saide. O principal risco deste procedimento é a dor durante a coleta, mas que serd feita por
profissional treinado para que a coleta seja rdpida e cuidadosa, para que ndo forme drea
arroxeada por extravasamento de sangue no local da coleta. Os principais beneficios
esperados sdo que a imunidade especifica contra esta doenga serd conhecida e poderd ser
analisada, podendo-se intervir para melhorar a resposta em caso de resposta imunoldgica
inadequada.

O Sr(a). serd solicitado a dar informacdes sobre seus dados pessoais, além de
informacdes sobre possiveis lesdes tipicas da doenga e que serdo anotados em uma ficha
propria.

Afirmo que vocé ndo é obrigado a participar do estudo e que isso ndo trard
nenhum prejuizo ao Sr(a). ou seus familiares. Explico que ndo recebera nenhum pagamento
por participar da pesquisa, e que se participar, tem o direito de desistir a qualquer momento.
Garantimos que as informacgdes dadas ao projeto permanecerdo em sigilo durante todas as
etapas desta pesquisa, inclusive na publica¢do dos resultados da mesma.

Também afirmo que poderd solicitar qualquer esclarecimento ou fazer qualquer

reclamag@o com a Dr”. Concei¢do de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo ou outro membro de
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sua equipe, pessoalmente ou pelos telefones (98) 30821193, (98) 88036918. Também forneco
o telefone do CEP (Comité de Etica na Pesquisa), para que possa fazer qualquer reclamagio
ou tirar ddvidas sobre questdes éticas relacionadas a pesquisa. Tel: (98)21091250.

Este documento estard em duas vias, assinadas e rubricadas pelo pesquisador
responsavel e pelos voluntérios da pesquisa, ficando uma via com o pesquisador e a outra com
o voluntario.

Por fim, apds ler esse documento, pode solicitar qualquer explicacdo que
deseje da equipe, e caso ndo possua mais dividas, concorda em participar como voluntdrio do

projeto e estudo agora proposto, o que fica confirmado pela sua assinatura abaixo.

(Local) ...coovvveveveeiienen, S reeeeen de o de 201 __

NOME: ... e

Assinatura:

IMPRESSAO DATILOSCOPICA (quando se aplicar)

TESTEMUNHAS:

Assinatura:




