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COELHO, J. Estudo histopatoldgico, imuno-histoquimico e imunopatolégico
dos micetomas em amostras de lesfes cutaneas humanas. Rio de Janeiro,
2017. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundag¢ao Oswaldo Cruz.

Resumo

Os micetomas constituem doencas infecciosas cronicas, endémicas nas regides
tropicais e subtropicais, podendo ser vistos na Asia e alguns paises do norte da Africa
e nas Américas. No Brasil a prevaléncia permanece desconhecida. No mundo, cerca
de 60% dos casos de micetomas sao actinomicetomas e os 40 % restantes séo
eumicetomas; ocorrem principalmente no sexo masculino entre 20 e 25 anos. Os
principais responsaveis pelos actinomicetomas sdo espécies do género Nocardia,
Streptomyces e Actinomadura e pelos eumicetomas sdo Acremonium sp. e Madurella
mycetomatis 0os mais frequentemente encontrados. A infeccdo caracteriza-se
clinicamente por nodulos cutdneos e subcutdneos acompanhados de abscessos,
fistulizagcdo e extrusdo dos grdos. O diagnostico baseia-se principalmente na
apresentacao clinica, analise histopatologica e em exames microbioldgicos. Os
micetomas sdo doencgas negligenciadas, com poucos casos relatados em nosso pais,
cujos aspectos histopatolégicos e imunopatolégicos ndo se encontram totalmente
esclarecidos, justificando o presente estudo. O objetivo do estudo foi descrever os
achados histopatolégicos e realizar estudos imuno-histoquimicos para identificacdo e
quantificacdo de células T CD4*, T CD8" e CD68*, e pesquisar a expressao de TNF-
o, TGF-B1, perforina, NOS 2, IL-10, IL-12 e IL-17 em 22 amostras de lesGes cutaneas
de micetomas do INI/Fiocruz colhidas entre janeiro de 1998 a julho de 2015;
compreendendo 4 amostras de actinomicetomas e 18 de eumicetomas. A andlise
histopatologica revelou um processo inflamatério crénico granulomatoso com a
presenca de linfécitos, histidcitos, plasmaocitos, eosinoéfilos, neutréfilos e células
gigantes do tipo corpo estranho e do tipo Langhans. Granulomas com padrdes
supurativo, corpo estranho, epitelidide e intersticial ou necrobidtico foram observados,
associados a necrose dos tipos fibrindide e liquefativa. Graos de elementos flngicos
apresentaram afinidade tintorial para o acido periédico de Schiff (PAS) e prata
metenamina de Grocott, enquanto graos de bactérias filamentosas foram refratérios
ao PAS e positivos pelo Gram Brown-Brenn, Grocott e Wade nos casos de Nocardia.
Fenbmeno de Splendore- Hoeppli e fibrose também foram observados. O estudo
imuno-histoquimico detectou a presenca de células T CD4*, T CD8* e células CD68*
com predominio das Ultimas nos actinomicetomas e eumicetomas. Foram detectados
antigenos para IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a, TGF-B1, perforina e NOS2, indicativos da
participacdo destas interleucinas e mediadores inflamatoérios nas respostas
inflamatérias dos actinomicetomas e eumicetomas. Tais achados apontam para
resposta inflamatoria tipo Thl, Th2 e Th17 nos dois grupos de micetomas.

Palavras-chave: eumicetoma, actinomicetoma, pele, imuno-histoquimica,

histopatologico, reposta imune-celular.
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Abstract

Mycetomas are chronic infectious diseases, endemic in tropical and subtropical
regions in Asia and some countries in North Africa and the Americas. In Brazil the
prevalence remains unknown. In the world, about 60% of cases of mycetomas are
actinomycetomas and 40% are eumycetomas. They occur mainly in men between 20
and 25 years. The main species responsible for actinomicetomas are those of the
Nocardia, Streptomyces and Actinomadura genus. Eumycetomas are usually caused
by Acremonium sp. and Madurella mycetomatis. The infection is clinically
characterized by cutaneous and subcutaneous nodules with abscesses, fistulae and
extrusion of the grains. The diagnosis relies mainly on clinical, histopathological
analysis and microbiological tests. The mycetomas are neglected diseases, with few
cases reported in our country, and poorly undertood immunopathological and
histopathological aspects, justifying the present study. The objective of this study was
to describe the histopathological findings and to perform immunohistochemical studies
for identification and quantification of CD4* T cells, CD8* T cells and CD68" cells, and
search the expression of TNF-a, TGF-B1, Perforina, NOS 2, IL-10, IL-12 and IL-17 in
22 samples of cutaneous lesions of mycetomas INI/Fiocruz, collected from January
1998 to July 2015, comprising 4 actinomycetomas and 18 samples of eumycetomas.
The histopathological analysis revealed a chronic granulomatous inflammatory
process with lymphocytes, histiocytes, plasma cells, eosinophils, neutrophils and
foreign body and Langhans type giant cells. Supurative, foreign body, interstitial or
necrobiotic and epithelioid granulomatous patterns, were observed, associated with
fibrinoid and liquefaction necrosis. Grains of fungal elements presented staining affinity
for periodic acid Schiff (PAS) and Grocott’s silver methenamine, while grains of
filamentous bacteria were resistant to PAS and positive in Brown-Brenn Gram, Grocott
and Wade in the case of Nocardia. Splendore-Hoeppli phenomenon and fibrosis were
also observed. The immunohistochemical study detected the presence of CD4* T cells,
CD8* T cells and CD68" with a predominance of the latter in both actinomycetomas
and eumycetomas. Antigens were observed for IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a, TGF-1,
perforin and NOS 2, indicating the participation of these interleukins and inflammatory
mediators in inflammatory responses of actinomycetomas and eumycetomas.The
findings point toward Thl, Th2 and Th17 type inflammatory response in both groups
of mycetomas.

Key words: eumycetoma, actinomycetoma, skin, immunohistochemistry,
histopathology, cellular immune response.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

Os micetomas constituem infec¢des cronicas, ndo contagiosas formadoras de
gréos, endémicas nas regides tropicais e subtropicais, podendo ser vistos na Asia e
alguns paises do norte da Africa.

Os micetomas podem ser encontrados na América Central, América do Norte
e Ameérica do Sul, com alta incidéncia na Venezuela e México (WELSH; VERA-
CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007). A maioria dos casos reportados nas
Américas é proveniente do Meéxico, Venezuela, Brasil e Colémbia. Na India
subcontinental, 0 maior nimero de relatos € proveniente do Paquistio e na Africa
foram observados casos na Somalia, Suddo e Senegal, de acordo com Rouphael;
Talati; Franco-Paredes (2007); Saul (2008), citado por TELLEZ; FRANCO-PAREDES
(2010, p. 1). Alguns casos foram descritos por Khalil et al. (1999) na Nigéria, local com
baixa ocorréncia da doenga.

A regido compreendida pelos paises africanos onde o0s micetomas séo
endémicos é conhecida como o cinturdo transafricano, ou Cinturdo dos Micetomas.
Esta area se estende entre 15° e 30° de latitude norte (NENOFF et al., 2015).

Ha relatos de casos em areas ndo endémicas como Boston e Texas, nos
Estados Unidos e na Guiana Francesa (IRIART et al., 2011). Os micetomas também
podem ser observados na Grécia, Italia, Ilhas do Caribe e Argentina;
excepcionalmente raros casos foram observados na Bulgéria, Roménia, Albania e
Turquia de acordo com Bounfrate et al. (2014).

Nos paises ocidentais, considerados ndo endémicos para 0s micetomas e onde
primariamente a doencga ndo ocorre, alguns casos podem ser vistos acometendo
imigrantes provenientes de areas endémicas como Somalia e Senegal, e nestes casos
séo considerados como infec¢des importadas (NARS et al., 2016).

Tém sido reportados também casos em viajantes que visitaram areas
endémicas (ESTRADA et al., 2012).

Recentemente, o primeiro caso autéctone de actinomicetoma na Francga foi
descrito por Gilquin et al. (2016), em um paciente francés portador de leucemia,
causado por uma nova espécie de Nocardia denominada de Nocardia boironii sp.nov.

Outro caso autdctone de actinomicetoma foi observado na Europa, causado por
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Actinomadura madurae em uma mulher florista italiana e relatado por Mencarini et al.
(2016).

O Brasil é considerado um dos paises com ocorréncia endémica de micetomas
na Ameérica Latina de acordo com Castro et al. (1993); Almeida (1936) e Lacaz (1981),
e LONDERO (1986, p. 73). A incidéncia e prevaléncia dos micetomas no Brasil €
desconhecida, uma vez que ndo é considerado um problema de saude publica e
possui uma frequéncia menor se comparada a doencas como esporotricose,
tuberculose e hanseniase (SAMPAIO et al., 2013).

No Brasil, os micetomas actinomicéticos sdo mais frequentes que 0s
eumicoticos, segundo Almeida (1936). Castro e Piquero-Casals (2008) descreveram
a sua ocorréncia com uma relacado de 3:1 entre actinomicetoma/eumicetoma, com

maior numero de casos no Nordeste.

1.2 Histoérico

Os micetomas foram primeiramente descritos por Gil (1842), citado por DO
VALLE; WELSH; VERA-CABRERA (2006, p.197) e posteriormente por Godfrey
(1844), citado por VALLE; WELSH; VERA-CABRERA, (2006, p.197) com a
denominac&o de “Madura foot”, referéncia ao distrito de Madura, na india.

Carter (1861) introduziu o termo micetoma para designar tumoracdes de
natureza fangica. Posteriormente, Pinoy (1913) citado por DO VALLE; WELSH,;
VERA-CABRERA (2006, p.197) denominou de actinomicetomas 0s casos causados
por actinomicetos e de eumicetomas 0s casos causados por fungos.

O termo gréo foi inicialmente descrito nos actinomicetomas por Bollinger (1877)
citado por GEMEINHARD (1969, p.77-94); NENOFF et al. (2015, p.1-11) e nos
eumicetomas por Latapi (1963).

No Brasil, os primeiros relatos de descricobes de actinomicetomas
diagnosticados datam de 1897,1903 e 1913, cujo agente infeccioso foi a bactéria
Nocardia brasiliensis, seguidos de relatos de Pereira Filho em 1917 no Rio Grande do
Sul de acordo com Araujo (1930) citado por LONDERO (1986, p. 75).

Relatos de primeiros casos de eumicetomas no Brasil por Scedosporium
apiospermum foram encontrados em 1916 e 1917, descritos separadamente por
Magalhdes (1916) e Linhares (1917). Posteriormente, Rocha et al. (1980)

descreveram um caso e revisaram outros nove casos, previamente relatados. Purchio
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et al. (1981) descreveram mais um caso com o0 mesmo agente. Os casos relatados
posteriores a 1980, relacionados a esse mesmo agente, foram todos de lesdes
subcutaneas, Linhares (1917); Magalhaes (1916) citado por OLIVEIRA et al. (2013,

p.4).

1.3 Agentes infecciosos causadores de micetomas

No mundo, cerca de 60% dos casos de micetomas sao infecgbes bacterianas
causadas por actinomicetos e os 40 % restantes sdo causados por fungos (WELSH;
VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007).

Os agentes sdo encontrados no solo como sapréfitos e o diagnéstico de
micetoma esta vinculado ao achado de gréos, uma vez gue um mesmo microrganismo
pode desencadear formas diferentes de infecgdo e apresentacfes clinicas. Alguns
fungos podem causar desde feo-hifomicose até micetoma, por exemplo, dependendo
da forma observada (SEVERO; GRAUDENZ, 2015).

Os graos sao conceituados como colénias de microrganismos infectantes in
vivo (NENOFF et al., 2015), podendo estar envoltos por substancia amorfa
denominada de cimento.

Espécies de bactérias dos géneros Nocardia, Streptomyces e Actinomadura
S&0 0s principais responsaveis pelos actinomicetomas.

Nocardia brasiliensis é responsavel por 86% dos casos no México (WELSH,;
VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007) e comumente reportada em
diferentes paises da Africa, América do Sul e partes da india (ADNIKAN; DEY; PAJ,
2010). Nocardia constitui um género de bactérias gram-positivas, parcial ou
fracamente alcool-acido-resistentes, sapréfitas, aerdbicas, que se ramificam em
filamentos durante o crescimento, e sdo encontradas no solo, agua e vegetais em
decomposicéo (SOUZA et al., 2014).

Nas areas endémicas, algumas pessoas entram em contato com estes agentes
infecciosos, no entanto, poucas desenvolvem a doenga, com evidéncias de que a
resposta imune pode ser uma das chaves para o controle da infecgcdo por
actinomicetos (SOUZA et al., 2014).

As espécies de Nocardia podem infectar individuos imunocompetentes, mas é
mais comum que a infeccdo seja observada em individuos imunocomprometidos
(HOGADE; METGUD; SWOOROOPARANI, 2011).
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Nos casos de actinomicetomas por Nocardia as espécies responsaveis, em
ordem de frequéncia, sdo N. brasiliensis, e espécies do complexo N. asteroides, N.
cyriacigeorgica, N. abscessus, N. transvalensis-N. wallacei complexo, N. mexicana,
N. harenae, N. takedensis) e N. africana em animais. Recentemente, foi descrito um
caso por uma nova espécie denominada de Nocardia boironii sp. nov. (GLIQUIN et
al., 2016).

Na América Latina Nocardia brasiliensis é o agente causal mais frequente dos
actinomicetomas segundo Castro et al. (1993) citado por SEVERO; GRAUDENZ
(2015, p. 756), enquanto Scedosporium apiospermum foi descrito como o agente mais
comum nos eumicetomas de acordo com Guarro et al. (2006) citado por SEVERO;
GRAUDENZ (2015, p. 756).

Os eumicetomas podem ser causados por diversas espécies de fungos:
Acremonium falciforme, A. Kkiliense, A. recifei, Aspergillus nidulans, Curvularia
geniculata, C. lunata, Exophiala jeanselmei, Fusarium moniliforme, Leptosphaeria
senegalensis, L. tompkinsii, Madurella grisea, M. mycetomatis, Neotestudina rosatii,
Petriellidium boydii e Pyrenochaeta romeroi. Os agentes flngicos Acremonium sp e
Madurella mycetomatis s&o os mais comumentes encontrados no mundo (CACAO,
20009).

Uma nova espécie de Madurella foi descrita no Suddo como causadora de
eumicetoma com grao negro, denominada de Madurella fahalli (DE HOOG et al.,
2012). Um novo patdgeno de eumicetoma foi relatado no Sudédo, denominado de
Pleurostomophora ochracea, representando uma espécie da ordem Calosphaeriales,
referido como o primeiro fungo com grao amarelo segundo Mhmoud et al. (2012).

Em 2011, Iriart et al. (2011), descreveram um caso de eumicetoma em um
paciente oriundo da Guiana Francesa, causado pelo fungo Diaporthe phaseolorum
(Phomopsis phaseoli), originalmente presente em plantas encontradas em todo o
mundo, mas que raramente envolve doengas humanas.

Estudos recentes de biologia molecular demonstraram eumicetomas causados
por agentes como Fusarium keratoplasticum e Fusarium. pseudensiforme, Fusarium
thapsinum e Fusarium fujikuroi (AL-HATMI et al., 2017).

O primeiro caso de eumicetoma por Aspergillus flavus, foi relatado por Ahmed
et al. (2015) no Suddo com confirmagdo por isolamento, estudo molecular e analise
imuno-histoquimica.

No Brasil, os agentes causadores de micetomas ja isolados, de acordo com
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Severo; Graudenz (2015) foram os seguintes:

Eumicetomas:

. Gréos brancos: Acremonium recifei, Acremonium kiliense, Scedosporium
apiospermum (0 mais comum).

. Graos negros: Exophiala jeanselmei, Pyrenochaeta romeroi, Madurella grisea,

Madurella mycetomatis (0 mais comum).

Actinomicetomas:

. Graos brancos: Nocardia asteroides, Nocardia otitidiscaviarum, Nocardia
transvalensis, Nocardia brasiliensis e Actinomadura madurae (os dois Ultimos 0s mais
comuns).

. Grao vermelho: Actinomadura pelletieri.

. Grado amarelo: Streptomyces somaliensis

1.4 Aspectos clinicos

Os micetomas constituem doencgas crénicas formadoras de gréos, secundarios
ao indculo dos agentes infecciosos de natureza fungica ou bacteriana, caracterizados
por nodulos, fistulas e acompanhados de secregcdo sero-sanguinolenta com
eliminacdo de graos de microrganismos. Os micetomas incidem principalmente em
individuos do sexo masculino entre 20 e 50 anos de idade, porém podem acometer
qualquer faixa etéria, inclusive criancas. Podem incidir ainda, no sexo feminino e ha
relatos durante o periodo gestacional, podendo nestes casos apresentarem um curso
clinico mais agressivo (SAMPAIO et al., 2015).

Na maioria dos casos comprometem pacientes oriundos de regifes rurais,
envolvidos em atividades ao ar livre, podendo ser consideradas doengas ocupacionais
(HOGADE; METGUD; SWOOROOPARANI, 2011). Foram listados como doengas
tropicais negligenciadas, incidindo em populagbes com baixo poder aquisitivo e
limitacdo de recursos, podendo promover debilidade crénica, sequelas e estigmas
sociais (HOTEZ et al., 2008).

Os microrganismos penetram na pele e tecido celular subcutaneo através de
um evento traumatico (DRESCH et al., 2010), embora em alguns casos nao exista

nenhuma historia prévia de traumas.
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Os micetomas caracterizam-se clinicamente pelo aparecimento de ndodulos
isolados ou confluentes localizados na pele e tecido celular subcutaneo,
acompanhados de tumefacédo, abscessos, fistulizagdo e extrusdo de grados em meio a
material sero-sanguinolento (WELSH; VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA,
2007; VENKATSWAMI; SANKARASUBRAMANIAN; SUBRAMANYAM, 2012). Em
alguns casos pode surgir hiperpigmentacao cutanea (NENOFF et al., 2015).

Classicamente, os micetomas sao indolores e tardiamente cursam com fibrose
local. A dor quando presente, geralmente estd associada a infec¢bes bacterianas
secundérias (NENOFF et al., 2015).

Embora sejam descritos em extremidades inferiores em cerca de 70% dos
casos (KIRAN et al., 2009; FAHAL, 2004), também podem ser vistos em outras
topografias como parede abdominal (FAHAL et al., 1994), cabeca, pescoco, térax,
maos, bracos, gluteos e joelho (WELSH; VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA,
2007). Kothiwala et al. (2015) relataram um caso de eumicetoma por grao negro na
mama, clinicamente desprovido de fistulas, sinais de drenagem ou extrusédo de graos,
diagnosticado inicialmente como fibroadenoma.

Na maioria das vezes, 0os micetomas sao lesdes localizadas na pele e tecido
celular subcutaneo, porém podem comprometer ainda planos mais profundos como
musculos, fascia, tenddes, articulagdes, tecido 6sseo e linfonodos conforme descrito
por Murthy e Swain (2011) e infrequentemente Orgdos internos como cérebro
(MAHESHWARI et al., 2010), coracdo (KANAKIS et al.,, 2014), bexiga e pulmao
(FAHAL et al., 2015).

Outros locais raros também foram relatados como olhos, bolsa escrotal,
cavidade oral, palato e lingua (FAHAL et al., 2015). Micetomas em seios paranasais
foram descritos por Klosek et al. (1997).

Lesdes ndo wusuais perineais foram relatadas, mimetizando doenca
sexualmente transmissivel em um homem de 36 anos com infec¢cdo por M.
mycetomatis (GUPTA et al., 2010). Clarke (1953) ja havia descrito a ocorréncia de
micetoma nos testiculos. Micetoma vulvar foi reportado por Fahal e Sharfy (1998).

Relatos de formas clinicas com apresentacdo de pequenos micetomas foram
denominadas de minimicetomas por Lavalle, Cafiizares e Ed Herman (1992). Os
minimicetomas sao lesdes pequenas, com poucas fistulas e observadas
principalmente em criangas e jovens, causados por Nocardia brasiliensis. Os

minimicetomas foram descritos na face, tronco e membros e clinicamente podem ser
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confundidos com foliculites, outras micoses, lesfes cisticas e neoplasias de partes
moles. Casos de minimicetomas causados por espécies de Madurella foram descritos,
e nestes casos, se preconiza o uso da denominagdo de micetoma eumicético pequeno
(LOPEZ-CEPEDA et al., 2005).

A disseminacdo dos agentes infecciosos dos micetomas pode ocorrer por via
linfatica e/ou hematogénica (MURTHY; SWAIN, 2011). De acordo com Chandler;
Kaplan e Ajello (1980), a disseminagdo hematogénica e linfatica embora raramente
ocorra nos micetomas, ela é especialmente infrequente nos eumicetomas, e quando
observada, surge nos estagios iniciais da doenca.

As lesdes podem surgir semanas, meses ou anos apos 0 evento responsavel
pelo inéculo, e alguns pacientes ndo se recordam do trauma inicial em alguns casos,
dificultando o diagnéstico. A infec¢ao pode evoluir de trés a dez anos, com uma média
de cinco anos de evolucdo (MAITI; RAY, 2002).

Os actinomicetomas exibem uma evolucdo clinica mais rapida quando
comparada aos eumicetomas. As lesdes dos actinomicetomas exibem bordas menos
definidas, enquanto os eumicetomas apresentam evolugao e crescimento lentos, com
lesbes de limites bem definidos e que podem ainda se apresentar encapsuladas
(DRESCH et al., 2010).

Sintomas sistémicos sdo incomuns e a febre é raramente encontrada (NENOFF
et al., 2015). Sintomas respiratérios, neuroldgicos e outros sintomas, podem estar
presentes quando a doenca compromete o térax, cabeca, pescoco e coluna vertebral.
A invasdo de peridsteo pode levar a osteomielite (WELSH; VERA-CABRERA;
SALINAS-CARMONA, 2007).

Uma alta incidéncia de infec¢do secundaria tem sido relatada na literatura, e
guando nao tratada adequadamente pode levar a complicacbes graves como
septicemia e ao Obito (VENKATSWAMI; SANKARASUBRAMANIAN;
SUBRAMANYAM, 2012).

A resposta terapéutica nos micetomas € varidvel. Os actinomicetomas
possuem melhor prognéstico quando tratados com antibioticoterapia adequada e
desbridamento local. No entanto, os eumicetomas respondem parcialmente aos
agentes antifUngicos com altas taxas de recorréncia e podem requerer intervencoes

cirdrgicas e amputagoes.
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1.5 Diagndéstico

O diagnéstico baseia-se geralmente na apresentacéo clinica e no tipo do gréo,
que pode ser pesquisado atraveés de exame direto com solucédo de potassa (KOH),
analise histopatologica e exames microbiolégicos e micolégicos (WELSH; VERA-
CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007). Exames radioldgicos, ultrassonografia,
citologia, histologia, imunodiagndstico e cultura sédo citados por Venkatswami;
Sankarasubramanian; Subramanyam (2012) como ferramentas diagndsticas. Em
alguns casos, estudos com técnicas de biologia molecular podem ser realizados para
a identificagao dos elementos infecciosos, especialmente nos casos de eumicetomas
(ESTRADA et al., 2012).

Relatos de deteccdo simultanea de dois diferentes agentes no mesmo paciente
sao raros (NENOFF et al., 2015), e se necessario deve ser pesquisado. Murty e Swain
(2011) relataram um caso de micetoma e cromomicose simultaneos em um paciente

da india.

1.6 Aspectos anatomopatolégicos e microbiolégicos

O exame macroscoépico das lesdes é de grande importancia e constitui o
primeiro passo para a identificacdo dos grdos, que podem ser visualizados
macroscopicamente. Nas lesdes, 0s graos se localizam nos seios e nas fistulas, em
meio ao exsudato. A identificacdo e caracterizacdo macroscopica dos graos, quando
presentes nas lesdes e exsudatos, podem ser a chave inicial para o diagnéstico.

Os graos consistem em massas organizadas de hifas de fungos ou filamentos
de actinomicetos, que podem ou nao estar embebidos em cimento. Os gréos possuem
variacdes de forma, tamanho e consisténcia de acordo com os agentes etioldgicos.

Os graos tém tamanho que varia de 2,5 um a 2,0 mm, e podem ser brancos,
amarelos, rosa-avermelhados, marrons e pretos (grdos negros). Com relacdo a
consisténcia, os graos podem ser amolecidos, friaveis, firmes ou pétreos.

Algumas vezes, material exdgeno como espinhos podem ser vistos préximos aos
grdos, presumidamente interpretados como provaveis veiculos da infeccdo
(CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980).

Grandes graos negros associados a presenca de cimento pigmentado sao vistos

nas infecgbes por M. mycetomatis. Actinomadura pelletierii forma graos levemente
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avermelhados e sem cimento, e Streptomyces somaliensis produz grédos amarelos e
de tamanhos médios com cimento (IBRAHIM et al., 2013). Grdos brancos podem
corresponder a etiologia fungica ou bacteriana (SEVERO; GRAUDENZ, 2015).
Recente, o relato do primeiro fungo causador de eumicetoma com grao amarelo
denominado de Pleurostomophora ochraceao foi realizado por Mhmoud et al. (2012).

Alguns componentes de graos fungicos, como lipideos, proteinas, melanina e
altas concentracées de Cu*l, Zn*?2 e Ca*?; podem contribuir na sua patogenicidade e
capacidade de produzir cimento, que atua como um fator protetor importante contra
0s mecanismos de defesa do hospedeiro e possibilidade de resisténcia contra agentes
antifungicos (RODERICK; KEITH, 1992).

A melanina presente em alguns fungos pigmentados contribui com fatores
protetores contra a luz UV, a resposta imune do hospedeiro e drogas antifingicas
usadas no hospedeiro (IBRAHIM et al., 2013). Outra caracteristica dos fungos
demaceos, como por exemplo M. mycetomatis, é a capacidade de se ligarem a alguns
metais pesados levando a uma resisténcia maior aos mecanismos de defesa do
hospedeiro (IBRAHIM et al., 2013).

A pesquisa direta de graos pode ser feita com analise a fresco pela microscopia
optica em solucdo de KOH (potassa a 10%) entre lamina e laminula (MURTHY;
SWAIN, 2011), permitindo a identificagéo de hifas ou filamentos bacterianos.

O exsudato das lesdes pode ainda ser aspirado, colocado em fixador de “cell
block”, processado e cortado em micrétomo para ser analisado em microscopia optica.
A sensibilidade diagndstica pela técnica de “cell block” é de 87,5% e 85,7% nos casos
de eumicetomas e actinomicetomas, respectivamente (YOUSIF; FAHAL; SHAKIR,
2010).

A analise microscopica das lesdes pode revelar a Hematoxilina-Eosina (H&E)
a presenca de gréos, e é possivel diferenciar os actinomicetomas dos eumicetomas
pela aparéncia dos graos (SEVERO; GRAUDENZ, 2015).

Os graos apresentam formato variavel, geralmente esférico ou lobular,
distribuidos em meio ao infiltrado inflamatorio e apresentam uma aparéncia granular
a H&E de acordo com Estrada et al. (2012). O achado microscopico na H&E de area
de aspecto radial, amorfa e eosinofilica, presente na periferia do grdo é conhecida
como fendmeno reacional de Splendore—Hoeppli (CHANDLER; KAPLAN; AJELLO,
1980).

De acordo com Londero et al. (2002), os graos quando analisados pela H&E,
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permitem a identificacdo de alguns agentes como A. pelletieri (gréos fraturados, de
cor violacea homogénea e sem clavas). A. madurae (graos grandes, de até 2mm,
esféricos ou lobulados, com area central eosinofilica, zona média de trama de
filamentos basofilicos, circundada por uma coroa de franjas eosinofilicas com cerca
de 20 a 50 um de espessura), S. somaliensis (grao esférico ou ovalado, usualmente
fraturado, associado a presenga de cimento), M. mycetomatis (grédo grande, 2 mm ou
mais, composto por hifas e elementos esféricos hialinos, em meio a cimento
acastanhado). M. grisea, P. romeroi e E. jeanselmei produzem graos semelhantes:
esféricos ou arciformes, com regido central clara e periferia escura, composta por
densa trama de hifas e elementos esféricos. P. boydoii (S. apiospermum) e as trés
espécies de Acreminium possuem graos brancos, esféricos e lobulados, com centro
amorfo e trama periférica composta por hifas de 3 a5 pum.

As espécies de Nocardia produzem grdos pequenos, ovais ou lobulados e
homogeneamente corados pela eosina; podem ou ndo apresentar clavas periféricas
e os filamentos tornam-se mais visiveis quando corados pelo Gram Brown-Brenn.

Como os agentes causais dos micetomas diferem nas caracteristicas dos
graos, Severo e Graudenz (2015) descreveram algumas das principais variagoes de

graos em agentes de micetomas, melhor ilustradas nas tabelas 1 e 2.
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Tabela 1 — Caracteristicas macroscoépicas e microscopicas ao H&E dos eumicetomas.

Agente Causal

Grios hbrancos
Acramoniurn falciforme®
A killense®

A recifel®

Aspergilius nidulans
Fuzariim moniliforme

Neosteding rosatil

Scedosporium aplospermurn®

Grios negros
Cuncularia geniculata

T lunata
Exophiala jeanselmel™
Leptosphasria senegalensls

L. tomplkinsit
Macurella grisea™

M. mycetomatis™

Pyrenochaeta romerarl™

Agentes Causais dos Eumicetomas

Textura Cimento H&E

Macio
Macio
Macio
Macio
Macio

Duro

Macio

Duro

Duro
Macio
Duro

Duro
Duro

Duro

Macio

Mao
Mo
RET]
RED]
RET]

Sim

Mao

Sim

Sim
RED]
Sim
Sim
Variavel
Sim

Waridvel

Borda eosinofilica; complexa rede de micélio hialino & clamidospora.

Igual anteriar.

Igual anterior.

Zonas com eosinofilia; densa rede miceliana com grandes clamidosporos.

Eosinofilico, grios inteiros ou lobuladoes compostos de massa miceliana; hifas na
periferia.

Farma irregular, borda easinofilica, zona central com micélio desintegrado e
clamidosporo.

Borda eosinofilica; composto de densa rede de micélio hialing com clamidosporos
proeminentes.

Lobulado; periferia escura com frouxa rede miceliana e grandes clamidosporos no
cimenta periférica.

Igual anterior.

Farma irregular, periferia escura compasta de micélio e clamidosparos.
Ver descricdo de C. geniculata.

Ver descrico de C. geniculata.

Zona periférica escura, forma varidvel, densa rede interna de micélio com clamidosporos.

Compacto, com formas variaveis de tamanho, com micélio na periferia com
clamidosporos.
Zona periferica escura, forma variavel, densa rede interna de micélio sem clamidosporos.

* Agentes isolados no Brasil.

Fonte: Severo; Graundez (2015).

Tabela 2 - Caracteristicas macroscopicas e microscopicas ao H&E dos actinomicetomas.

Agente Causal

Graos brancos
Actinomadura madurae®

Nocardia asteroides”
N hrastiensis®

N otitichiscaviarim®
N transvalensis®

Nocardiopsis dassonviliel
Grao vermelho
Actinomadura pelietien”
Grao amarelo

Streptomyces samaliensis™

Agentes Causais dos Actinamicetomas

Textura

hacio

Macio
Macio
Macio
Macio

Macio

Firme

Dura

Cimento H&E

MNao Periferia intensamente hematoxifilica; filamentos nao-acido-
resistentes.

Mo Filamentas acide-resistentes variaveis.

MNao |gual anteriar.

MNaa |gual anteriar.

Man |qual anterior.

MNao Filamentos nao-acido-resistentes.

(E Mio-acido-resistentes: intensamente hematoxiflicos.

il Nao-acido-rezsistentes; homagéneos e fracamente

eosinofilico.

* Agentes isolados no Brasil; Oz grans de NMocardia 230 indistinguiveis.
Fonte: Severo; Graundez (2015).
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Os gréaos podem ser vistos em meio ao infiltrado inflamatorio, no centro dos
granulomas, acompanhados ou ndo de microabscessos localizados principalmente na
derme e tecido celular subcutaneo.

Segundo Kiran et al. (2009), os micetomas mostram granulomas supurativos,
compostos por histiocitos e neutrofilos. Observa-se a presenca de linfocitos,
plasmacitos, neutréfilos, eosindéfilos, histidcitos, células epitelioides e células gigantes
multinucleadas tipo corpo estranho e/ou tipo Langhans; em proporc¢des variadas nas
lesdes. O estroma pode apresentar edema, neovascularizacéo, fibrose e necrose
(CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980). De acordo com Estrada et al. (2012),
abscessos em meio a inflamagéo, hiperplasia pseudo-epiteliomatosa, tecido de
granulacgéo e fibrose podem ser observados.

Técnicas histoquimicas séo utilizadas para a pesquisa e identificacdo dos
elementos infecciosos: acido periddico de Schiff (PAS) e Prata Metenamina de
Grocott para fungos com identificagédo de hifas e elementos esféricos e Gram Brown-
Brenn e Giemsa para as formas bacterianas filamentosas (SAMAILA; ABDULLAHI,
2011). Estes filamentos também se coram pela Prata metenamina de Grocott
(CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980).

Segundo Severo e Graudenz (2015) embora a coloragcdo pela prata
metenamina de Grocott ndo permita a diferenciacdo entre fungos hialinos e
deméceos, sua aplicacdo na rotina diagndstica melhora a identificagdo dos elementos
fungicos. Para os actinomicetos, os autores preconizam a coloracdo de Gram para
tecidos tais como: Brown-Brenn, Brown-Hoops ou McCallumm-Goodpasture.

As coloragfes especiais utilizadas para pesquisa de bactérias alcool-acido-
resistentes como Fite, Wade ou Ziehl-Neelsen devem ser realizadas e serdo positivas
nos casos de Nocardia spp., se contrapondo aos casos de Actinomyces, que nao se
coram por estas coloragbes. A técnica de Kinyoun pode ser usada nos
actinomicetomas e revela acido-resisténcia fraca dos filamentos bacterianos.

Exames microbiol6gicos e de cultura sdo necessarios para o diagndéstico
definitivo dos agentes causais destas les6es. No entanto, quando estes métodos se
encontram indisponiveis, ou sdo inconclusivos, a distincdo morfolégica macroscoépica
e microscopica dos grdos possibilita a diferenciacdo entre actinomicetomas e
eumicetomas e pode determinar o tratamento inicial a ser realizado. Nestes casos, a
distingdo histolégica precisa € fundamental para determinar o tratamento e o
prognostico dos pacientes (CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980). Outro fator
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importante é que a analise histolégica demanda menos tempo, quando comparada
aos exames microbioldgicos e cultura, e biopsias formolizadas séo de facil transporte,
manipulacdo e armazenamento (CHUFAL; THAPLIYAL; GUPTA, 2012).

Os principais diagnésticos diferenciais clinicos e histopatolégicos relevantes
sdo botriomicose, osteomielites cronicas inespecificas, leishmaniose, tuberculose,
outras micobacterioses e micoses profundas (KIRAN et al., 2009). Coccidioidomicose,
feo-hifomicose e esporotricose sdo algumas doencas fungicas citadas como exemplos
de diagndéstico diferencial dos micetomas, citados por WELSH; VERA-CABRERA,
SALINAS-CARMONA (2007). Doencas ndo neopldsicas como podoconiose,
neoplasias malignas como os sarcomas de pele, partes moles ou 0ssos e ainda
sarcoma de Kaposi endémico e epidémico, também sdo citados (NENOFF et al.,
2015).

Quando populacdes bacterianas do tipo cocos, cocobacilos e bacilos séo
identificados nos grdos, o diagnéstico de botriomicose pode ser feito (COELHO;
DINIZ; SOUZA FILHO, 2009). A botriomicose constitui uma doenca bacteriana
também formadora de gréaos, com apresentacao clinica e morfologica semelhante aos
micetomas. E considerada um dos seus principais diagnosticos diferenciais, diferindo
dos actinomicetomas, por ter como agente causal bactérias microbiotas da pele e tubo
digestivo (cocos e bastonetes), que frequentemente sdo Staphylococcus aureus
(40%) e Pseudomonas sp. (20%). Outros microrganismos reportados sao Escherichia
coli, Proteus vulgaris, Bacillus spp., Actinobacillus lignieresii, etc (COELHO; DINIZ;
SOUZA FILHO, 2009).

1.7 Aspectos imunolégicos nos micetomas

Os eventos observados durante um processo infeccioso compreendem a
invaséo e a colonizacao do hospedeiro por determinado agente, evasao da imunidade
e, finalmente, a lesdo tecidual, que pode se dar por morte celular ou por acao de
toxinas.

A defesa inicial por parte do hospedeiro é proporcionada pelo sistema imune
inato e, posteriormente, pelo sistema imune adaptativo, que promove resposta imune
mais duradoura e eficaz.

A imunidade inata do hospedeiro aos microrganismos consiste, principalmente,

em dois mecanismos: modulacdo do processo inflamatério pelas alteracdes
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vasculares e participagdo de células inflamatorias. Neste tipo de defesa séo
fundamentais os papéis das barreiras fisicas (epitélios) e de agentes antimicrobianos
celulares. A resposta inata celular tem como importantes agentes as células
fagociticas polimorfonucleares e mononucleares, células dendriticas, células “Natural
Killer" (NK) e outras células linfoides com receptores gama/delta e as recém-
identificadas células linfoides inatas (GRONKE; KOFOED-NIELLSEN; DIEFENBACH,
2016).

Formas adicionais de defesa englobam participantes do sistema complemento
e mediadores inflamatérios. Sdo descritas duas formas de respostas relacionadas a
imunidade adaptativa, denominadas de imunidade humoral e imunidade mediada por
células. A imunidade humoral € mediada principalmente pelas secrecbes de
anticorpos produzidos pelos linfécitos B e ocorre de forma especializada e diferente
para cada tipo de agente infeccioso. (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015, cap. 1, p. 3).
A imunidade mediada por células € promovida pelas subpopulacfes de linfécitos T e
B e anticorpos especificos, que ocorre de forma especializada e diferente para cada
tipo de agente infeccioso. S&o gerados subgrupos diversos de células TCD4+ (Thl,
Th2, Thl7 e T reguladoras como TR1, TR17 e TR9) e a producédo de citocinas anti e
pré-inflamatoérias. Os subtipos de células T possuem funcdes efetoras especificas e
recrutam diferentes tipos de células para o sitio inflamatério, dependendo do tipo de
citocina que secretam (DARDALHON et al., 2008).

As células T gama/delta de memoria constituem um tipo especifico de células
T, que possuem caracteristicas celulares de ambos o0s sistemas, inato e adaptativo;
atuam na producdo de citocinas, que promovem o recrutamento de fagécitos e de
respostas inflamatérias celulares e secretam granzimas e perforina que destroem as
células alvo infectadas e microrganismos (LALOR; MCLOUGHLIN, 2016).

Os macroéfagos e neutréfilos constituem a primeira linha de defesa contra os
patégenos invasores, atacando os fungos com uma variedade de enzimas, e
compostos oxidativos e nitroativos toxicos. Celulas dendriticas direcionam a
maturacédo de células T CD4* helper (Th) e populacdes de células T regulatérias (Treg),
levando a reacdes inflamatérias e mecanismos de protecdo a presenca do fungo
(GOW; NETEA, 2016).

Células Thl atuam combatendo os patdégenos intracelulares e promovem as
inflamacdes teciduais autoimunes. As células Th2 atuam na destruicdo dos patdégenos
extracelulares, e uma reacdo Th2 exarcebada pode induzir a asma, alergias e atopias.
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Em contrapartida, células Thl7 tém a capacidade de combater patdégenos
intracelulares e extracelulares e ainda atuar em processos inflamatérios autoimunes
(DARDALHON et al., 2008). Células Th17 constituem um subgrupo de células CD4*
caracterizadas pela producao de interleucina-17 (IL-17), que constitui uma citocina
inflamatdria com efeitos importantes sobre as células estromais e mecanismos
inflamatorios autoimunes (TESMER et al., 2008).

As citocinas promovem principalmente o crescimento e diferenciagcdo das
células do sistema imunolégico, a expressao de moléculas de adesao pelos leucocitos
e a migracdo das células linfoides do sangue através do endotélio para o local da
inflamacédo (MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE, 2013), com regulagédo entre a
imunidade inata e adaptativa. Citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-a atuam como
pirogénicos enddégenos que acentuam a resposta inflamatéria aguda (MURRAY et al.,
2009). Citocinas como IL-15 e IL10 séo produzidas durante a resposta imune inata e
regulam a funcdo dos macrofagos (FONSECA et al., 2017). O INF-YY € uma citocina
gue atua na resposta imune inata e nos linfécitos Thl CD4* e CD8* citotdxicos
(SCHOENBORN; WILSON, 2007).

Segundo estudos de el Hassan et al. (2001) compreendendo uma série de
casos de actinomicetomas, foi observada a presencga de reacao inflamatoria tecidual
de dois tipos: o tipo 1 é composto por trés regides, a primeira formada por neutrdfilos
ao redor do grao; a segunda, intermediaria, por macrofagos; e terceira, periférica,
consiste de plasmacitos e linfocitos; ja na do tipo 2 ndo ha a presenca de neutrofilos
e 0s graos sao circundados por macrofagos e células gigantes. As citocinas
identificadas nas lesdes e linfonodos foi do tipo Th2 (IL-10 e IL- 4). Os fenétipos
celulares demonstrados pelos autores por intermédio de técnicas imuno-
histoguimicas, detectaram positividade para CD15 (neutréfilos), CD20 (linfocitos B),
CD3 (linfécitos T) e CD68 (macrofagos).

Guimaraes et al. (2003) reportaram a presenca de populacdes de linfécitos T
CD4* e CD8" nas reacdes teciduais cutaneas de actinomicetomas e eumicetomas,
associada a uma populacdo de macréfagos, com um maior nimero de células CD8*
nos actinomicetomas. Segundo os autores, apesar da identificacdo dos fendtipos
celulares, ndo observaram uma estratificacdo bem organizada destes fenétipos nos
focos inflamatérios dos micetomas.

Méndez-Tovar et al. (2004) descreveram baixa producdo de INF-Y e altas
concentracbes de IL-4 e IL-10 e TNF-a em sobrenadante de células linfoides
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periféricas de pacientes com actinomicetoma por Nocardia brasiliensis, sugerindo que
0s pacientes possuem producao elevada de IFN-Y e concentracdes de IL-4, IL-10 e
TNF-a, mediadores presentes na resposta inflamatoria linfocitaria tipo Th2. Estudos
in vitro e com sobrenadantes de cultura de células de bagco de camundongos
mostraram, ainda, a participacéo de mediadores como IFN-Y, IL-1 e IL-4 nas respostas
inflamatorias de infec¢des causadas por N. brasiliensis, (CASTRO-MATTEOTTI et al.,
2008).

Salinas-Carmona, Rosas-Taraco e Welsh (2012) descreveram que a infeccao
por N. brasiliensis poderia induzir a uma imunossupresséo local provavelmente
relacionada a producéo de IL-10. Alguns autores sugerem que a IL- 10 é responsavel
por uma maior susceptibilidade a desenvolver micetomas e pode determinar a
gravidade das formas clinicas. Aumento dos niveis séricos desta citocina foi
encontrado nos pacientes com micetoma (MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE,
2013).

Nos micetomas e outras micoses, a formacéao do granuloma e o tipo de resposta
imune celular s&o considerados importantes mecanismos de defesa para eliminagcéo
dos microrganismos. O corpo humano é capaz de produzir dois tipos de granulomas
para combater os patégenos, denominados de granulomas tipo 1 e 2. O tipo 1 é
composto principalmente por células mononucleares e participacdo de citocinas Th1.
Em contraste, o granuloma tipo 2 caracteriza-se pela presenca de eosindfilos e
citocinas Th2. Tem sido atribuido & IL-10 a participacdo na formacao dos granulomas
e a sua expressao nos granulomas de micetomas seria indicativo de que também
possui atuacao neste tipo de infeccdo. A IL-10 promove a inibicdo da atividade
fungicida regulada pelo INF-y nos neutréfilos; e altos niveis de IL-10 nos sitios de
infeccdo, podem resultar em uma resposta imune n&o efetiva contra os fungos
(MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE, 2013).

Foram relatados niveis altos de citocinas Thl (IFN-Y TNF-a, IL-1(3 e IL-2) e
niveis baixos de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) em pacientes com micetomas
por M. mycetomatis tratados cirurgicamente quando comparados com pacientes sem
intervencgdo cirurgica

Os autores sugeriram que estes resultados apontam para uma resposta contra
o fungo baseada na fase adaptativa, na qual atuam como fatores regulatorios
inflamatorios que interferem na extensdo da infeccédo e o tempo de evolugdo (NASR
et al., 2016).
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Estudos relacionados aos tipos de resposta inflamatéria em outros agentes
infecciosos sao encontrados na literatura cientifica. Algumas cepas de Cryptococcus
neoformans inibem a producéo de citocinas como o TNF-a e a IL-12 por macréfagos
e estimulam a producgédo de IL-10, que por sua vez, inibe a ativacdo de macrofagos.
As células T CD4+ e CD8+ atuam destruindo as formas leveduriformes deste fungo.
Histoplasma capsulatum € destruido por mecanismos semelhantes. Estudos
referentes a mecanismos de respostas imunoldgicas relacionados a leishmaniose
citam o papel de células Thl CD4+ e de IFN-Y (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015,
cap. 16, p. 347-353).

A expressao de Oxido nitrico produzido pelos neutréfilos parece determinar o
tamanho das lesdes nos eumicetomas causados por M. mycetomatis. Pacientes com
maior concentracdo de 6xido nitrico desenvolveram lesdes maiores do que aqueles
com menor concentracdo desta substancia (VAN DE SANDE et al.,, 2007). Os
macroéfagos ativados pelo IFN-Y sdo fundamentais para a eliminacdo de fungos, bem
como a producdo de oxido nitrico pelos neutréfilos e macrofagos, potente agente
antimicrobiano (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009), e pela acdo de uma
enzima chamada o6xido nitrico sintase induzida (NOS2). Esta enzima encontra-se
ausente em macréfagos em repouso, porém, pode ser induzida em resposta a
produtos microbianos, especialmente em combinagdo com IFN-Y. A NOS2 catalisa a
conversdo de arginina em citrulina e o 6xido nitrico é liberado. No interior dos
fagolisossomos o Oxido nitrico pode se combinar com o perdxido de hidrogénio ou
superoxido e produzir radicais peroxinitrito que matam os microrganismos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015, cap. 4, p. 77). Vera-Cabrera et al. (2012) atribuiram a
presenca do polimorfismo genético nos genes para catecol-metil-transferase (COMT)
e NOS2 3 instalagdo de micetomas, bem como ao tamanho das les6es. Mutagdes
nestes genes foram observadas em grandes lesdes de micetomas. Meester; Rosas-
Taraco e Salinas-Carmona (2013) encontraram aumento de expresséo de marcadores
pré-inflamatérios como GM-CSF, IFN-Y e NOS2 em infeccdo experimental de N.
brasiliensis, patbgeno causador de actinomicetoma em camundongos BALB-c. Os
autores relatam que a infeccdo experimental aguda e crbnica cursa com
microabscessos e abundantes neutréfilos. Entretanto, observaram um aumento de
linfécitos no periodo de semi-resolugcdo do processo, que cursou com alta expressao
de IFN-Y e aumento de NOS2, e sugerem uma ativacao classica de macrofagos.

Descrevem, ainda, aumento local de IL-13 e correlacionam este achado com o
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tamanho das lesoes.

As principais proteinas citotdxicas das células T CD8* citotoxicas sdo as
granzimas e as perforinas. A perforina constitui uma proteina semelhante ao
complemento C9, causadora de perturbacdo membranar, que atua junto ao processo
inflamatoério promovendo a morte celular das células alvo, através da apoptose. A
perfurina induz a captagédo de granzimas em endossomos das células alvo , ativando
caspases e levando a morte celular (ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2015, cap. 11, p.
236). Relatos da participacao da perforina nos processos inflamatérios dos micetomas
nao foram encontrados.

Os estudos imuno-histoquimicos estdo sendo utilizados para um melhor
esclarecimento da patogenia e imunologia dos micetomas, no entanto, nao
encontramos relatos na literatura da disponibilidade de técnicas imuno-histoquimicas
pelo método de imunoperoxidase em amostras de tecidos parafinizados que possam
contribuir para uma caracterizacao definitiva das espécies dos agentes etiolégicos
responsaveis pelos casos de micetoma. A identificacdo da espécie dos agentes &
atualmente realizada utilizando-se métodos de cultura, fenétipo fangico e biologia

molecular.
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2 JUSTIFICATIVA

Os micetomas se caracterizam como doencas negligenciadas, que incidem em
populagBes com baixo poder aquisitivo, e provenientes na maioria das vezes de areas
rurais. O pequeno numero de casos relatados na literatura, associado ao acesso
precario dos pacientes aos servicos de salude especializados dificultam o seu
diagndstico e tratamento.

Muitos dos casos de micetomas vistos na prética clinica persistem sem uma
caracterizacdo definitva do agente etiolégico, apesar da suspeicdo clinica e
apresentacdo morfolégica compativel com micetoma, especialmente nos casos em
gue nao sao identificados os gréaos nas lesdes, dificultando ainda mais o tratamento
adequado destes pacientes.

Como séo observadas uma variabilidade de apresentacbes e evolugbes
clinicas nos casos de micetoma, € possivel que exista uma correlagdo entre os
padrées morfoldgicos encontrados e uma diferenca no comportamento dos agentes
infecciosos e da resposta imune individual do hospedeiro. Os relatos encontrados na
literatura ndo esgotam os achados morfoldgicos, o tipo de resposta celular e o papel
de algumas citocinas e mediadores inflamatérios envolvidos no processo inflamatorio.

Chama a atencado, portanto, a possibilidade de obtencdo de novos
conhecimentos a partir deste estudo aplicando as técnicas propostas em amostras
teciduais cutaneas humanas de micetomas, em uma série de casos diagnosticados
no Rio de Janeiro, Brasil.

Andlises conjuntas dos resultados poderao fornecer subsidios para uma melhor
compreensao da histopatologia, patogenia e imunopatologia destas doencas,
proporcionando ainda, a caracteriza¢do dos achados histopatolégicos dos micetomas
em nosso meio com impacto direto na acuracia do diagndéstico histopatologico e

melhorias no tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrever o0s aspectos histopatologicos, imuno-histoquimicos e imuno-

patolégicos em amostras de lesfs cutaneas de actinomicetoms e eumicetomas.

3.2 Objetivos especificos

Descrever os achados histopatolégicos das amostras de lesdes cutaneas com
diagndstico de micetoma.

Caracterizar do ponto de vista morfo-tintorial os agentes etiolégicos dos
micetomas presentes nas amostras de tecido.

Identificar o perfil de células inflamatérias e sua quantificacdo tecidual na area
da leséo.

Identificar a presenca de citocinas e mediadores inflamatorios na area da leséo.

Comparar os achados histopatolégicos e imuno-histoquimicos entre 0s

micetomas e eumicetomas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho do Projeto

Foi realizado um estudo transversal descritivo compreendendo amostras
emblocadas em parafina de lesGes cutaneas de pacientes com diagnostico
histopatologico de micetoma analisadas no Servico de anatomia Patologica no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) /Fundacdo Oswaldo Cruz

(Fiocruz) no periodo de janeiro de 1998 a julho de 2015.

4.2 Casuistica

Foram incluidas amostras cutdneas com diagndstico prévio histopatolégico de
micetoma e visualizagdo microscopica de graos, cujos blocos de parafina continham
material biolégico suficiente para a realizacdo das técnicas propostas.

O estudo compreende amostras provenientes do Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatologia Infecciosa do INI, analisadas no Servico de Anatomia
Patoldgica (SEAP) do INI, no periodo de janeiro 1998 a julho de 2015. Foram
identificadas no total 26 amostras com diagnéstico de micetoma, sendo 18 de
eumicetomas e 8 de actinomicetomas. Porém, dentre os casos de actinomicetomas,
04 deles ndo tinham material em bloco de parafina para a realizacdo das técnicas
propostas e foram retirados do estudo.

A identificagdo dos agentes etiolégicos foi realizada por exames
microbioldgicos e/ou estudo molecular. A obtengéo destes dados se deu por consultas
aos bancos de dados do Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatologia Infecciosa
do INI e/ou por consultas aos prontuarios dos pacientes.

Para o estudo foram selecionadas um total de 22 amostras de micetomas,
dezoito amostras tratavam-se de eumicetomas e quatro, de actinomicetomas,

conforme quadro 1 abaixo:
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Quadro 1 - Amostras cutaneas selecionadas e previamente diagnosticadas como micetoma.

Casos Concluséo Agente etioldgico
1 Eumicetoma Mycelia sterilia (Phomopsis columnaris)
2 Actinomicetoma Nocardia asteroides
3 Actinomicetoma Agente desconhecido
4 Eumicetoma Madurella mycetomatis
5 Eumicetoma Madurella mycetomatis
6 Actinomicetoma Nocardia sp
7 Eumicetoma Scedosporium apiospermum
8 Eumicetoma Madurella mycetomatis
9 Eumicetoma Madurella mycetomatis
10 Eumicetoma Madurella mycetomatis
11 Eumicetoma Madurella mycetomatis
12 Eumicetoma Madurella mycetomatis
13 Eumicetoma Mycelia sterilia (Phomopsis columnaris)
14 Eumicetoma Agente desconhecido
15 | Actinomicetoma Nocardia brasiliensis
16 Eumicetoma Acremonium sp
17 Eumicetoma Mycelia sterilia (Phomopsis columnaris)
18 Eumicetoma Mycelia sterilia (Phomopsis columnaris)
19 Eumicetoma Mycelia sterilia (Phomopsis columnaris)
20 Eumicetoma Agente desconhecido
21 Eumicetoma Scedosporium apiospermum
22 Eumicetoma Scedosporium apiospermum

4.3 Critérios de exclusao

Esgotamento prévio da lesédo ou a nao representacdo dos graos nos blocos de
parafina para realizacao do estudo.

Presenca de artefatos técnicos que inviabilizassem a analise microscopica.
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4.4 Estudo Histopatolégico

As amostras teciduais emblocadas em parafina foram cortadas em micrétomo
histologico com obtencéo de cortes com 4 um de espessura, posteriormente coradas
pelas técnicas histoquimicas de H&E, PAS, prata metenamina de Grocott, Wade,
Gram Brown-Brenn e Tricromico de Gomori (PROPHET et al., 1995). Foram utilizadas
laminas controles especificas para cada coloracdo, sabidamente positivas de acordo
com as técnicas aplicadas.

As laminas foram analisadas utilizando-se microscépio Optico Nikon Eclipse
E200 (NIKON Corporation, Téquio, Japao).

Foram avaliados parametros compreendendo a morfologia das lesfes, sua
distribuicdo topogréafica na pele e tecido celular subcutaneo (quando presente na
amostra), a identificacdo de granulomas e caracterizagdo de seus subtipos,
caracterizacdo da celularidade inflamatéria (linfécitos, neutréfilos, plasmacitos,
eosindfilos, histidcitos, células gigantes multinucleadas do tipo Langhans e tipo corpo
estranho), presenca de necrose e 0s seus subtipos observados, fibrose, identificacéo
de elementos infecciosos sob a forma de grédos e a presenca de fenbmeno de
Splendore-Hoeppli. Os dados foram colhidos utilizando-se formulério de microscopia
(Apéndice B).

A falta da andlise de alguma variavel decorrente da ndo representacdo da
mesma na amostra ou em algum corte histolégico especifico foi identificada com o
termo NA (ndo se aplica).

As variaveis analisadas a microscopia Optica encontram-se definidas no quadro
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Variaveis
Acantose?

Hiperceratose®
Paraceratose?
Exocitose?
Espongiose?
Ulceragdo/eroséo?
Derme papilar*

Derme reticular*

Hipoderme*

Células gigantes tipo
Langhans?

Células gigantes tipo corpo
estranho?

Granuloma Supurativo’

Granuloma Tuberculoide?

Granuloma
Intersticial/necrobiético?

Granuloma Tipo corpo
estranho?
Granuloma Sarcoide?

Granuloma Epitelioide®
Necrose Coagulativa®
Necrose Liquefativa®
Necrose Caseosa?
Necrose Fibrinoide?
Fendmeno de Splendore-
Hoeppli”

Fibrose!

Hiperplasia

pseudoepiteliomatosa
(PEH)?

Conceito
Aumento da espessura da camada espinhosa da epiderme.

Aumento da espessura do estrato cérneo normal anucleado.

Aumento da espessura do estrato cérneo com retencéo de nacleos de
queratindcitos.
Presenca de células inflamatdrias na epiderme.

Edema intercelular intraepidérmico.

Comprometimento da epiderme por processo inflamatério com destruicdo
da epiderme.

Porgao superior e delgada da derme constituida por tecido conjuntivo
frouxo que forma as papilas dérmicas.

Camada da derme constituida por tecido conjuntivo denso contendo fibras
colagenas, reticulina e fibras elasticas localizada entre a derme papilar e
hipoderme.

Composta por l6bulos de tecido adiposo entremeado por septos de tecido
conjuntivo fibroso que une a derme aos 6rgaos subjacentes.

Células gigantes multinucleadas histiociticas com nucleos dispostos
perifericamente com imagem em “ferradura”.

Células gigantes multinucleadas histiociticas com disposi¢éo nuclear
desorganizada.

Consiste em uma colec¢do de histi6citos epitelioides com ou sem células
gigantes multinucleadas e area central com colegdo de neutrofilos.
Granuloma bem formado composto por histiécitos epitelioides e células
gigantes, preferencialmente do tipo Langhans, com moderado a denso
acumulo de linfécitos e necrose caseosa central.

Caracterizado por zona central hipocelular composta por colageno
fragmentado e pouco definido com acentuagéo da eosindfilia e/ou basdfilia.
Areas de necrobiose s#o circundadas parcialmente ou completamente por
histiécitos em palicada, células inflamat6rias e células gigantes
multinucleadas.

Composto por histiécitos epitelioides e células gigantes multinucleadas tipo
corpo estranho.

Granuloma redondo ou oval composto por histiocitos epitelioides e células
gigantes de Langhans ou tipo corpo estranho com esparsos linfécitos
periféricos.

Granulomas mal formados, compostos predominantemente por histidcitos
epitelioides sem necrose e supuracao.

Caracteriza-se pela morte celular de tecidos decorrentes da desnaturagao
com preservacgédo da arquitetura tecidual.

Caracteriza-se pela transformacéo do tecido em material liquefeito
composto de células mortas e leucdcitos.

Caracteriza-se por degeneracgédo eosinofilica e basofilica do colageno e
estruturas da derme semelhante a caseo.

Deposicao de material necrético, amorfo e eosinofilico com acimulo de
fibrina no colageno dérmico.

Area de aspecto radial, amorfa e eosinofilica localizada na periferia do
gréo.

Aumento do colageno secundario ao aumento do nimero de fibroblastos.
Processo reativo caracterizado por proliferacao da epiderme estendendo-
se profundamente para a derme simulando carcinoma de células
escamosas.

1 — Chandler; Kaplan; Ajello, 1980; 2 — Farmer; Hood, 2000; 3 — Hood et al., 2002; 4 — Junqueira; Carneiro, 2008;
5 — Kumar; Abbas; Aster, 2005; 6 — Quintella et al., 2011; 7 — Weedon, 2002.
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4.5 Estudo Imuno-histoquimico

Os blocos de parafina foram cortados em microtomo histolégico para a
obtencao de cortes com 4 u de espessura, dispostos em laminas silanizadas (Easy-
path, cod. EP5130185, Sao Paulo, Brasil), desparafinizadas, reidratados e
submetidas as seguintes etapas:

- Bloqueio da peroxidase enddégena com imersédo em solucéo de Peridrol 30%
(Merck, ref. 1846210, Darmstadt, Alemanha) 45 ml e Metanol (Vetec P.A., ref.102,
Séo Paulo, Brasil) 55 ml por 40 minutos.

- Recuperacdo antigénica em banho-—-maria modelo MT235 para imuno-
histoguimica (Novatecnica, Sdo Paulo, Brasil) a 98,5 C° durante 20 a 30 minutos (pH
6,0/30 minutos e pH 9,0/20 minutos).

- Laminas deixadas em temperatura ambiente durante 15 minutos e lavadas
em 4gua corrente durante 5 a 10 minutos.

- Blogueio de proteina com o reagente Ultravision Protein Block (ref. TA125-
PBQ. Thermo Scientific, Runcorn, Reino Unido) por 10 minutos para reduzir
coloragdes de fundo inespecificas.

- Aplicacdo do anticorpo primério nas diluicbes padronizadas “over night”.

- Utilizacdo do Kit imuno-histoquimico para imunoperoxidase Cell Marque
Hidf Detection HRP Polymer System (ref. 954 d-20, Califérnia, USA) ou similar,
conforme recomendacéo do fabricante.

- Revelagédo da reacao com 3,3 Diaminobenzidina/ DAB (Sigma-Aldrich
Sigma fast, DAB tablets, ref. D4418-50, Missouri, USA) ou similar. A pastilha foi
diluida em agua destilada.

- Utilizacdo de agua para o bloqueio da reacéo.

- Cortes contra-corados com Hematoxilina de Harris, e laminas montadas
com laminula e meio de montagem.

- Visualizagdo em microscopio O6ptico Nikon Eclipse E200 (NIKON
Corporation, Téquio, Japao).

- Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: CD4, CD8, CD68, TNF-
o, TGF-B1, perforina, NOS2, IL-10, P70/IL-12A e IL17/IL-17A (CELL MARQUE,
Rocklin, USA ou Novus Biologicals USA, Littleton, USA).

Laminas-controle sabidamente positivas e preconizadas pelo fabricante foram

utilizadas em cada reacéo.
Os anticorpos primarios foram utilizados em protocolos de acordo com o
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quadro 3.

Quadro 3 - Padronizagédo de diluicdes dos anticorpos primarios utilizados.

Anticorpo Recuperagéao o
. Marca oo Diluicéo Controle
primario Antigénica
Banho-maria, Tris
CD4 clone Cell 1:30 Linfonodo reacional
SP35 Marque | EDTAS9.0
Banho-maria, Tris
CDS8 clone Cell 1:50 Linfonodo reacional
C8/144B Marque | EDTA9,0
Banho-maria, tampéo
CD68 clone Cell ] 1:200 Linfonodo reacional
Banho-maria,tampéo
P70/IL-12A Novus Bio ) 1:50 Pancreas
NBP1-85564 citrate 6,0
Banho-maria, tampéo
IL-17/IL 17A Novus Bio ) 1:50 Pancreas
NBP2-14121 citrato 6,0
Banho-maria, tampéo
TGF-B1 clone | Novus Bio ) 1:50 Coélon
7E6 citrato 6,0
Banho- maria,tampéo
IL-10 clone Novus Bio _ 1:50 Pancreas
JES3-12G8 citrato 6,0
Banho-maria, tampéo
Perforina dG9 | Novus Bio _ 1:20 Baco
citrato 6,0
Banho-maria, tampéo Carcinoma ductal de
NOS2 clone Novus Bio ) 1:50
4E5 citrato 6,0 mama
Banho-maria, tampéo 1100 | Linfonod onal
TNF-o. NB600- i : infonodo reaciona
%87 Novus Bio citrato 6,0

4.6 Andlise microscoOpica do estudo imuno-histoquimico

As laminas provenientes do estudo imuno-histoquimico de cada caso foram
analisadas quanto a positividade para os anticorpos primarios utilizados. Para os
marcadores celulares empregados para fenétipos de linfécitos T CD4*, CD8* e
células CD68* foram realizadas as quantificacdes das células marcadas por meio de
metodologia de contagem celular manual, utilizando-se reticulo graduado de 1mm?
(BOECHAT et al., 2016) acoplado a ocular de Microscépio Nikon Eclipse E200
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(NIKON Corporation, Toquio, Japdo). O numero total de células positivas foi obtido
em 10 campos de grande aumento (CGA), utilizando-se objetiva de 40X em areas de
maior representatividade ou celularidade da lesdo. Os dados foram colhidos
utilizando-se formulério de imuno-histoquimica (Apéndice C).

4.7 Revisdo de prontuérios e obtencédo de dados clinicos e laboratoriais

Foram revistos os prontuérios dos pacientes selecionados para a obtencdo de
resultados referentes a identificacdo do agente etiolégico por exame microbiolégico
e/ou estudo molecular, quando disponiveis. Foi utilizado ainda, banco de dados
clinicos e laboratoriais dos referidos pacientes, provenientes do Laboratério de
Pesquisa Clinica em Dermatologia Infecciosa do INI/ Fiocruz.
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5 PLANO DE ANALISE

Os dados coletados foram tabulados e armazenados em planilhas
desenvolvidas a partir do Microsoft Excel 2010.

Os resultados foram descritos e posteriormente calculados os percentuais de
positividade.

Para os resultados referentes as contagens celulares (células T CD4*, CD8* e
CD68*) foram calculados a mediana, valores minimo e maximo para cada fenétipo

celular.
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6 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INI/FIOCRUZ com
o nimero CAAE: 20747213.9.0000.5262.
Foi utilizado ainda o Termo de Compromisso com a assinatura do pesquisador

responsavel (Apéndice A).
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7 RESULTADOS

7.1 Achados histopatolégicos nos micetomas

Os achados histopatoldgicos a H&E mostraram um padrdo morfolégico de
resposta inflamatdria especifica do tipo granulomatosa nas les6es de eumicetomas
e actinomicetomas, chamando a atengéo para um padrao mais exsudativo com maior
acumulo de neutrofilos nos micetomas actinomicoticos.

A andlise da epiderme nas 22 amostras de micetomas revelou a presenca de
acantose (64%), hiperceratose (64%), paraceratose (45%) e exocitose (36%) por
células inflamatorias como linfocitos e neutrdéfilos, ao lado de espongiose (41%) e
ulceracgéo (18%), conforme a figura 1. Em oito casos (36%) nao foi possivel a analise
da epiderme pois ndo houve exposicdo da mesma na amostra, devido a
particularidades da retirada da amostra (amostras profundas) ou decorrente de
ulceracdo ou desnudamento epidérmico

O comprometimento da derme papilar foi observado em 64%, derme reticular
média e profunda em 86%, e hipoderme em 32% dos casos, conforme figura 1.

A acantose foi observada com distribuicdo difusa ou restrita a uma area da
lesdo. Hiperplasia pseudo-epiteliomatosa foi encontrada em dois casos.

A reacdo inflamatéria granulomatosa nos micetomas comprometeu
principalmente a derme reticular e a hipoderme, e acumulos de neutréfilos, linfocitos
e histidcitos foram vistos no interior ou fora dos granulomas, conforme figura 2.
Plasmacitos e eosindfilos foram observados na periferia dos granulomas.

O achado de graos em processo de eliminagdo proporcionou a visualizagcéo
dos mesmos na epiderme (Figura 3) em um caso de actinomicetoma e um caso de

eumicetoma.
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Figura 1 - Alteracbes epidérmicas e extensdo do comprometimento dérmico nos 22 casos de
micetomas em amostras cuténeas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.

20 19
18 86%

14 14

68%
64% 64%
10
9
8 g U g g 8 g 45%|g
8
36% 36% 36% & [ 365 |

— —
ra =

Nimero de amostras
=

B 36% 32%

£

& F N @ @
& &9 & & G‘Q “9@' e &
¢ e Q“'ﬁ ,@Gf} @‘@{d\ & S ¢ ﬁ}ﬁ
& 5

& &
& 09&

Coluna azul variavel positiva, coluna vermelha varidvel negativa e coluna cinza variavel ndo avaliada.

Figura 2 - Actinomicetoma. Processo inflamatério granulomatoso localizado na derme reticular. H&E,
200X.
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Figura 3 - Actinomicetoma. Gréos hialinos subcorneos compostos por bactérias filamentosas, ao lado
de material fibrinonecrético e trajeto fistuloso. H&E, 400X.

Nos casos de actinomicetomas, o processo inflamatério foi observado
estendendo-se da derme papilar a derme reticular. Comprometimento da hipoderme
ndo foi observado (figura 4). Na analise da epiderme observou-se alteragdes como
acantose, hiperceratose e paraceratose em 100% das amostras de actinomicose
(figura 4), melhor ilustrada na figura 5. N&o foi observada ulceracdo nestas amostras.

O grupo de casos de eumicetomas revelou acantose e hiperceratose em 56%

dos casos, 33% de paraceratose, 33% de exocitose por linfécitos e 28% por
polimorfonucleares. Espongiose foi vista em 33% dos casos e ulceragdo em 22%. A
derme reticular foi comprometida em 83% e a papilar em 56% das amostras. O
envolvimento da hipoderme esteve presente em 39% dos casos, conforme figura 6.
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Figura 4 - Alterag8es epidérmicas e extensao do comprometimento dérmico nos quatro casos de
actinomicetomas em amostras cutaneas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 5 - Actinomicetoma. Hiperceratose e paraceratose. H&E, 400X.
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Figura 6 - Alterag8es epidérmicas e extensao do comprometimento dérmico nos 18 casos de
eumicetomas em amostras cutaneas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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A derme revelou em todos 0s casos um processo inflamatério misto com
componentes celulares mononucleares e polimorfonucleares distribuidos
irregularmente e configuragdo granulomatosa. A derme papilar apresentou na
maioria dos casos um infiltrado inflamatério discreto perivascular composto
principalmente por linfécitos, plasmdcitos e alguns neutréfilos e histiécitos,
semelhante ao observado em processos inflamatorios inespecificos. Quando foram
identificados a presenca de trajeto fistuloso ou ulceragéo, o infiltrado inflamatorio
torna-se significativamente exuberante nesta topografia, podendo ser vistos
granulomas e graos dos microrganismos.

Neutrofilos foram vistos em grande ndmero no centro dos granulomas e ainda,
no interior e permeando a parede de vasos.

Na derme reticular média e profunda foi observado exuberante infiltrado
inflamatério composto por linfocitos, histiocitos, plasmécitos, neutrofilos, eosinofilos
e células gigantes multinucleadas do tipo Langhans e do tipo corpo estranho.
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Os linfécitos, histiécitos e plasmécitos foram numerosos nas lesées. Os
histiocitos permeavam o processo inflamatorio difusamente, e foram vistos
configurando granulomas e em grande ndamero na periferia da inflamacéo. Achados
relacionados aos percentuais de células inflamatérias observadas e tipos de
granulomas encontrados nos micetomas em geral séo ilustrados na figura 7.

A pesquisa de células inflamatoérias identificou em 100% dos casos de
actinomicetoma a presenca de linfocitos, plasmécitos, eosindéfilos, neutréfilos e
histiécitos (Figura 8).

Os eumicetomas apresentaram 100% de evidéncia de linfdcitos, plasmécitos,
neutrofilos e histidcitos. Eosindéfilos foram vistos em 83% neste grupo (Figura 9).

Células gigantes multinucleadas do tipo Langhans (Figura 10) e do tipo corpo
estranho (Figura 11) foram vistas em 25% dos casos de actinomicetoma em
proporcoes iguais, enquanto foram observadas em 28% e 67% respectivamente, nos

casos de eumicetoma.

Figura 7 -. Células inflamatdrias e tipos de granulomas encontrados nas lesGes cutaneas de 22 casos
de micetomas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 8 - Células inflamatdrias e tipos de granulomas encontrados nas lesdes cutaneas de

actinomicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 9 - Células inflamatdrias e tipos de granulomas encontrados nas lesdes cutaneas de

eumicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 10 - Eumicetoma. Células gigantes multinucleadas do tipo Langhans. (H&E), 400X.

Figura 11 - Eumicetoma. Grao de fungos demaceos, envolto por células gigantes multinucleadas do
tipo corpo estranho em granuloma tipo corpo estranho. H&E, 400X.




48

Nosso estudo identificou granulomas contendo ou ndo graos no seu interior,
na maioria dos casos com padrdes tipo corpo estranho (Figura 11) e supurativo
(Figura 12).

O achado de granulomas esteve presente em todas as amostras de ambos 0s
grupos. Nos actinomicetomas foram distribuidos com padrdes: supurativo (75%),
necrobiotico (25%) e epitelioide (50%). Nos eumicetomas observamos os padrdes:
supurativo (89%), necrobidtico (17%), corpo estranho (50%) e epitelioide (33%). Nao
observamos granulomas com padrdes tuberculoide e sarcoide, conforme figuras 8 e
9.

Figura 12 - Eumicetoma. Granuloma supurativo contendo gréo de fungos deméaceos. Hematoxilina
&Eosina (H&E), 200X.

Foi observada necrose nos dois grupos de agentes (Figura 13). Nos
eumicetomas, observou-se necrose tipo fibrinoide (89%), liquefativa (74%), e
coagulativa (16%); enquanto nos actinomicetomas ocorreu necrose tipo liquefativa
(75%) e fibrinoide (25%). A necrose do tipo caseosa ndo foi observada (Figuras 14,
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15 e 16).

Encontramos grdos dispostos principalmente na derme reticular média e
profunda (Figuras 17 e 18) e tecido celular subcutaneo, porém foi possivel identifica-
los na derme superior e em meio a camada cornea, relacionados a eliminacéo de
graos (dois casos). Fendbmeno de Splendore-Hoeppli foi visto em 47% dos
eumicetomas e 25% nos actinomicetomas (Figura 19).

A fibrose foi observada em 100% dos actinomicetomas e em 95% dos

eumicetomas, localizada na derme, conforme figuras 13, 14, 15 e 20.

Figura 13 - Tipos de necrose, fibrose e fenébmeno de Splendore-Hoeppli encontrados nas lesdes
cuténeas de 22 casos de micetomas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 14 - Identificacdo dos tipos de necrose, presenca de grdos na leséo, fibrose e fenébmeno de
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Splendore-Hoeppli encontrados nas leses cuténeas de actinomicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998

a 2015.
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Figura 15 - - Identificacao dos tipos de necrose, presenca de gréos na lesao, fibrose e fenédmeno de
Splendore-Hoeppli encontrados nas lesGes cutaneas de eumicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a

2015.
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Figura 16— Eumicetoma. Necrose do tipo fibrinoide, ao lado de gréos de fungos demaceos e
neutrofilos. Hematoxilina&Eosina (H&E), 400X.

Figura 17 - Actinomicetoma. Grao de bactérias filamentosas. Hematoxilina&Eosina (H&E), 400X.




Figura 18 - Eumicetoma. Grao hialino composto por elementos fungicos. Hematoxilina&Eosina
(H&E), 400X.

Figura 19 - Actinomicetoma. Fenémeno de Splendore- Hoeppli caracterizado por area radial de cor
facsia localizada na periferia do grao. Tricrdomico de Gomori, 400X.
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Figura 20 — Actinomicetoma. Fibrose localizada na derme reticular ao redor do granuloma composta
por feixes coldgenos corados em verde. Tricrdmico de Gomori, 200X.

A identificacdo dos agentes infecciosos presentes nos gréos foi realizada
pelas coloracBes especiais propostas no estudo e foram diferentes nos casos de
actinomicetomas, quando comparados aos casos de eumicetomas, de acordo com
as afinidades titoriais presentes nos elementos bacterianos filamentosos e nos
elementos fangicos, de acordo com as figuras 21 e 22, respectivamente. Os fungos
foram positivos quando corados por coloracdes especiais pelo método de PAS e
impregnados pela Prata metenamina de Grocott, podendo-se facilmente identificar
as estruturas redondas e as filamentosas (do tipo hifa), (Figura 23). Os elementos
bacterianos filamentosos foram positivamente corados pelo Wade nos casos de
Nocardia (Figura 24), Gram Brown-Brenn (Figura 25) e Grocott (Figura 26) e
refratarios ao PAS com morfologia delicada, representados por delgados filamentos
alongados, conforme figuras 21 e 22. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas

observadas ao H&E e coloragdes especiais dos graos foram tabuladas no quadro 4.
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Quadro 4 - Caracteristicas macroscopica e microscopica dos graos em 22 casos de micetomas, Rio
de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.

Casos fgente etiologico

i Miscelia sterilia (Phomogpsis columnaris)
2| Nocardia asteroids

1| Agente desconhecido

4 | Magurelia mycetomalis

§ | Magurelia mycetomalis

6 | Nocardiasp

T | Scedosporium apiospermum

8 | Magurelia mycetomalis

9 | Macurelia mycetomatis

10 | Macureiia mycetomatis

11 | Madurelia mycetomatis

12 | Madurelia mycetomatis

13 | Mycedia sterilia (Phomopsis columnaris)
14 | Agente desconhecico

18 | Nocardia brasiliensis

16 | Acremonium sp

17 | Mycedia sterilia (Phomapsis columnaris)
18 | Mycelia steriliz (Phomopsis calumnaris)
19 | Mycedia sterilia (Phomopsis columnaris)
0 | Agente desconhecido

1| Scedospornium aniospermiim

22| Soedosponium auiospermiim

Macroscapia

Sem relato
Brancao
Branca
Megro
Megro
Brancao
Branca
Megro
Megro
Negrd
Megro
Megro
Sem relato
Sem relato
Brancao
Brancao
Serm relata
Sem relato
Sem relato
Sem relato
Branco
Branco

Formato

Redondoou aval
Oval

Oval
Redondoou aoval
Redondoou aval
Oval

Oval
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Figura 21- Avaliagdo das coloragdes especiais em amostras cuténeas de actinomicetoma, Rio de
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 22 - Avaliacdo das colorac8es especiais em amostras cutaneas de eumicetoma, Rio de
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 23 - Eumicetoma. Grao exibindo hifas septadas e elementos redondos de cor acastanhada
com impregnagédo argéntica. Prata metenamina de Grocott, 1000X.




Figura 24 - Actinomicetoma.Grao de Nocardia sp contendo filamentos bacterianos alcool-acido-
resistentes de cor flccia. Wade, 1000X.

Figura 25 - Actinomicetomas. Grao contendo filamentos bacterianos Gram positivos. Gram Brown-
Brenn, 1000X.
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Figura 26 - Actinomicetoma. Gréo contendo filamentos bacterianos de cor acastanhada pela
impregnacéao argéntica. Prata metenamina de Grocott, 1000X.

7.2 Achados imuno-histoquimicos nos micetomas

O estudo imuno-histoquimico revelou linfécitos com fenétipo CD4* (Figura 27),
CD8" e células CD68* (Figura 28), presentes em propor¢des variaveis em cada caso,
dispostas principalmente na derme e hipoderme em meio ao processo inflamatorio e
granulomas. As células CD68* localizaram-se no interior e predominantemente na
periferia dos granulomas. Linfécitos T CD4* e CD8* foram observados ao redor dos
granulomas e mais perifericamente nas lesdes, quando comparados as células
CD68". Linfécitos CD8* foram observados ao redor de vasos e préximos aos locais
de inflamagé&o (Figura 29). A contagem de numero total de células inflamatorias/10
campos de grande aumento (CGA) revelou a seguinte distribuicdo nos eumicetomas:
CD4*: 2583 (17%), CD8*: 4897 (33%), CD68*: 7517 (50%) do total de células
contadas e nos actinomicetomas: CD4": 570 (22%), CD8*: 728 (29%), CD68":1222
(49%). Dados de contagem celular no total dos casos de micetomas estéo ilustrados
na Figura 30 e, separadamente, os dados referentes aos actinomicetomas e

eumiicetomas nas figuras 31 e 32, respectivamente.



Figura 27 - Células T CD4* localizadas na derme em meio ao processo inflamatério. Técnica de
imuno-histoquimica, 400X.

Figura 28 - Numerosos macrofagos CD68* localizados na periferia do granuloma.Técnica de imuno-
histoquimica, 400X.
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Figura 29 - Células T CD8" isoladas e perivasculares. Técnica de imuno-histoquimica, 400X.

Figura 30 - Deteccao e contagem do nimero de células/10 CGA (células T CD4*, T CD8" e CD 68")
pelo estudo imuno-histoquimico em amostras cutaneas de 22 casos de micetomas, Rio de Janeiro,
Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 31 - Deteccao e contagem do nimero de células/10 CGA (células T CD4*, T CD8" e CD 68")
pelo estudo imuno-histoquimico em amostras cutaneas de quatro casos de actinomicetomas, Rio de
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 32 - Deteccao e contagem do nimero de células/10 CGA (células T CD4*, T CD8" e CD 68")
pelo estudo imuno-histoquimico em amostras cutaneas de 18 casos de eumicetomas, Rio de Janeiro,
Brasil, 1998 a 2015.
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Andlise dos casos de micetomas em conjunto revelaram que as citocinas IL-
17, IL-10 e IL-12 (Figuras 33, 34 e 35, respectivamente) foram identificadas no
interior das células inflamatorias (linfocitos e macréfagos) e ainda, com disposicao
extracelular. Antigenos para perforina foram identificados no citoplasma de
neutréfilos e NOS2 em macréfagos e células mesenquimais em todas as amostras.
Foram identificadas IL-10 (73%), IL-12 (95%), IL-17 (95%),TNF-o. (100%), TGF-p1
(95%), NOS2 (100%), perforina (91%) (Figuras 36, 37, 38 e 39, respectivamente)
compreendendo a totalidade dos micetomas , conforme figura 40.

Nos actinomicetomas foram observados antigenos para IL-10 (75%) e demais
marcadores como IL-12 (100%), IL-17 (100%), TNF-o (100%), TGF-f1 (100%),
NOS2 (100%) e perforina (100%). Os eumicetomas apresentaram positividade de
100% somente para TNF-a e NOS2, e valores inferiores para os demais

marcadores, conforme figura 41 e 42.

Figura 33 - Identificag&o de antigenos de IL-17 em linfécitos. Técnica de imuno-histoguimica, 1000X.
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Figura 34 - Identificac&o de antigenos de IL-10 em linfécitos e macréfagos. Técnica de imuno-
histoquimica, 400X.
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Figura 36 - Identificacdo de antigenos de TGF-1, com padrédo granular no citoplasma de macréfagos
e linfécitos. Técnica de imuno-histoquimica, 400X.

Figura 37 - ldentificagdo de antigenos de TNF-a, com padrao granular em macréfagos, plasmacitos
e extracelular. Técnica de imuno-histoquimica, 400X.
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Figura 38 - Identificacdo de antigenos de NOS2 com padrao granular no citoplasma de macréfagos e
extracelular. Técnica de imuno-histoquimica, 400X.

Figura 39 - Identificacdo de antigenos de perforina com padrdo granular no citoplasma de neutrdfilo.
Técnica de imuno-histoquimica, 1000X.
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Figura 40 - Analise do estudo imuno-histoquimico dos antigenos teciduais para pesquisa de citocinas

e mediadores inflamatérios pesquisados em amostras cuténeas de 22 casos de micetomas, Rio de

Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 41 - Analise do estudo imuno-histoquimico dos antigenos teciduais para pesquisa de citocinas
e mediadores inflamatdrios pesquisados em amostras cutaneas de actinomicetomas, Rio de Janeiro,

Brasil, 1998 a 2015.
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Figura 42 - Analise do estudo imuno-histoquimico dos antigenos teciduais para pesquisa de
citocinas e mediadores inflamatérios pesquisados em amostras cutaneas de eumicetomas, Rio de
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.
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7.3 Dados demogréficos, criterios de incluséo, excluséo e dados laboratoriais

Os dados referentes a casuistica estudada, diagndstico histopatolégico e
microbioldgicos foram parcialmente utilizados e publicados no artigo submetido na
PLOS Neglected Tropical Diseases, 2017. O artigo publicado teve como foco
principal os aspectos clinicos e epidemiolégicos.
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Abstract

Mycetoma is caused by the suboutanaous inoculafion of filamentouws fungl or aerobic fila-
mentous bacteria that form grains in the tissue. The purpose of this study is to describe the
at he Oswaldo Cruz Foundation in Rio da Janeiro, Brazil, between 1891 and 2014, Twenty-
ong cases of mycstoma were included in the study. Thers was a predominance of mals
patients {1.3:1) and fhe avearage patient age was 46 years. The majority of the cases were
from fhe Southeaast région of Brazil and the featwere the most affected anatomical region
(B0.95% ). Eumycetoma prevailled over actinomyceioma (61.9% and 38.1 % respectively).
Eumycetoma patients had posifive cultures in 8 of 13 cases, with isolafion of Scedosponum
apiogpermum spedes complex (n=3), Madure fa myes tomatis (n = 2) and Acremonium
gpp. (n=1}. Two cases presantad sterlle myocslium and five wera negaiive. Six of B adino-
mycetoma cases had culiures fhatwers identified a8 Nocardia spp. (n= 3), Nocardia brasi-
ligngig (n = 2), and Nocardia asteroiges (n= 1). Imaging tests were performad on all but one
patients, and bone destruclion was identified in 9 cases (42.68% ). All sumyceioma cases
we e treated with itracona zole monotherapy or combine d with fluconazole, terbinafine, or
amphotericin B. Adtinomycetoma cases were treated with sulfamethoxazols plus frimetho-
prim or combined with cycles of amikacin sulphata, Surgical procadure s wer e parformed in
9(60.2%) eumycetoma and in 3 (37.5%) acinomyceloma cases, with one amputation case
in each growp, Clinical cure ocourred in 11 cases (7 for eumycetoma and 4 for adtinomyce-
fioma ), and recurrence was documenied in 4 of 21 cases. No deaths were reconded during
fhe study. Despite of fhe scandty of mycstoma in our institution the cases presented reflact
fhe wids clinical spactrum and difficulties to taks cars of this neglected diseass.

Author summary

Myeetoma is a major health problem in tropical aress and is prevalent among people of
low soclo-econonde status Asin many other reglonsof the world, the Incdence and prev-

alence of mycetona in Brazl i unknown. This study describes some aspects of mycetoma
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patients in 24 years of experience at the Natlonal Institute of Infec tows Dieases at the
Oswaldo Cri Foundation, Rlo de Janeiro, Brazll and contribute to the knowledge on

myceton epidemiology globally

Introduction

Mycetoma is a chronde subeutaneous infections caused by the inoculation of flamentous fungl
(eunvyce toma) of serobic flamen tous bactera (ac tinomye etons ) that form grains in the
affected tasues [1]. It's considered a neglected disease by the World Health Organ fation
(WHO) since 2016 and rentaing without any control program for prevention or survelllance

(L2}

Myceioma occurs worldwide and prevails in tropical and subtropleal reglons, espactally in
sub-Sahamn aress of Africa, Indla, and Mexico [34). In South Amerlca, cases have been
reporied in Venezuela, Colombds, Bravll, and Argentina [1,3.5] The incldence and prevalence
of mycetoma in Brazllare unknown, since it ls not considered a public health problem, asits
frequency ls smaller than other disesses such as sporotrichosts, tuberculosls, leprosy, and den-
gue (the latter two are dasified & neglected disesses by the WHO) [2]. Mycetoma evolves
alowly in it clindeal mand festation. Laboratory dizgnosis and trestmentare difflcult, presenting
algnificant medical, occupational and soclceconomic mpacts [2,7].

In thizstudy, we describe the epldem iological, dinkeal, baratory, and therapeutic spects
of patlents treated at a reference hospitalin Rio de Janeiro, Bragil between 1991 and 2014

Methods
Ethics

The study wasapproved by the Research Ethics Committee of the INI / Fiocruz, on November
25, X113 under the number 477037, All particlpants gave thelr written consent, with the
exception of those who die d before ihe study. Inall cases the identity and informstion of each

Laboratorial diagnosis

Histologleal exannation was performed wsing lesematoxylin-eosln, Grocotts metherantne
allver, Periodic acid-Schff, and Gram- Brown-Brenn stains. Blopsy specim ens were submitted
fior direct merosen ple exarmination with 10% potassium Idroxide where graing were dasal-
fled acconding to their size, shape, colour, consdstency and presence of hyphae or flamentous
bacterta. Colture on Sshoumud's Dexirose Agar 2% and Mycoblotic Agar was performed for
eunycotic grains and in/on Lowensteln- Jensen medium, defibrinated sheep bood sgar choco-
bite agar and thieglycolate medium with reseurina for actinomycotic grains.

Bacterlsl and fimgal etlologle agents were Identified by examinstion of the colonles in
culture.

Imaging tests

Ultrasound, mdiography, computerized tomography (CT), and magnetic resonance imaging
(MRT} were performed to determine deep thsue and bone involvement and presence of gralm.

PLOS Maglactad Tropical Disaasas | DOE10.1 371 foumal prad 0008301 Fabruary 13, 2017 2/18
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Treatment

Actinomycetonts patients were treated with oral sul fameth oxzole -trimethoprm | SMX-TMP)
1 6 g, BD, abone or 1n comblration with alternate cydesof 15 mg/kg/day intrave nous
anlkacin for three weeks in cases with bone destroction. Other antimicrobials were glven in
case of secondary infections. Eumycetoms patients were treated with itraconszale (200 mg,
BD) abone ar, n caves wiithout conslstent dinleal response after slx months, in comblnation
with Juconapole 200 myg/day, terbinafine 250 myg/day, or amphotericin B 1mg/flg. Surgleal
treatment was Indicated for somall and delim ited lesons and in cases of bone destruction.
Amputation was indicated in cases bcking a satlsfactory antimicroblal response sssociated to
severa bone destruction of the affected sogment.

Follow-up

The patlents were followed -up bimaonthly at the outpatient cline to sssess dinical responses to
treatment and drugside efects A complete cure wasdefined with the healing of lesions, bone
rermodellreg, and shaence of gralms upon meglng examdnation Afler the determination of the
clindcal cure, outpatient follow-up turned anml, to sssess the posslbility of eeurrence.

Statistics

Data retrieved from patien tsreconds were amalysed wsing descriptive statistics with the Statisd-
cal Package for the Soclal Sclences, version 20,0 Diata were summarized as percentages for cat-
egorical vartablesand mean, median, and range for continuows varibles

Results

A total of 21 mycetoms caves were Included in the present study: 13 eumycetoma and § actino-
yceton patients.

The maln sociodem ographic spectsof the mrycetoma patients are summaried in Table L
I brlef, the male to female mth was 131, and the mean age was 46 years old (range 2893
years). However, the mean age for ennvyeetons was 513 years old and 38.6 years old for actl-
nomtycetoma The non-wldte ethnlelty'race predominated with 65,66%. Most patents
(71.43%) came from the southesst reglon of Brazll, and 28,57% came from the northesst
reglon. These reglons comrespond to the possible arkginal infection sl

Comathidities occurred in 10 patients. Blght of them presented a dngle comorbidity and
the others had two comorbdities. In general, dgh blood pressure, diabetes mellitus, HIV pol-
thve (Flgs | and 2}, and asthma were found

The time from onset of slgns and symptoms to medical care ranged from 2 to 420 months
(mean =77 68 months). The average time was higher for eumycetoma (mean = 105%
mothis) then actinomycetoma (mean = 3475 months].

The foot (Figs3, 4 and 5) was afected in 17 caes (80.9%), the thigh was affected in tw
capes, and the hand and ankde were affected in one caie each. A Matory of trauma was reported
I 17 (B0.9%) cases.

The grains were mainly Identified through Mstopathological examination with %0.4%
pasitivity n these methods and 9.6% through direct microscopy. We retrieved the etlologl-
cal agents in 61 5% eumycetoma cases {Table 2) and in 75% of actinomycetoma cases
(Table 3).

T the emycetonts group, the Scedosporium apiospermim specles complex was Mentifled
in three cases, Madurella mycetomatis was lsolated from two cases and Acremonium sp. was
fsolated from one case. From the remaining two patients, the lsolated flamentous fungl could
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Table 1. Demographic, dinical and laboratoral characledsBos of 21 mflents disgnosed with
tomaatthe Evandro Chagas National ins ftute of Infectious Diseases, Oswaldo Cruz Foundafion, Rio

de Janeiro—Brazil, from 1951 to 201 4.

Demographic characeristios Hurmibar Parcentage

Gandar

Make 12 BT14

Female g 2.8
Ethri citycolor

White 7 3

Hon-white 14 66,65
Geogeaptic Origin

Southeast Brazil 18 na

Mortheast Brazil [ 25
Age (years)

<30 a 1428

-5 ] a8

»80 q 2 8
Comorbidity
Eystemic hypertension 7 nn
[isbetes Melitus a 1428
HY 1 478
Asthma 1 478
Hong n B2
Anatomical reglons

Faot 17 8055

Ankla 1 4T

Hand 1 476
__ Thighs and bultocks 2 98
Bona involvamant

Yes ] 98

Mo 12 B4
HIN: P irnien nod afician oy vires.
* Sana patias have mane than ana saenarticy.
dod 0L 1571 pesmal et OOVE0 2001

ot be [dentified, s they only produced hyphae without sy conidls or spores, and therefore
they were named Mycella sterilla (cases 7 and 8, Table 21 1t iz important to note that these two
organisms were consttently lsolsted & pure cultures in ot lexst thiree consecutive mycologlical

exan ratlong

In the actinomycetoma group we bolated Nocandia spp. from three cases, Nocaniia brasi-
Tiensis from two cases and Nocardia asteroides from one case (Table 3). In two cases the culture

were negative.

Al patients underwent radlograply of the affected site with exception of patlent 7 of
Table 3, who undervent complete exclsion with security margin of the lesion during the diag-

noatle procedure (Fig 6).
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EI - HIV parfiant wil th ¢ finomiyostoma bafare ineatmeant.

o101 571 L peid 0K 001

Ultrasonopraphy was performed in 18 caes, with the observation of subcutanecus nodules
in all of them. Ten patien tsunderwent CT scans and seven patients underwent MRL Bone
involvement was present in % cases, five from eumycetoma and fyur from sctinomycetoma

Secondary bacterial infection was disgnosed in four cases, two of them had Stephylocacous
aurens saoctated infectlon treated with system e antiotics guided by susceptibility tests. The
other two cases were treated empirically.

Patlents with eurnycetoma recetved AN myg BD itraconamole alone (4 13) or in combinatlon
with 200 mg/day Duconsrole (3/13), or 250 myg/day terbdnafine (2/13). In case 1 (Table 2),
when the patlent became pregrant dutng ltraconazole treatment, this drug was suspended
and we trled to we Uposontsl amphotericnB due to dindeal worsenirng, without success.

Actinomycetonss patlents roelved 800/ 160 my sulfsmethoxamole- trime thopris BD in
maoal of cases (75% ). As monotherap v in five cases, one case with cydes of 15 myg'ky/day ami-
kescin sul phate and another case recelved 500 mg cephalexin four tmes 3 day. The wed of
cephalesin occurred becanse of the repeated secondary bacterial infection. The case 7 (Table 3)
wilth a sl snd well dellmdted leston in lower Bmb underwent complete excisdon with securty
margin and therefore was not treated with antimicroblals. The case 8 (Table 3), who presented
with multiple foct of bone destruction, was submitted to amlacin cydes, which bad to be
stopped afier the fifth cyele due to charges in andiometry and increased creatinine levels, with-
ot lifeloreg olindeal consequences. trconazole was wed in all cates and comblned with
anyiher antifungal sgents (38%) in refractory case

The average treatment tine was 35.04 months (range 6 144 monthae). The mesn trestment
tise wak 4253 i omithe for eumyeetons and 2287 months for actinemycetones. The average
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ﬂ!. HIV pafiant with acfinomyostoma afier neatmaent.
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Fig 3. Footaflecied with acfinomycetoma

ok 10,1371 fpamallpetd D0CE301 G003
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Fig4. Feght footaffecied with acinomyostoma and fe leh oot without dissase.
8010, 571 il e OG0 004

Figh. Péght footaffecidwith acinomyeetoma after kestment
ek 101 1371 fmal petd DOE301 G005
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Table 2 Main character sfics of 1 patients with Eumyoeioma.
Pafient |Sex Efiologic agent Graing Tresiment | Time for treatment{months) | Surgery | Bone involvement | Outcoma
1 | F | Msdrelameslomate | H ITZ/ AMB 28 st Yas Cum
2 | M | Msdurels mycelormbs | HIM MZ+AZ ] Yas Mo Curm
3 M Acrmmenium e, H MZ+AZ 144 Yas Yas MaCum
4 | M | Soedosporiimapicspermum | HIM [ird 4 Yae Mo Cum
B | M | Stedsporiimapicsparmum | HIM ITZ + TBF " Mo Mo "
8 | M | Stedosporiimagicsperrum| W |ITZ+ TBF/TZ 4 FLZ e Na Yas "y
7 M FlamaraLs kung H [ird 123 s Mo Cum
8 | F Flamarious ing HIM [ird " Na Yas "
8 | F Hagatie cuitre HM [ird 28 Yis Mo Cum
i | F Nagative cutre H [ird % Vs Yas Mo cum
o[ M Nagathe cuitra H [ird 7 Yas Mo Cum
2 |[F MNagative cuitre H [ird g Yas Mo Cum
3 M Nagathe cuitre H [ird ] ™ ™ "
F: barnab: M e

H: higtepamaagy; DM: direst micmanepy: ITZ: Maoonarde; FLZ: fusonazde; TEF: fertinatine, AMB: smghatarinB.

*Asmnputaion
** Ahandon of fallow up;
*o% S5llin amant.

80101371 fpeemal pend OOCE01 2002

treatment tie for patients with bone destruction was 70 months (medlan 55 months) for
eunvycetoma cases and 3 months (medlan 36 months) for sctinomyce toma cases.
Amputstion was recommended for three patients with e umycetoma, one of them accepted
the procedure and the other two remain recelving drug treatment untll now. In the actinomy-
cetord group, one patlent accepted amputation. Surglkeal exclilon of small letlons were per-
formed in nine eumycetoma patients and three actinomyeetoma patients.

Table 3. Main characterdsics of 8 pafients with Actinomyo eloma.

Patient | Sex | Etiologic agente | Grains Traatmant Timefortresiment | Surgery | Bone involvement | Outcome
{months)
i M Necardia H TMP + SMX @ Yes Y e
Irasiiani
2 | Nocardia H/DM TMP + SMX a Na Y "
Irasiinni
3 | F | Nocardinen DM TMP 4 SMX % Mo Na Cure
& | M | Mocardinsn. | DM TMP 4 SMX 1 Mo Mo Cure
6 | M | Mocardines H TMP & SMX a Mo Mo rer
& | F |MNosardiasstercices| H TMP 4 SMX J cetalinsin 18 Yas ¥ Y Cure
7 | F | Negsvecutrs | W - [ Y Na Cura
8 | F | Negsfveoulra | H TMP + SM/B eyeless of 2 Mo Y o
anikacihe
F: barnab: M e

H: histopathalogy; DM: direct micmasopy, TMP + S0 Trirnethaprim S lameth o 2oe.

* Arngutation;
% oo f fedlow gy,
*++ Sillin tmatnant

80101371 fesmal pete DONE301 2005
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Figé. Radiography showing bone destrucfion.
i1 E57 1 ol peid (B30 006
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Clindeal eure occurred In 11 (5238%) of all cases. OF the 13 eumyceton patlents, seven
were cured, two sbandoned follow up and another twa patients are still under antifungal treat-
ment. Of the five eumycetoma patients with bone involvement, one underwent amputation,
v remained in treatment, one remaln under ohservation and one abandoned trestment.

Of the elght sctinomyeetoms patients, four were cured, one shandoned the treatment and
three are under trestment. Of the four actinomycetoma cases with bone involvement, one
patient was underwent amputation, two remadned in trestment and one sbandoned treatment.
I we consider the cure without sequelse (amputstion), the mte falk to 42 8%,

Recurrence of infection wasobserved in four patiente one with actinomyce toma and three
wilth eunycetoma. The tme to recurrence wis 24 months fr the sctinomycetonts cire and
ranged from 8 to S6months (mean = 36,6 mon ths) for eunye toma caves.

Treatieint dropouts washigh (23%) and recurrence was alio frequent (19%) and prevalled
in patients that had undergone surgery, espectally in the eumycetoma group.

The broad range of trestme nt duration until clindcsl cure (5114 months) was astrildng
observation of thisstudy.

Discussion and review of the literature

The 21 mycetoma cases diagnosed in the 24-year period of this study demonstrate the low fre-
quency of mycetons inowr institution st Rlo de Janelro, Brazl Mot reports of myce toma in
Brazil describe one of & few caes, reinforcing the scarcity of the dsease in this country. To
achleve a better comprehbenslon on thissubject we performed asearch of srtldeson Pubbed
(fromn 19580 to 2014) wdng the MESHterms “Mycetoma™, “Actinomycetoma”, and “Eumyee-
toma” alone or in comblrstion with *Brazl”. During this period, 272 myce toms cases were
reporied (Table 4). This mumber ks smaller than that observed in Swdan and Mexloo [8, 2,10
For instance, in Mexieo, where 483 mycetoma cases were disgnosed at asingle hospital during
the same period [11]. In 2013, van de Sande et 2l [1] estimated the prevalence of mycetoma
cases In Mexiloo and fhe Sudan 2 (.15 and 151 cases per 100, inhabitants, respectively,
compared to the prevalence of less than (01 per 1, 00( inhabdtants in Brazl.

The predominance of eum yee toma in our study might not e present the resl scenery of
nvyeetonea in Brazl, 25 the Brazilan literature revealsa higher frequency of actinomye etonms
(Tabsle ) [12,15,14,15]. The involve ment of male lndividusls shove 30 years old with an scral
location lkely dise to Increased risk exposure durlng bour sctivity without safety equl posent
ks in accordance with mycetoma dameterkties [5,16,17]

Although eumycetoma and actinomycetoma share smdbar clindeal aspects, we noted that
eumycetoma cases usnally tend to be more silent and cdronie, while sctinom yeetoma cases
were more inflammatory and painful. This fset mey explain why patients with eum yeetoma
take longer to seek medical care.

We noted that slx of our patlents moved from the Northesst reglon of Brazll to the Rio de
Jamelno state, in the Southexst reglon, probably stiracied for job posalbilitles in a state with
kdgher socio-econamic index, hgher urbanization of population and better healih infrastrue-
ture. For this reason, we assume that, for these patients, the place where infection accurred
waas it in Blo de Janelno.

Ciatiwy thd ol Hess are mot sssoclated to more severe of atypleal forms of myeetona and there
are no changes in the cowrse of mycetoma in the HIV infected patient [15,19,20). Although it
requires further investigation, pregnancy may be linked to more severe dinlcal course of
mycetoma [21,22,23,74] as in case 1 (Table 2) that developed severe bone destriction during
pregnancy, resulting in ampuistion of the affected limb [25].

LS Na d Tropical Dissates | DOk 10131 foum d 0005301 February 13, 2017 10418
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Table 4. Myostoma cases in Brazil published during 1300-2014.
Relerence | Year Study Classificafion | Number of Etiodogic agent Region
Gases
[ 1880 | Clirical repor UrKRICHT 4 Unkricw Arazonas Moh)
& MW
S 1980 | Clirical repont Ernyesarma 1 Patrinilickim boydii [Seadesperiim |«
apicapermum)
0] 1881 | Cliriical repon ELrnyiafa 1 Patrigliciiem boydii [Scedosponiim | MinasGerss (5 oulhaas)
Apicepanmim)
2] 1981 | Reospacive (1944 | eEuryoslama 4113 | wlinknown Hiztopast hological Urkniow
1978) whciinofiyonlana aph
w**** Haviaw (1916-1980): 26
=T
En 1982 | Clirical report Astincrnysatoma [ Nessrin s, &350 Paulo (Southaast)
22 1882 | Clinical reporn Evryaatarma 1 Mol gy e .
] 1984 | Clirical report Astincrnysatoma 1 s S50 Paulo (Southaast)
+ Mg w**** Haviaw 10 casas
4 1386 | Case siries Aginamyosiama 4 [ e Ricy Grande do Sul {Sauth)
[ 1988 | Retoipacive Urkncnn 2 Unkricw A zonas Moh)
[££] 1888 | Clirical repor Ernyiara 1 wASTamGnkm (el Batia (Norhasst)
+ Finiew w* ¥ * Haviaw f cases
E2r 1988 | Clirical repornt ELrnyasioma 1 Eixrphinls janrsaima o
i) 1989 | Clirical repont Eurnyeiarma 1 Idckrialle gy E
51| 1989 | Clirizal reapart ELrnyaaa 1 Mckrialls et o
[7&] 1990 | Cormurizstion Asinarmysatoma 1 Unkriow Caarh Moshaas)
2 1981 | Clirical repont ELrnyaoa 1 pckrialls et Gioids (Micwad)
[ 1981 | - - - . Geidinia 5 cids (Miidhwat)
[ 1982 | Cliriical report AcEncenyoaiama 2 wAsnorsirS fdime Ricy e Jasnasiy (S baanst)
+ Mg u* " * Haviaw: Pamamiucg (Morfhaast)
AcEnormiosl oma 61 b
Evrnitatams I3 cases
| 251 1992 | Clirical repornt ELrnyesanm whdschimii Baia (Norhasst)
w**** Haviaw 6 cases
2] 1993 | Cliriical repon Acincrnyoaiama 1 Nosarnohs sstancichs Ricy b Jasnai (S baast)
[12] 1333 | Ravatpecive 1970— | mEumyosama 1928 | mMaclimi grisss—3 Morfhaad Soifheat Saih
1989 aicinaryoatonma
mbdaohim iy fomatie—1
wCuibig nagaive—T
miocsndiy brasiissis—13
wAcfinorrusics roime—1
wActinomaniara pelatii—
miocsndi sdfemiles—1
wCuivre nagaive—1 2
B 1993 | Clirical report ELrnyasioma 2 Mmdraila mycat o s Baia and Piaul Morhaas)
6] 1994 | Clirical raport Adincrnyoatoma 1 wMocardis braiiaris Pard (Mork)
+ P T Ruviaw
19541990 26 casas
1| 1985 | Cliriical repon Acincrnyoaiama 1 Mowariohs bradign i Mirias G arais (5 oulhiasl)
4] 1999 | Clirical rapant Asinarmysatoma 1 Unkriow S50 Paulo [Southaasy)
] 1999 | Cliricl repan Eiryoaanma 1 Esgphials inraalme Ry Granda dio Sul (South)
k7 1999 | Cliricl rapont Eurnyeiarma 1 Acmmorium ks Batia (Norfass)
4] 1989 | Cliriical repor ELrnyiafa 1 whdackim Rics Grande di Sul {South)
uf ¥ Raviawl chses
[ 2002 | Clirieal repont Eurnyeiarma 1 Flssriu solan S50 Paulo [Southaasy)
| 2004 | Clinical repon Acfinamyosioma 1 Mo cards brasfinnei Minas Gersis (Souihaass)

{Confinumd)
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Table 4. {Continu)
Reference | Year Study Classificafion | Number of Etiologic agent Region
cases
[25] 2004 | Clivical rport Eirfiyaaa 1 whdackim g Renabinia (Morh)
w* ¥ Haviaw 11 chbas
23] 2007 | Cash sariet AcSreryoioma 1 Nocarnhs beasiian i Ries Granda da Sul {Sauth)
[15] 2008 | Rarospecive wEurmyomama 1314 | mMakimil mycelomats—3 Sounhe s Morfeas Sahaszt
mACEnanyoatama izl grises—1 Horthaas
mAcramoniam kilisrse—
wAzremeniimsp —1
wCuiurs negaiive—7
mMNocandi brasiismsis—3
miocandiy sshemiles—i
wStrapiomyces somafisrsis—1
wCLibre nagaive—a
2] 2010 | Clivical repar AcSnarnycaioma 1 Acfiromscies macirm Parabia (Mofhaas)
et | 2040 | Clinical report Actinamycatoma 1 Necardia cavian (Nocardis Minas Gorsis S outhaasi)
ofifidkcavinnim)
Bi] 2011 | Climicsal repan Aclinamyoaioma 1 Niwcardin brasiisnss: Horthaas
9] 2011 | Climicsal repan Eurmyarma. 1 . 50 Pauo (Southans])
2011 | Qlirical repon Eumyoatana 1 Exgphasls imrsalms Paranh Sout)
[ | 2013 | Clirical repart Eirfiyiaa 1 Jek il v et o i Caarh Mohaast)
2] A0 3 | Ciriical report Eumycama 1 Sewisporiim apicsparmim Ria Granda do Sul {Southesasi)
+ Fenie
=) 20 & | Clirical report Astinernyoatoma 1 Nesris brasiisna S50 Paulo {Southaas)
EEp | 2014 | Clinical rapont ELrnyaam 1 Il mycat o s Rics 8 Jamaim (Southaast)

* Acticha wilh mlamos b ot lound.
*% e with deubi about e disgnastie propesad by e author bacaisa ha bas nol reportad S axdstence of grain.
*%% Cama et nsica e shudy.

*8 R of tha auther.

i1 E571 e ptd OOCE301 X004

The mycetona sgents Identlfied In our study are conalatent with previows reports. In the actl-
nonye etoma growp, Nocardia spp., particulady N. brasiliensis, predominated and in the eumn yee-
toma growp, Scedosporiim dpiogpermum. From 1980 to 2014, the main bacterlal sgents identified
in Bragdl were Nocandia brasfilensis [15,26,27-32], Nocardia asteroides [1533), Nocardia caviae
[34), Actinomadura madunae [ 13,35 36), Actinomaghera pelletieni [14), and Streplomyces somalien-
sis [15]. Por eumycetoma were Madurella mycetomatis [ 15,2537.38], Madurela grisea [39-

45], Acremonismn falciforme [45], Acemonium Kiliense [ 47], Scedosporium apiospermum
[1218.48.49 50), Fusarivm solai [51], Exophiala jeanselme [44.52.55] and Aspergilhusap. [12].

In our serles of cates the diagnosls of mycetoma was made mainly by histopathological
examination of affec ted tissues with visualization of the grains (appoximately 9% of cases),
while the lsolstion of the etillogle agent by culture was obtained in 66.6% of caes [15]. Imple-
men tation of molecular took have recenily demonsirated an improvement n the sensl thrity
and spectficity n diagnoslng mivee tons [16].

Radiograply and ultrasonography were the most often wed imaging because of their low
cost and accesslbility. Ultrasonography was cructal in identifying the presence of grains before
diagnoais, during and after the thempeutic follow-up. Magnetic resonance Insging & the gold
standard imaging method for mycetoma disgnosks and was important to delineate the involve-
ment of nternal structures and surgleal planning [54]. CT scan was used 1 no bone Inwolve-

ment was detected by radlography.
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Mycetma treatment b challenglrg and wslly requires long perlods of drug therapy with
af wiithsout surglesl procedures (compleie exclslon of the leslon, bone curettage, smputation)
[L3A10] Ttraconamole {5 the most common an tfungsl spent used for sum yoe otk treatment
[2]. Vorlconazole and posaconamole have been indicated for refractory cases of mycetoma [55]
primadly caused by 5 apiospermumn and Acremonium sp. [48,59-62]. Theyare expensive in
underdeveloped countries and are not avallable in our institution. aviconamole and mvuco-
nuzole seem to be suthfactory sgainst M. mycetormatis [53,54] but thelrefectiveness sgainst
other eunvyeetons sgents need to be investigated.

Thee first patient in this serles of cases was evaluated n 1991, and becawse of this, the combi-
raatlon of drugs wed wis based on the avallsble drigs st that time In our institution. The conm-
bdned itraconemole/ luconamole, and itmeonazole terbinafina trestment in this study was
chosen becawse of our good experience in tresting extenalve cutineous ledons of chromoblas-
tomycoals cansed by Fonsecasa pedrsoi [55]. However, currently the itraconamole/fluconamole
combination for mycetoma lsnot effective. Although lposomal amphotericin B are no longer
reeommended for first-line eunye etoma treatment, due to the high min b e inhbdtory con-
centrations required for most eum yeetomas agents [16,17,21,50,57], we tried to use only in one
came doe to dindeal worse ndng dudng pregnancy, without success [25].

The recommended treatment for s tinomycetons i SMX TMP & monotherapy or in
conhination with am dcacin sulphate [10]. The asoclation wially gives 3 cure rate above 90%
[ 85, 58] Laboratory tests are required to assess possible adverse effects, & ototoxicity
(cochlear leslons) and nephrotoxcity, which are permanent injuries, but are not progressive
when treatment I3 suspended. In case 8 of Table 3 a combdnation with amikacin sulphate was
wied due to bone destruction. Amoexlelllin and clwvulanate are slternstive drugs during preg-
raancy, for reslstant cabes of for patlents with sdverse effects from aminoghrecsdde [3]. Bifampl-
cln can be wsed, but in Brazdl it is reserved for tuberculosis and lepmay treatment, dkesses
with 2 highbunsdenin our country. Minocydine snd momfloxscin are alio treatment o ptions
for actinomyecetoma [2 67).

Surgery ik indicated for small well localised lesions o in patients who are not respon ding to
medical therapy or to reduce disesse burden in massive lesions to allow a better response to
medical therapy. [54]. Usually, actinomycetoma require less surgery management then eunry-
cetonna [10]. A putation are indicated for those patlents with masalve dlsease withno
response bo medical trestment or with massve bone destruction or in case with severe second-
arybacterlsl infection not responding to medical teatment or with severs drig slde-effects
(A

Altho g our institution has provided sl antimicrob sk necessary for the treatment free
of cost to all patients; the cure rate in this study was low, which reflects the difficulties in
treating this disesse. Besides the inconvenlence to take pilk every day for along period, the
total cost of mycetoma treatment §s unaffordsble for people Uving In poor reglons where the
disease commonly eccurs. Wesoggest that the low rate of cure in our study is multifactorial,
including the delay to obtain a correct dagneals, and the scarelty of speclalized surgleal ser-
vices with knowladge about this disease that allow the management of the most advanced
caes. The poatponement of dagnoss favours the occurrence of severe cases that are refrac-
tory to the treatment due to the low bioavallability and efficlency of some drugs in advanced
leslons Some patlents of owr study took more thana year to obtain a correct dizgnosts and
initlate sdequate treatment.

I our cases, treatment dropouts was high and they were likely related to delayed dinical
respanses and the prolonged treatment mes. Recurrence was alio frequent [56] and prevalled
in patients that had undergone surgery, espectally in the eumycetoms growp [38]. The masons
are unknown, but may be lkely due to the existence of undbagnosed subelind cal leaors fungal
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defence mechandamsagaing antifungal drugs or Incomplete surgleal procedures. 1t 1s Interest-

Ing to note that in case 2 (Table 2), the patlent was consldered dinleally cured, but presented
recurrence at the elghth yearof fllow-up [35). In this case, however, exngenous reinfection

cannot be ruled out. We dld not observe a relationship beiween recurrence anda speclile etio-
loglc agent.

In marely cases, mycetons can spread along the lymphatics to the reglonal lrmph node
[6:24]. Few blood-spread mycetons cases 7, 16,69.70,71, 72] and deaths related to the In@ctlon
were reparted [4,9,70], but they were not abserved in our study.

Although with few cases, this study, hghlights the wide spectrun of cirdeal s and festatlons
of mycetons, sich & localized leslons, bone disease, worsening with pregramcy, recurrence
and amputation cates We also emphosize the challenges to treat and control this neglected dis-
exse The accurate manasgement of each cate requires multiple experts induding diniclans,

surgeons, microblologlats, radlologlsts working together to asess the best therapeutic
approach, which Indudes a prolonged trestwent followed by along follow up after addeving

clindcal cure. R ehabllitation [snecessary in cases of deformity and amputation, unscceptable
sequebse In the 21 th century.
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8 DISCUSSAO

Os achados histopatolégicos observados ao H&E mostraram um padrao
inflamatorio semelhante nas lesGes nos eumicetomas e actinomicetomas. A reacao
inflamatoria encontrada foi especifica, de padrdo granulomatoso, comprometendo
principalmente a derme reticular e a hipoderme, composta principalmente por
granulomas bem formados e supurativos na maioria das amostras.

Os granulomas supurativos apresentaram microabscessos centrais, em meio a
necrose e debris celulares. Achados semelhantes foram descritos por Chandler,
Kaplan e Ajello (1980) e Welsh, Vera-Cabrera e Salinas-Carmona (2007). Kiran et al.
(2009), relataram granulomas supurativos compostos por histiécitos e neutroéfilos nos
micetomas. Porém, observamos ainda, granulomas tipo corpo estranho, epitelioide, e
intersticial ainda que em namero menor de casos, configurando resposta inflamatoéria
aos agentes microbianos.

As alteragBes epidérmicas encontradas como acantose, hiperceratose,
paraceratose, espongiose, exocitose e ulceragdo, provavelmente sdo secundarias ao
envolvimento dérmico pelo processo inflamatério. A acantose foi observada nos dois
grupos de micetomas com distribui¢cdo difusa ou restrita a uma area da lesdo, com
alongamento dos cones interpapilares, acompanhada ou nédo de hiperceratose e
paraceratose. Porém, acantose sob a forma de hiperplasia pseudo-epiteliomatosa foi
encontrada em dois casos (um de eumicetoma e um de actinomicetoma). Achados
referentes a hiperplasia pseudo epiteliomatosa nos micetomas, também foram
observados por Estrada et al. (2012). A descri¢cdo dos demais achados epidérmicos
acima relatados néo foi encontrada na literatura.

A exocitose é atribuida por autores como Farmer e Hood (2000) como uma
das alteragfes epidérmicas relacionadas aos processos inflamatorios da pele. Estes
achados nos eumicetomas e actinomicetomas, embora previsiveis, ndo possuem
relatos de sua frequéncia na literatura.

Ulceragdo e eliminacdo de grdos foram vistos em dois casos (um de
actinomicetoma e um de eumicetoma) com o encontro dos graos na derme papilar e
epiderme, corroborando para relatos clinicos descritos na literatura de saida
espontanea de graos através dos trajetos fistulosos (DO VALLE; WELSH; VERA-
CABRERA, 20086).

A derme revelou em todos 0s casos um processo inflamatério misto com
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componentes celulares mononucleares e polimorfonucleares distribuidos
irregularmente, indicativos dos fenotipos CD4*, CD8* e CD68* vistos nos estudos
imuno-histoquimicos. Os linfécitos T CD4* e CD8*foram identificados na periferia dos
granulomas e mais perifericamente aos histidcitos presentes nos granulomas. A
derme reticular média e profunda encontrou-se invariavelmente comprometida com
exuberante infiltrado inflamatério composto por linfocitos, histiocitos, plasmacitos,
neutrofilos, eosindfilos e células gigantes multinucleadas, semelhante aos achados
da literatura (WELSH; VERA-CABRERA,; SALINAS-CARMONA, 2007; SAMPAIO et
al., 2015).

A derme papilar apresentou na maioria dos casos, um infiltrado inflamatério
discreto perivascular composto principalmente por linfécitos, plasmadcitos e alguns
neutrofilos e histiécitos, semelhante ao observado em processos inflamatdrios
inespecificos. Nos actinomicetomas observamos infiltrados inflamatorios mais
exuberantes nesta localizag&o, indicativos de compromentimento mais superficial da
derme pelo processo inflamatério, se comparado aos achados das amostras dos
eumicetomas, onde o comprometimento foi mais profundo, envolvendo derme
reticular e hipoderme.

A descricéo da localizacdo das células inflamatoérias observadas, bem como a
sua localizacdo microscopica na pele e tecido celular subcutaneo contribui para um
melhor entendimento do processo inflamatério nos micetomas e consequentemente
proporciona uma melhor acuracia no diagnostico histopatolégico. Portanto, bidpsias
superficiais de les6es de micetomas, onde ndo ha a representacdo da area principal
de inflamacéao, caracterizada pelos granulomas e presenca de grdos comprometem
a acuracia do diagnostico histopatoldgico definitivo de micetoma. Nestas situacdes,
diagnosticos de processos inflamatérios inespecificos poderiam ser atribuidos as
biopsias, o que levariam a novos procedimentos de retiradas de amostra para
exames histopatologicos, retardo no diagnéstico e tratamento adequado. E
fundamental enfatizar a importancia de obtencdo de amostras para estudo
histopatologico com representacdo substancial da derme e hipoderme em biopsias
de nddulos cutaneos e subcutadneos na investigacdo diagndstica de micetomas.

Os linfécitos, histiocitos e plasmaocitos sdao numerosos nas lesdes. Os
neutrofilos foram observados dispostos difusamente ou organizados sob a forma de
microabscessos. Estes ultimos, dispostos no interior dos granulomas ou ao redor dos

graos. Neutréfilos puderam ser vistos ainda, no interior de vasos e permeando a
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parede dos mesmos. Quando havia a presenca de trajeto fistuloso ou ulceragéo, o
infiltrado inflamatério tornou-se significativamente exuberante nesta topografia,
podendo ser vistos granulomas e grédos dos microrganismos. Tais achados séo
indicativos de que as &reas de maior reacdo inflamatodria e sinais de flogose, parecem
ser as mais provaveis do encontro dos graos e devem ser preferencialmente as
escolhidas como local de biépsias para o diagnéstico dos micetomas.

Os macréfagos constituiram a populacdo de células inflamatérias mais
proeminentes nos micetomas, em especial nos eumicetomas. Foram observadas
ainda, histiocitos com diferenciacdo para células epitelioides, células gigantes
multinucleadas do tipo Langhans e do tipo corpo estranho, em meio ao processo
inflamatorio. Histidcitos xantomatosos com amplo citoplasma claro foram observados
na periferia dos granulomas. Células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho
foram mais frequentemente observadas em relacao as do tipo Langhans nos nossos
casos, e encontradas em maior nimero nos eumicetomas, quando comparados aos
actinomicetomas. Geralmente as células gigantes tipo corpo estranho sdo mais
frequentemente encontradas em processos inflamatérios de natureza flngica,
enquanto as células gigantes do tipo Langhans sdo descritas nas micobacterioses,
em especial na tuberculose. N&o encontramos na literatura trabalhos com descri¢cao
quantitativa da populacéo de células gigantes nos micetomas.

Nosso estudo identificou granulomas contendo ou ndo graos no seu interior,
na maioria dos casos com padrdes do tipo corpo estranho e supurativo. Chamou a
atencdo que granulomas com padrao sarcéide e tuberculéide, encontrados em outros
tipos de processos granulomatosos, nao foram observados em nosso estudo.

Necrose no interior dos granulomas foi vista, e os padrdes fibrinoide (com
aspecto hialino e amorfo) e liquefativo (com grande ndmero de neutréfilos e restos
celulares) foram os mais frequentemente observados, decorrentes da morte celular
e destruicdo de microrganismos. Necrose caseosa néo foi observada em nenhuma
de nossas amostras. Nao encontramos na revisdo da literatura uma descricao
morfolégica detalhada dos tipos de granulomas e necrose possiveis de serem
encontrados nos micetomas e sua distribuicdo nas lesoes.

A fibrose, localizada na derme, foi observada em 100% dos casos de

actinomicetomas e em 95% dos eumicetomas. Observamos que a fibrose cicatricial
foi vista mesmo na vigéncia de gréos nas lesbGes, promovendo a distor¢do do

coldgeno dérmico e a hialinizagcdo da derme na H&E. A fibrose encontrava-se



88

distribuida difusamente na derme e/ou ao redor dos granulomas e graos; melhor
visualizada pela técnica de tricromico de Gomori. A presenca da fibrose nas lesdes
pode ser um fator indicativo da perpetuacao dos agentes infecciosos nas lesdes e
mecanismo de protecdo aos graos de microrganismos dos agentes antimicrobianos.
Achados citando a fibrose em micetomas sao vistos na literatura nos eumicetomas
e actinomicetomas, como por exemplo, os descritos por Welsh; Vera-Cabrera;
Salinas-Carmona (2007); lbrahim et al. (2013) e Severo e Graudenz (2015), porém
nao encontramos estudos quantitativos nas lesoes.

A hipoderme quando exposta na amostra e ndo comprometida pela leséao
revelou infiltrado inflamatério misto discreto e traves fibréticas delgadas. Tais
achados foram vistos nos casos de actinomicetomas. Este achado pode ser
atribuido ao fato dos processos inflamatérios presentes nestas amostras, se
localizarem preferencialmente na derme, decorrendo em processos reparativos e
cicatriciais (fibrose) nesta mesma localizacao.

Em nosso estudo encontramos graos dispostos principalmente na derme
reticular média e profunda, e tecido celular subcutaneo, porém foi possivel identifica-
los na derme superior e em meio a camada cornea e subcdrnea, nos casos em que
foi possivel surpreender histologicamente a eliminacdo de grdos (dois casos).
Achados semelhantes foram descritos por Nenoff et al. (2015).

A identificacdo de grdos fungicos e actinomicéticos foi baseada nas
caracteristicas histolégicas dos grdos ao H&E como tamanho, forma e presenca ou
ndo de pigmentacdo, e contribuiram para a indicacdo do provavel agente etiolégico
e permitiram a diferenciagdo entre eumicetomas e actinomicetomas, conforme ja
descrito na literatura por Londero et al. (2002); Welsh; Vera-Cabrera; Salinas-
Carmona (2007); Ibrahim et al. (2013) e Severo e Graudenz (2015).

A presenca de material radiado e hialino ao H&E, conhecido como fené6meno
de Splendore-Hoeppli, foi identificada na periferia dos graos com formagao de cimento
e observado nos eumicetomas e actinomicetomas, e pode ser atribuida a depésito de
debris celulares e imunoglobulinas (RODIG; DORFMAN, 2001). Tal achado foi citado
nos micetomas por Chandler; Kaplan; Ajello (1980).

Os microrganismos fungicos foram melhor visualizados pela microscopia 6ptica
quando corados por coloracdes especiais pelo método de PAS e Prata metenemina
de Grocott, podendo facilmente se identificar as estruturas fungicas, na maioria sob a
formas de hifas ramificadas, e negativos pelas coloracdes de Gram e Wade.
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Os elementos bacterianos filamentosos foram positivamente corados pelo
Wade, Gram Brown-Brenn e Grocott com morfologia delicada e delgados filamentos
alongados. A positividade pelo Wade revelou fraca alcool-4cido resisténcia dos
filamentos bacterianos, o que permitiu a afirmagédo do género Nocardia. Achados
semelhantes foram relatados por Samaila e Abdullahi (2011) e Severo e Graudenz
(2015).

O presente estudo procura consubstanciar as descricdes histopatologicas
encontradas na literatura ressaltando o valor do exame histopatolégico como
instrumento diagndéstico nos micetomas. O exame histopatolégico possui algumas
vantagens em relacdo a métodos diagndésticos, como demandar menos tempo que
0s exames microbiolégicos, além da facilidade de armazenamento e transporte das
amostras. Vale ressaltar que amostras emblocadas em parafina, quando
adequadamente armazenadas, permanecem indefinidamente disponiveis para
novos estudos histopatolégicos, imuno-histoquimicos e moleculares, se necessario.

O estudo imuno-histoquimico identificou linfécitos com fenétipo CD4*, CD8" e
células CD68*, localizados em maior nimero na derme e hipoderme, e por vezes na
epiderme, determinando a presenca dessas células na resposta inflamatoria dos
micetomas. Achados semelhantes foram descritos por Guimaraes, Castro e Sotto
(2003), que reportaram a populacéo de linfocitos T nas reacdes teciduais cutaneas de
micetomas com a presenca de fenotipos CD4* e CD8*. Em nosso estudo a
quantificacdo realizada pelo método de contagem celular, identificou estas duas
populagdes de células e revelou maior participacao de linfocitos CD8* em relacdo aos
linfécitos CD4* nos actinomicetomas e eumicetomas. No entanto, houve um
predominio de células CD68* nos dois grupos, com uma maior presenca deste
fenotipo nos eumicetomas.

Nossos achados com relacéo aos fenoétipos de células linfoides CD4*, CD8* e
CD68* identificados nos micetomas séo similares aos descritos anteriormente nas
respostas imunes em micetomas causados por S. somaliensis com técnicas de imuno-
histoguimica com o uso de anticorpos anti-CD15*, CD3*, CD20* e células com fenétipo
CD68*, demonstrando a participagdo de populacdes de linfécitos, neutréfilos e
macrofagos nas lesdes (EL-HASSAN et al., 2001).

Os linfocitos foram observados localizados principalmente na periferia dos
granulomas e ainda, dispostos ao redor de vasos. A disposi¢cdo perivascular teve um
predominio dos linfécitos T CD8"*, cuja descricdo ndo encontramos na literatura. A
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presenca de linfécitos perivasculares poderia ser atribuida ao recrutamento dos
linfécitos aos locais de inflamacéo, a partir da populagdo de mondcitos circulantes.

Recentemente, foi atribuido as células T CD4* e CD8* a participagdo nas
respostas inflamatorias de algumas infec¢des fungicas e descrito a capacidade destas
células em destruir leveduras de alguns fungos como de Cryptococcus neoformans e
Histoplasma capsulatum. Outros estudos referentes a mecanismos de respostas
imunolégicas relacionados a leishmaniose tegumentar americana também citam o
papel de células Thl CD4* e modulacdo pelo IFN-Y (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015, cap. 16, p.347-353). Papel semelhante no combate aos elementos microbianos
pode ser atribuido a estas células nos micetomas.

Nosso estudo detectou antigenos para citocinas IL-17, IL-10 e IL-12 com
padrdo granular citoplasmatico em células inflamatérias como linfdcitos, neutrofilos e
macrofagos e com disposicao extracelular nas lesdes teciduais dos actinomicetomas
e eumicetomas.

Estudos anteriores também identificaram a presenca de IL-10 e IL-12 em lesdes
por algumas cepas de Cryptococcus neoformans, demonstrando a inibicdo da
producdo de citocinas como o TNF-a e a IL-12 por macréfagos, que por sua vez,
estimulam a producédo de IL-10 e a inibicdo da ativacdo de macréfagos, diminuindo
sua participacdo na resposta inflamatoria, fazendo uma autorregulacdo negativa.

Outros estudos envolvendo o papel de algumas citocinas em micetomas
relataram niveis altos de citocinas Thl (IFN-YTNF-a, TGF-B1 e IL-2) em pacientes
com micetomas por M. mycetomatis tratados cirurgicamente quando comparados com
pacientes sem intervencao cirurgica; em contraste com niveis baixos de citocinas Th2
(IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) quando feita a mesma comparacao. Os autores sugeriram que
estes resultados apontam para uma resposta contra o fungo baseada na fase
adaptativa, bem como a extensdo da infeccdo, tempo de evolugdo e prognostico
(NASR et al., 2016). Estes achados sé&o indicativos da circulagcdo sanguinea destas
citocinas em pacientes com micetomas e nosso estudo corrobora com estes achados,
com a demonstracdo de algumas destas citocinas na resposta inflamatoria tecidual
nos locais da leséo.

Pesquisas envolvendo citocinas e micetomas, em sobrenadantes de células
linfoides periféricas de pacientes portadores de actinomicetomas por N. brasiliensis,
sugerem que 0s pacientes possuem producao elevada de IFN-Y e concentragfes de

IL-4, IL-10 e TNF—o circulantes, mediadores presentes na resposta inflamatéria
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linfocitaria tipo Th2 (MENDEZ-TOVAR et al., 2004). Em nosso estudo identificamos a
presenca de antigenos para IL-10, TNF—a e TGF-B1 nas lesdes de actinomicetomas
e eumicetomas, tais achados sé&o indicativos da participacdo destas citocinas na
regulacdo da resposta inflamatoria. O encontro de antigenos para IL-10 e IL12 s&o
fatores importantes para um padréo de resposta tipo Thl e Th2 nos eumicetomas e
actinomicetomas.

Alguns autores sugerem ainda, que a IL-10 seja responsavel por uma maior
susceptibilidade a desenvolver micetomas e pode determinar a gravidade das formas
clinicas. Aumento dos niveis séricos desta citocina foi encontrado nos pacientes com
micetoma (MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE, 2013) e Salinas-Carmona, Rosas-
Taraco e Welsh (2012) descreveram que a infeccéo por N. brasiliensis poderia induzir
a uma imunossupressao local provavelmente relacionada a producao de IL-10.

Antigenos para perforina foram encontrados no citoplasma de neutrofilos
localizados na derme e epiderme, com padrdo granular citoplasmatico, presentes
em todos os casos de actinomicetomas e 16/18 casos de eumicetomas. De acordo
com a atuacdo da perforina nos processos inflamatorios descritos na literatura,
podemos concluir que o seu encontro nas lesdes teciduais sdo indicativos de sua
participacdo nos mecanismos de respostas inflamatorias teciduais de actinocetomas
e eumicetomas, atuando na morte celular. Achados semelhantes ndo foram
encontrados na literatura.

Nosso estudo demonstrou a presenca de NOS2 em todos o0s casos de
actinomicetomas e eumicetomas estudados, sugerindo sua participagao na resposta
inflamatoria tecidual, atuando nos mecanismos de morte celular das células alvo,
através de formacdo de peroxinitritos. A producdo de oOxido nitrico, presente em
neutrofilos e macrofagos, € induzida pela enzima NOS. O éxido nitrico constitui um
potente agente antimicrobiano (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Estudos
imuno-histoquimicos demonstrando a presenca de NOS2 em lesfes teciduais em
séries de actinomicetomas e eumicetomas ndo foram encontrados.

Meester, Rosas-Taraco e Salinas-Carmona (2013) encontraram aumento de
expressdo de marcadores pré-inflamatérios como GM-CSF, IFN-Y e NOS em
infeccdo experimental de N. brasiliensis, patégeno causador de actinomicetoma em
camundongos BALB-c. Os autores relatam que a infeccdo experimental aguda e
cronica cursa com abscessos e abundantes neutréfilos. Entretanto, observaram um

aumento de linfécitos no periodo de semi-resolucdo do processo, que cursou com
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alta expressao de IFN-Y e aumento de NOS2, e sugerem uma ativacao classica de
macrofagos. Descrevem ainda, um aumento local de IL-13 e correlacionam este
achado com o tamanho das lesdes.

A producédo de oOxido nitrico produzido pelos neutrofilos parece determinar o
tamanho das lesdes nos eumicetomas causados por M. mycetomatis. Pacientes
com maior concentracdo de Oxido nitrico desenvolveram lesbes maiores do que
agueles com menor concentracao desta substancia (VAN DE SANDE et al., 2007).
A identificagdo de NOS2 e TGF-B1 em lesdes teciduais de actinomicetomas e
eumicetomas, descritas em nossa pesquisa € indicativa da participacdo dessas
substancias na resposta inflamatoria observada e provavel participacdo na
resolugéo do processo, com ativacao de linfocitos NK, macrofagos, células T reg e
aumentando a sintese de colagenos pelos fibroblatos.

Os estudos realizados no presente protocolo permitiram demonstrar no tecido
a participacao e quantificacdo dos fenotipos de células inflamatérias T CD4*, T CD8*
e CD68", ao lado da demonstracdo da participacdo de citocinas presentes nas
respostas Thl, Th2 e Th1l7 nos actinomicetomas e eumicetomas. Substancias como
a perforina, presente em granulos de células T NK e neutréfilos e o oxido nitrico
parecem atuar na resposta imune aos micetomas. A identificagdo nos locais das
lesdes, permite uma maior compreensdo dos mecanismos inflamatérios e de morte
celular.

Os achados morfolégicos e imuno-histoquimicos encontrados nao se
encontram descritos em conjunto na literatura e contribuiram para um melhor
entendimento da patogenia dos micetomas quando comparados aos dados descritos
anteriormente. Aspectos do comprometimento epidérmico e dérmico dos micetomas
puderam ser constatados e descritos detalhadamente, com énfase na descricdo do
tipo de resposta inflamatoria, identificacdo dos subtipos de granulomas, necrose

tecidual e fibrose reparativa nos grupos de actinomicetomas e eumicetomas.
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9 LIMITACAO DO ESTUDO

O presente estudo possui um numero pequeno de casos de actinomicetomas
(N=4), e eumicetomas (N= 18), pois somente foram selecionados casos com graos
vistos no estudo histopatoldgico. Embora o nimero de casos nao permita um estudo
estatistico mais detalhado, os achados permitem um estudo com desenho descritivo.
Porém, sabemos que a ocorréncia mundial de micetomas € pequena, e que novas
contribuicdes que possam enriquecer o conhecimento da doencga s&o importantes

para a literatura e a pratica médica.
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10 CONCLUSAO

Os achados histopatologicos da pele e tecido celular subcutdneo dos
eumicetomas e dos actinomicetomas, ao H&E, sdo semelhantes, com padrao de
reacdo inflamatoria tecidual granulomatosa associada a fibrose e maior frequéncia
de achados supurativos nos eumicetomas.

O encontro de graos no estudo histopatolégico em H&E, e a identificacdo de
bactérias filamentosas positivas ao Grocott e ao Gram Brown-Brenn ou de fungos
positivos ao Grocott e ao PAS permitem o diagnéstico de actinomicetoma ou
eumicetoma, respectivamente.

Os fendtipos das células inflamatérias presentes nas lesdes de pele e tecido
celular subcutaneo, identificados por intermédio de estudos imuno-histoquimicos,
definem a participagéo de linfécitos T CD4* e CD8" e células CD68* nos eumicetomas
e actinomicetomas, com predominio de células CD68*nos dois grupos estudados,
com numerosas ceélulas CD68* nas amostras de eumicetomas. Células CD8* foram
observadas em maior nimero nos actinomicetomas e eumicetomas quando
comparadas as células CD4*.

As interleucinas IL-10, IL-12, IL-17, TNF-a, TGF-B1, foram identificadas nas
lesbes teciduais de pele e tecido celular subcutdneo dos eumicetomas e
actinomicetomas por intermédio de estudos imuno-histoquimicos, indicando a
participacdo destas interleucinas como fatores autorregulatorios positivos e negativos
da resposta inflamatdria nos micetomas.

Os achados imuno-histoquimicos dos fenétipos celulares somados aos
marcadores de interleucinas estudados apontam para respostas inflamatdrias
teciduais do tipo Thl, Th2 e Th1l7 presentes nos eumicetomas e actinomicetomas.

A presenca de antigenos nos locais das lesdes de pele e tecido celular
subcutaneo para perforina e NOS2, sugere a participagdo destas na resposta
inflamatoéria dos eumicetomas e actinomicetomas colaborando para a facilitacdo de

mecanismos de morte celular e combate aos agentes infecciosos.
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12 APENDICES

Apéndice A — Termo de compromisso e responsabilidade

Eu, Janice Mery Chicarino de Oliveira Coelho, autora do projeto de pesquisa
intitulado, Estudo histopatoldgico, imuno-histoquimico e imunopatolégico dos
Micetomas em amostras de lesdes cutaneas humanas, comprometo-me em manter a
confidencialidade assim como a privacidade dos participantes do projeto em todas as
etapas da pesquisa.

A identidade dos participantes, assim como os resultados obtidos com este
projeto, serd mantida em um banco de dados sob a minha responsabilidade.

Os resultados obtidos com esta pesquisa serao divulgados em comunicagdes
cientificas mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado nao sera

empregado em outras pesquisas, a nao ser quando abertos novos protocolos.

Rio de Janeiro, _30de m%s de 2013.




Apéndice B — Formuléario de Microscopia

ldentificacéo

NuUmero de bancada:

Caso numero:

Analise Microscbépica
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AlteracOes da epiderme
Acantose P N
Hiperceratose P N
Paraceratose P N
Exocitose: P N
mononucleares
Exocitose: P N
polimorfonucleares
Espongiose P N
Ulceracao P N
Comprometimento da derme/hipoderme
Papilar P N
Reticular P N
Hipoderme P N
Presenca de células inflamatdrias
Linfocitos P N
Plasmacitos P N
Eosinofilos P N
Neutrdfilos P N
Histiocitos P N
Células gigantes: P N
tipo Langhans
Células gigantes: P N
tipo corpo estranho
Outros P N
Presenca de granulomas
Supurativo P N
Tuberculoide P N
Intersticial ou P N
necrobiotico
Corpo estranho P N

NA
NA
NA
NA

NA

NA
NA

NA
NA
NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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Sarcoide P N NA
Epitelioide P N NA
Outros P N NA
Presenca de necrose
Coagulativa P N NA
Liquefativa P N NA
Caseosa P N NA
Fibrinoide P N NA
Presenca de
Graos P N NA
Fibrose P N NA
Fenbmeno de P N NA
Splendore-Hoeppli
ColoracOes especiais

Prata Metenamina P N NA
de Grocott

Wade P N NA
Gram P N NA
PAS P N NA
Tricbmico de Gomori | P N NA

OBS:

Legenda

P — Positivo
N — Negativo
NA — N&o se aplica
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Apéndice C — formulério de avaliagdo imuno-histoquimica

NUmero de bancada:

Caso numero:

Analise Microscépica:

IL-10 P N
IL-12 P N
IL-17 P N
TNF-a P N
TGF-p1 P N
NOS2 P N
Perforina P N
Marcadores celulares- contagem cellular/10CGA

CD4 P N
CD8 P N
CD68 P N

Legenda

P — Positivo

N — Negativo




