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Resumo 

 

Os micetomas constituem doenças infecciosas crônicas, endêmicas nas regiões 
tropicais e subtropicais, podendo ser vistos na Ásia e alguns países do norte da África 
e nas Américas. No Brasil a prevalência permanece desconhecida. No mundo, cerca 
de 60% dos casos de micetomas são actinomicetomas e os 40 % restantes são 
eumicetomas; ocorrem principalmente no sexo masculino entre 20 e 25 anos. Os 
principais responsáveis pelos actinomicetomas são espécies do gênero Nocardia, 
Streptomyces e Actinomadura e pelos eumicetomas são Acremonium sp. e Madurella 
mycetomatis os mais frequentemente encontrados. A infecção caracteriza-se 
clinicamente por nódulos cutâneos e subcutâneos acompanhados de abscessos, 
fistulização e extrusão dos grãos. O diagnóstico baseia-se principalmente na 
apresentação clínica, análise histopatológica e em exames microbiológicos. Os 
micetomas são doenças negligenciadas, com poucos casos relatados em nosso país, 
cujos aspectos histopatológicos e imunopatológicos não se encontram totalmente 
esclarecidos, justificando o presente estudo. O objetivo do estudo foi descrever os 
achados histopatológicos e realizar estudos imuno-histoquímicos para identificação e 
quantificação de células T CD4+, T CD8+ e CD68+, e pesquisar a expressão de TNF-
α, TGF-β1, perforina, NOS 2, IL-10, IL-12 e IL-17 em 22 amostras de lesões cutâneas 
de micetomas do INI/Fiocruz colhidas entre janeiro de 1998 a julho de 2015; 
compreendendo 4 amostras de actinomicetomas e 18 de eumicetomas. A análise 
histopatológica revelou um processo inflamatório crônico granulomatoso com a 
presença de linfócitos, histiócitos, plasmócitos, eosinófilos, neutrófilos e células 
gigantes do tipo corpo estranho e do tipo Langhans. Granulomas com padrões 
supurativo, corpo estranho, epitelióide e intersticial ou necrobiótico foram observados, 
associados à necrose dos tipos fibrinóide e liquefativa. Grãos de elementos fúngicos 
apresentaram afinidade tintorial para o ácido periódico de Schiff (PAS) e prata 
metenamina de Grocott, enquanto grãos de bactérias filamentosas foram refratários 
ao PAS e positivos pelo Gram Brown-Brenn, Grocott e Wade nos casos de Nocardia. 
Fenômeno de Splendore- Hoeppli e fibrose também foram observados. O estudo 
imuno-histoquímico detectou a presença de células T CD4+, T CD8+ e células CD68+ 

com predomínio das últimas nos actinomicetomas e eumicetomas. Foram detectados 
antígenos para IL-10, IL-12, IL-17, TNF-α, TGF-β1, perforina e NOS2, indicativos da 
participação destas interleucinas e mediadores inflamatórios nas respostas 
inflamatórias dos actinomicetomas e eumicetomas. Tais achados apontam para 
resposta inflamatória tipo Th1, Th2 e Th17 nos dois grupos de micetomas. 

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

histopatológico, 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-α, TGF-β1, 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-α, TGF-β1, 
perforin and NOS 2, indicating the participation of these interleukins and inflammatory 
mediators in inflammatory responses of actinomycetomas and eumycetomas.The 
findings point toward Th1, 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 INTRODUÇÃO 
 
 

1.1 Epidemiologia 
 

Os micetomas constituem infecções crônicas, não contagiosas formadoras de 

grãos, endêmicas nas regiões tropicais e subtropicais, podendo ser vistos na Ásia e 

alguns países do norte da África.  

Os micetomas podem ser encontrados na América Central, América do Norte 

e América do Sul, com alta incidência na Venezuela e México (WELSH; VERA-

CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007). A maioria dos casos reportados nas 

Américas é proveniente do México, Venezuela, Brasil e Colômbia. Na Índia 

subcontinental, o maior número de relatos é proveniente do Paquistão e na África 

foram observados casos na Somália, Sudão 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 ocorrência da doença. 

A região compreendida pelos países africanos onde os micetomas são 

endêmicos é conhecida como o cinturão transafricano, ou Cinturão dos Micetomas. 

Esta área se estende entre 15º e 30º de latitude norte (NENOFF et al., 2015). 

Há relatos de casos em áreas não endêmicas como Boston e Texas, nos 

Estados Unidos e na Guiana Francesa (IRIART et al., 2011). Os micetomas também 

podem ser observados na Grécia, Itália, Ilhas do Caribe e Argentina; 

excepcionalmente raros casos foram observados na Bulgária, Romênia, Albânia e 

Turquia de acordo com Bounfrate et al. (2014). 

Nos países ocidentais, considerados não endêmicos para os micetomas e onde 

primariamente a doença não ocorre, alguns casos podem ser vistos acometendo 

imigrantes provenientes de áreas endêmicas como Somália e Senegal, e nestes casos 

são considerados como infecções importadas (NARS et al., 2016). 

Têm sido reportados também casos em viajantes que visitaram áreas 

endêmicas (ESTRADA et al., 2012). 

Recentemente, o primeiro caso autóctone de actinomicetoma na França foi 

descrito por Gilquin et al. (2016), em um paciente francês portador de leucemia, 

causado por uma nova espécie de Nocardia denominada de Nocardia boironii sp.nov. 

Outro caso autóctone 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 países com ocorrência endêmica de micetomas 

na América Latina de acordo com Castro et al. (1993); Almeida (1936) e Lacaz (1981), 

e LONDERO (1986, p. 73). A incidência e prevalência dos micetomas no Brasil é 

desconhecida, uma vez que não é considerado um problema de saúde pública e 

possui uma frequência menor se comparada a doenças como esporotricose, 

tuberculose e hanseníase (SAMPAIO et al., 2013). 

No Brasil, os micetomas actinomicóticos são mais frequentes que os 

eumicóticos, segundo Almeida (1936). Castro e Piquero-Casals (2008) descreveram 

a sua ocorrência com uma relação de 3:1 entre actinomicetoma/eumicetoma, com 

maior número de casos no Nordeste. 

 

 1.2 Histórico 
 

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 

denominação de “Madura foot”, referência ao distrito de Madura, na Índia.  

Carter (1861) introduziu o termo micetoma para designar tumorações de 

natureza fúngica. Posteriormente, Pinoy (1913) citado por DO VALLE; WELSH; 

VERA-CABRERA (2006, p.197) denominou de actinomicetomas os casos causados 

por actinomicetos e de eumicetomas os casos causados por fungos.  

O termo grão 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 descrições 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 Araújo (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 

Magalhães (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 o mesmo agente. Os casos relatados 

posteriores a 1980, relacionados a esse mesmo agente, foram todos de lesões 

subcutâneas, Linhares (1917); Magalhães (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 são infecções bacterianas 

causadas por actinomicetos e os 40 % restantes são causados por fungos (WELSH; 

VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007).  

Os agentes são encontrados no solo como saprófitos e o diagnóstico de 

micetoma está vinculado ao achado de grãos, uma vez que um mesmo microrganismo 

pode desencadear formas diferentes de infecção e apresentações clínicas. Alguns 

fungos podem causar desde feo-hifomicose até micetoma, por exemplo, dependendo 

da forma observada (SEVERO; GRAUDENZ, 2015).  

Os grãos são conceituados como colônias de microrganismos infectantes in 

vivo (NENOFF et al., 2015), podendo estar envoltos por substância amorfa 

denominada de cimento.  

Espécies de bactérias dos gêneros Nocardia, Streptomyces e Actinomadura 

são os principais responsáveis pelos actinomicetomas.  

Nocardia brasiliensis é responsável por 86% dos casos no México (WELSH; 

VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007) e comumente reportada em 

diferentes países da África, América do Sul e partes da Índia (ADNIKAN; DEY; PAJ, 

2010). Nocardia constitui um gênero de bactérias gram-positivas, parcial ou 

fracamente álcool-ácido-resistentes, saprófitas, aeróbicas, que se ramificam em 

filamentos durante o crescimento, e são encontradas no solo, água e vegetais em 

decomposição (SOUZA et al., 2014).  

Nas áreas endêmicas, algumas pessoas entram em contato com estes agentes 

infecciosos, no entanto, poucas desenvolvem a doença, com evidências de que a 

resposta imune pode ser uma das chaves para o controle da infecção por 

actinomicetos (SOUZA et al., 2014).  

As espécies de Nocardia podem infectar indivíduos imunocompetentes, mas é 

mais comum que a infecção seja observada em indivíduos imunocomprometidos 

(HOGADE; METGUD; SWOOROOPARANI, 2011). 
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Nos casos de actinomicetomas por Nocardia as espécies responsáveis, em 

ordem de frequência, são 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. kiliense, 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 fúngicos Acremonium sp e 

Madurella mycetomatis são os mais comumentes encontrados no mundo (CAÇÃO, 

2009).  

Uma nova espécie de Madurella foi descrita no Sudão como causadora de 

eumicetoma com grão negro, denominada de Madurella fahalli (DE HOOG et al., 

2012). Um novo patógeno de eumicetoma foi relatado no Sudão, denominado de 

Pleurostomophora ochracea, representando uma espécie da ordem Calosphaeriales, 

referido como o primeiro fungo com grão 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 doenças 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 Sudão com confirmação por isolamento, estudo molecular e análise 

imuno-histoquímica. 

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

 

Eumicetomas: 
. Grãos brancos: Acremonium recifei, Acremonium kiliense, Scedosporium 

apiospermum (o mais comum).  

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

Madurella mycetomatis (o mais comum). 

 

Actinomicetomas: 

. Grãos brancos: Nocardia asteroides, Nocardia otitidiscaviarum, Nocardia 

transvalensis, Nocardia brasiliensis e Actinomadura madurae (os dois últimos os mais 

comuns). 

. Grão vermelho: Actinomadura pelletieri. 

. Grão amarelo: Streptomyces somaliensis 

 

1.4 Aspectos clínicos 
 

 Os micetomas constituem doenças crônicas formadoras de grãos, secundários 

ao inóculo dos agentes infecciosos de natureza fúngica ou bacteriana, caracterizados 

por nódulos, fístulas e acompanhados de secreção sero-sanguinolenta com 

eliminação de grãos de microrganismos. Os micetomas incidem principalmente em 

indivíduos do sexo masculino entre 20 e 50 anos de idade, porém podem acometer 

qualquer faixa etária, inclusive crianças. Podem incidir ainda, no sexo feminino e há 

relatos durante o período gestacional, podendo nestes casos apresentarem um curso 

clínico mais agressivo (SAMPAIO et al., 2015). 

Na maioria dos casos comprometem pacientes oriundos de regiões rurais, 

envolvidos em atividades ao ar livre, podendo ser consideradas doenças ocupacionais 

(HOGADE; METGUD; SWOOROOPARANI, 2011). Foram listados como doenças 

tropicais negligenciadas, incidindo em populações com baixo poder aquisitivo e 

limitação de recursos, podendo promover debilidade crônica, sequelas e estigmas 

sociais (HOTEZ et al., 2008). 

 Os microrganismos penetram na pele e tecido celular subcutâneo através de 

um evento traumático (DRESCH et al., 2010), embora em alguns casos não exista 

nenhuma história prévia de traumas.  
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Os micetomas caracterizam-se clinicamente pelo aparecimento de nódulos 

isolados ou confluentes localizados na pele e tecido celular subcutâneo, 

acompanhados de tumefação, abscessos, fistulização e extrusão de grãos em meio a 

material sero-sanguinolento (WELSH; VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA, 

2007;  VENKATSWAMI; SANKARASUBRAMANIAN; SUBRAMANYAM, 2012).  Em 

alguns casos pode surgir hiperpigmentação cutânea (NENOFF et al., 2015).  

Classicamente, os micetomas são indolores e tardiamente cursam com fibrose 

local. A dor quando presente, geralmente está associada a infecções bacterianas 

secundárias (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), cabeça, pescoço, tórax, 

mãos, braços, glúteos e joelho (WELSH; VERA-CABRERA; SALINAS-CARMONA, 

2007). Kothiwala et al. (2015) relataram um caso de eumicetoma por grão negro na 

mama, clinicamente desprovido de fístulas, sinais de drenagem ou extrusão de grãos, 

diagnosticado inicialmente como fibroadenoma. 

Na maioria das vezes, os micetomas são lesões localizadas na pele e tecido 

celular subcutâneo, porém podem comprometer ainda planos mais profundos como 

músculos, fáscia, tendões, articulações, tecido ósseo e linfonodos conforme descrito 

por Murthy e Swain (2011) e infrequentemente órgãos internos como cérebro 

(MAHESHWARI et al., 2010), coração (KANAKIS et al., 2014), bexiga e pulmão 

(FAHAL et al., 2015). 

Outros locais raros também foram relatados como olhos, bolsa escrotal, 

cavidade oral, palato e língua (FAHAL et al., 2015). Micetomas em seios paranasais 

foram descritos por Klosek et al. (1997). 

Lesões não usuais perineais foram relatadas, mimetizando doença 

sexualmente transmissível em um homem de 36 anos com infecção por M. 

mycetomatis (GUPTA et al., 2010). Clarke (1953) já havia descrito a ocorrência de 

micetoma nos testículos. Micetoma vulvar foi reportado por Fahal e Sharfy (1998). 

Relatos de formas clínicas com apresentação de pequenos micetomas foram 

denominadas de minimicetomas por Lavalle, Cafiizares e Ed Herman (1992). Os 

minimicetomas são lesões pequenas, com poucas fístulas e observadas 

principalmente em crianças 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, lesões císticas e neoplasias de partes 

moles. Casos de minimicetomas causados por espécies de Madurella foram descritos, 

e nestes casos, se preconiza o uso da denominação de micetoma eumicótico pequeno 

(LÓPEZ-CEPEDA et al., 2005). 

A disseminação dos agentes infecciosos dos micetomas pode ocorrer por via 

linfática e/ou hematogênica (MURTHY; SWAIN, 2011). De acordo com Chandler; 

Kaplan e Ajello (1980), a disseminação hematogênica e linfática embora raramente 

ocorra nos micetomas, ela é especialmente infrequente nos eumicetomas, e quando 

observada, surge nos estágios iniciais da doença. 

As lesões podem surgir semanas, meses ou anos após o evento responsável 

pelo inóculo, e alguns pacientes não se recordam do trauma inicial em alguns casos, 

dificultando o diagnóstico. A infecção pode evoluir de três a dez anos, com uma média 

de cinco anos de evolução (MAITI; RAY, 2002).  

Os actinomicetomas exibem uma evolução clínica mais rápida quando 

comparada aos eumicetomas. As lesões dos actinomicetomas exibem bordas menos 

definidas, enquanto os eumicetomas apresentam evolução e crescimento lentos, com 

lesões de limites bem definidos e que podem ainda se apresentar encapsuladas 

(DRESCH et al., 2010).  

Sintomas sistêmicos são incomuns e a febre é raramente encontrada (NENOFF 

et al., 2015). Sintomas respiratórios, neurológicos e outros sintomas, podem estar 

presentes quando a doença compromete o tórax, cabeça, pescoço e coluna vertebral. 

A invasão de periósteo pode levar à osteomielite (WELSH; VERA-CABRERA; 

SALINAS-CARMONA, 2007).  

Uma alta incidência de infecção secundária tem sido relatada na literatura, e 

quando não tratada adequadamente pode levar a complicações graves como 

septicemia e ao óbito (VENKATSWAMI; SANKARASUBRAMANIAN; 

SUBRAMANYAM, 2012).  

A resposta terapêutica nos micetomas é variável. Os actinomicetomas 

possuem melhor prognóstico quando tratados com antibioticoterapia adequada e 

desbridamento local. No entanto, os eumicetomas respondem parcialmente aos 

agentes antifúngicos com altas taxas de recorrência e podem requerer intervenções 

cirúrgicas e amputações. 
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1.5 Diagnóstico 

 

O diagnóstico baseia-se geralmente na apresentação clínica e no tipo do grão, 

que pode ser pesquisado através de exame direto com solução de potassa (KOH), 

análise histopatológica e exames microbiológicos e micológicos (WELSH; VERA-

CABRERA; SALINAS-CARMONA, 2007).  Exames radiológicos, ultrassonografia, 

citologia, histologia, imunodiagnóstico e cultura são citados por Venkatswami; 

Sankarasubramanian; Subramanyam (2012) como ferramentas diagnósticas. Em 

alguns casos, estudos com técnicas de biologia molecular podem ser realizados para 

a identificação dos elementos infecciosos, especialmente nos casos de eumicetomas 

(ESTRADA et al., 2012).  

Relatos de detecção simultânea de dois diferentes agentes no mesmo paciente 

são raros (NENOFF et al., 2015), e se necessário deve ser pesquisado. Murty e Swain 

(2011) relataram um caso de micetoma e cromomicose simultâneos em um paciente 

da Índia. 

 

1.6 Aspectos anatomopatológicos e microbiológicos 
 

O exame macroscópico das lesões é de grande importância e constitui o 

primeiro passo para a identificação dos grãos, que podem ser visualizados 

macroscopicamente. Nas lesões, os grãos se localizam nos seios e nas fístulas, em 

meio ao exsudato. A identificação e caracterização macroscópica dos grãos, quando 

presentes nas lesões e exsudatos, podem ser a chave inicial para o diagnóstico.  

Os grãos consistem em massas organizadas de hifas de fungos ou filamentos 

de actinomicetos, que podem ou não estar embebidos em cimento. Os grãos possuem 

variações de forma, tamanho e consistência de acordo com os agentes etiológicos.  

Os grãos têm tamanho que varia de 2,5 µm a 2,0 mm, e podem ser brancos, 

amarelos, rosa-avermelhados, marrons e pretos (grãos negros). Com relação à 

consistência, os grãos podem ser amolecidos, friáveis, firmes ou pétreos.  

      Algumas vezes, material exógeno como espinhos podem ser vistos próximos aos 

grãos, presumidamente interpretados como prováveis veículos da infecção 

(CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980). 

       Grandes grãos negros associados à presença de cimento pigmentado são vistos 

nas infecções por M. mycetomatis. Actinomadura pelletierii forma grãos levemente 
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avermelhados e sem cimento, e Streptomyces somaliensis produz grãos amarelos e 

de tamanhos médios com cimento (IBRAHIM et al., 2013). Grãos brancos podem 

corresponder à etiologia fúngica ou bacteriana (SEVERO; GRAUDENZ, 2015). 

Recente, o relato do primeiro fungo causador de eumicetoma com grão amarelo 

denominado de Pleurostomophora ochraceao foi realizado por Mhmoud et al. (2012). 

Alguns componentes de grãos fúngicos, como lipídeos, proteínas, melanina e 

altas concentrações de Cu+1, Zn+2 e Ca+2; podem contribuir na sua patogenicidade e 

capacidade de produzir cimento, que atua como um fator protetor importante contra 

os mecanismos de defesa do hospedeiro e possibilidade de resistência contra agentes 

antifúngicos (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 antifúngicas 

usadas no hospedeiro (IBRAHIM et al., 2013). Outra característica dos fungos 

demáceos, como por exemplo M. mycetomatis, é a capacidade de se ligarem a alguns 

metais pesados levando a uma resistência maior aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro (IBRAHIM et al., 2013). 

A pesquisa direta de grãos pode ser feita com análise a fresco pela microscopia 

óptica em solução de KOH (potassa a 10%) entre lâmina e lamínula (MURTHY; 

SWAIN, 2011), permitindo a identificação de hifas ou filamentos bacterianos.  

O exsudato das lesões pode ainda ser aspirado, colocado em fixador de “cell 

block”, processado e cortado em micrótomo para ser analisado em microscopia óptica. 

A sensibilidade diagnóstica pela técnica de “cell block” é de 87,5% e 85,7% nos casos 

de eumicetomas e actinomicetomas, respectivamente (YOUSIF; FAHAL; SHAKIR, 

2010).  

A análise microscópica das lesões pode revelar à Hematoxilina-Eosina (H&E) 

a presença de grãos, e é possível diferenciar os actinomicetomas dos eumicetomas 

pela aparência dos grãos (SEVERO; GRAUDENZ, 2015).  

Os grãos apresentam formato variável, geralmente esférico ou lobular, 

distribuídos em meio ao infiltrado inflamatório e apresentam uma aparência granular 

à H&E de acordo com Estrada et al. (2012). O achado microscópico na H&E de área 

de aspecto radial, amorfa e eosinofílica, presente na periferia do grão é conhecida 

como fenômeno reacional de Splendore–Hoeppli (CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 

1980). 

De acordo com Londero et al. (2002), os grãos quando analisados pela H&E, 
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permitem a identificação de alguns agentes como A. pelletieri (grãos fraturados, de 

cor violácea homogênea e sem clavas). A. madurae (grãos grandes, de até 2mm, 

esféricos ou lobulados, com área central eosinofílica, zona média de trama de 

filamentos basofílicos, circundada por uma coroa de franjas eosinofílicas com cerca 

de 20 a 50 µm de espessura), S. somaliensis (grão esférico ou ovalado, usualmente 

fraturado, associado à presença de cimento), M. mycetomatis (grão 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 grãos semelhantes: 

esféricos ou arciformes, com região central clara e periferia escura, composta por 

densa trama de hifas e elementos esféricos. P. boydoii (S. apiospermum) e as três 

espécies de Acreminium possuem grãos brancos, esféricos e lobulados, com centro 

amorfo e trama periférica composta por hifas de 3 a 5 µm. 

As espécies de Nocardia produzem grãos pequenos, ovais ou lobulados e 

homogeneamente corados pela eosina; podem ou não apresentar clavas periféricas 

e os filamentos tornam-se mais visíveis quando corados pelo Gram Brown-Brenn. 

Como os agentes causais dos micetomas diferem nas características dos 

grãos, Severo e Graudenz (2015) descreveram algumas das principais variações de 

grãos em agentes de micetomas, melhor ilustradas nas tabelas 1 e 2. 
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Tabela 1 – Características macroscópicas e microscópicas ao H&E dos eumicetomas. 

 
        Fonte: Severo; Graundez (2015). 
 
 

Tabela 2 - Características macroscópicas e microscópicas ao H&E dos actinomicetomas. 

 
  Fonte: Severo; Graundez (2015). 
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Os grãos podem ser vistos em meio ao infiltrado inflamatório, no centro dos 

granulomas, acompanhados ou não de microabscessos localizados principalmente na 

derme e tecido celular subcutâneo. 

Segundo Kiran et al. (2009), os micetomas mostram granulomas supurativos, 

compostos por histiócitos e neutrófilos. Observa-se a presença de linfócitos, 

plasmócitos, neutrófilos, eosinófilos, histiócitos, células epitelioides e células gigantes 

multinucleadas tipo corpo estranho e/ou tipo Langhans; em proporções variadas nas 

lesões. O estroma pode apresentar edema, neovascularização, fibrose e necrose 

(CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980). De acordo com Estrada et al. (2012), 

abscessos em meio a inflamação, hiperplasia pseudo-epiteliomatosa, tecido de 

granulação e fibrose podem ser observados. 

Técnicas histoquímicas são utilizadas para a pesquisa e identificação dos 

elementos infecciosos: ácido periódico de Schiff (PAS) e Prata Metenamina de 

Grocott para fungos com identificação 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 coloração pela prata 

metenamina de Grocott não permita a diferenciação entre fungos hialinos e 

demáceos, sua aplicação na rotina diagnóstica melhora a identificação dos elementos 

fúngicos. Para os actinomicetos, os autores preconizam a coloração de Gram para 

tecidos tais como: Brown-Brenn, Brown-Hoops ou McCallumm-Goodpasture.  

As colorações especiais utilizadas para pesquisa de bactérias álcool-ácido-

resistentes como Fite, Wade ou Ziehl-Neelsen devem ser realizadas e serão positivas 

nos casos de Nocardia spp., se contrapondo aos casos de Actinomyces, que não se 

coram por estas colorações. A técnica de Kinyoun pode ser usada nos 

actinomicetomas e revela ácido-resistência fraca dos filamentos bacterianos.  

Exames microbiológicos e de cultura são necessários para o diagnóstico 

definitivo dos agentes causais destas lesões. No entanto, quando estes métodos se 

encontram indisponíveis, ou são inconclusivos, a distinção morfológica macroscópica 

e microscópica dos grãos possibilita a diferenciação entre actinomicetomas e 

eumicetomas e pode determinar o tratamento inicial a ser realizado. Nestes casos, a 

distinção histológica precisa é fundamental para determinar o tratamento e o 

prognóstico dos pacientes (CHANDLER; KAPLAN; AJELLO, 1980). Outro fator 
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importante é que a análise histológica demanda menos tempo, quando comparada 

aos exames microbiológicos e cultura, e biopsias formolizadas são de fácil transporte, 

manipulação e armazenamento (CHUFAL; THAPLIYAL; GUPTA, 2012). 

Os principais diagnósticos diferenciais clínicos e histopatológicos relevantes 

são botriomicose, osteomielites crônicas inespecíficas, leishmaniose, tuberculose, 

outras micobacterioses e micoses profundas (KIRAN et al., 2009). Coccidioidomicose, 

feo-hifomicose e esporotricose são algumas doenças fúngicas citadas como exemplos 

de diagnóstico diferencial dos micetomas, citados por WELSH; VERA-CABRERA; 

SALINAS-CARMONA (2007). Doenças não neoplásicas como podoconiose, 

neoplasias malignas como os sarcomas de pele, partes moles ou ossos e ainda 

sarcoma de Kaposi endêmico e epidêmico, também são citados (NENOFF et al., 

2015). 

Quando populações bacterianas do tipo cocos, cocobacilos e bacilos são 

identificados nos grãos, o diagnóstico de botriomicose pode ser feito (COELHO; 

DINIZ; SOUZA FILHO, 2009). A botriomicose constitui uma doença bacteriana 

também formadora de grãos, com apresentação clínica e morfológica semelhante aos 

micetomas. É considerada um dos seus principais diagnósticos diferenciais, diferindo 

dos actinomicetomas, por ter como agente causal bactérias microbiotas da pele e tubo 

digestivo (cocos e bastonetes), que frequentemente são Staphylococcus aureus 

(40%) e Pseudomonas sp. (20%). Outros microrganismos reportados são Escherichia 

coli, Proteus vulgaris, Bacillus spp., Actinobacillus lignieresii, etc (COELHO; DINIZ; 

SOUZA FILHO, 2009). 

 

1.7 Aspectos imunológicos nos micetomas 
 

Os eventos observados durante um processo infeccioso compreendem a 

invasão e a colonização do hospedeiro por determinado agente, evasão da imunidade 

e, finalmente, a lesão tecidual, que pode se dar por morte celular ou por ação 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: modulação do processo inflamatório pelas alterações 
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vasculares e participação de células inflamatórias. Neste tipo de defesa são 

fundamentais os papéis das barreiras físicas (epitélios) e de agentes antimicrobianos 

celulares. A resposta inata celular tem como importantes agentes as células 

fagocíticas polimorfonucleares e mononucleares, células dendríticas, 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 inflamatórios. São descritas duas formas de respostas relacionadas à 

imunidade adaptativa, denominadas de imunidade humoral e imunidade mediada por 

células. A imunidade humoral é mediada principalmente pelas secreções de 

anticorpos produzidos pelos linfócitos 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 é promovida pelas subpopulações de linfócitos T e 

B e anticorpos específicos, que ocorre de forma especializada e diferente para cada 

tipo de agente infeccioso. São gerados subgrupos diversos de células TCD4+ (Th1, 

Th2, Th17 e T reguladoras como TR1, TR17 e TR9) e a produção de citocinas anti e 

pró-inflamatórias. Os subtipos de células T possuem funções efetoras específicas e 

recrutam diferentes tipos de células para o sítio inflamatório, dependendo do tipo de 

citocina que secretam (DARDALHON et al., 2008).  

As células T gama/delta de memória constituem um tipo específico de células 

T, que possuem características celulares de ambos os sistemas, inato e adaptativo; 

atuam na produção de citocinas, que promovem o recrutamento de fagócitos e de 

respostas inflamatórias celulares e secretam granzimas e perforina que destroem as 

células alvo infectadas e microrganismos (LALOR; MCLOUGHLIN, 2016). 

Os macrófagos e neutrófilos constituem a primeira linha de defesa contra os 

patógenos invasores, atacando os fungos com uma variedade de enzimas, e 

compostos oxidativos e nitroativos tóxicos. Celulas dendríticas direcionam a 

maturação de células T CD4+ helper (Th) e populações de células T regulatórias (TReg), 

levando a reações inflamatórias e mecanismos de proteção à presença do fungo 

(GOW; NETEA, 2016). 

Células Th1 atuam combatendo os patógenos intracelulares e promovem as 

inflamações teciduais autoimunes. As células Th2 atuam na destruição dos patógenos 

extracelulares, e uma reação Th2 exarcebada pode induzir à asma, alergias e atopias. 
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Em contrapartida, células Th17 têm a capacidade de combater patógenos 

intracelulares e extracelulares e ainda atuar em processos inflamatórios autoimunes 

(DARDALHON et al., 2008). Células Th17 constituem um subgrupo de células CD4+ 

caracterizadas pela produção de interleucina-17 (IL-17), que constitui uma citocina 

inflamatória com efeitos importantes sobre as células estromais e mecanismos 

inflamatórios autoimunes (TESMER et al., 2008). 

As citocinas promovem principalmente o crescimento e diferenciação das 

células do sistema imunológico, a expressão de moléculas de adesão pelos leucócitos 

e a migração das células linfoides do sangue através do endotélio para o local da 

inflamação (MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE, 2013), com regulação entre a 

imunidade inata e adaptativa. Citocinas como IL-1, IL-6 e TNF-α atuam como 

pirogênicos endógenos que acentuam a resposta inflamatória aguda (MURRAY et al., 

2009). Citocinas como IL-15 e IL10 são produzidas durante a resposta imune inata e 

regulam a função dos macrófagos (FONSECA et al., 2017). O INF-ƔƔ é uma citocina 

que atua na resposta imune inata e nos linfócitos Th1 CD4+ e CD8+ citotóxicos 

(SCHOENBORN; WILSON, 2007).  

Segundo estudos de el Hassan et al. (2001) compreendendo uma série de 

casos de actinomicetomas, foi observada a presença de reação inflamatória tecidual 

de dois tipos: o tipo 1 é composto por três regiões, a primeira formada por neutrófilos 

ao redor do grão; a segunda, intermediária, por macrófagos; e terceira, periférica, 

consiste de plasmócitos e linfócitos; já na do tipo 2 não há a presença de neutrófilos 

e os grãos são circundados por macrófagos e células gigantes. As citocinas 

identificadas nas lesões e linfonodos foi do tipo Th2 (IL-10 e IL- 4). Os fenótipos 

celulares demonstrados pelos autores por intermédio de técnicas imuno-

histoquímicas, detectaram positividade para CD15 (neutrófilos), CD20 (linfócitos B), 

CD3 (linfócitos T) e CD68 (macrófagos).  

Guimarães et al. (2003) reportaram a presença de populações de linfócitos T 

CD4+ e CD8+ nas reações teciduais cutâneas de actinomicetomas e eumicetomas, 

associada a uma população de macrófagos, com um maior número de células CD8+ 

nos actinomicetomas. Segundo os autores, apesar da identificação dos fenótipos 

celulares, não observaram uma estratificação bem organizada destes fenótipos nos 

focos inflamatórios dos micetomas.  

Méndez-Tovar et al. (2004) descreveram baixa produção de INF-Ɣ e altas 

concentrações de IL-4 e IL-10 e TNF-α em sobrenadante de células linfoides 
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periféricas de pacientes com actinomicetoma por Nocardia brasiliensis, sugerindo que 

os pacientes possuem produção elevada de IFN-Ɣ e concentrações de IL-4, IL-10 e 

TNF–α, mediadores presentes na resposta inflamatória linfocitária tipo Th2. Estudos 

in vitro e com sobrenadantes de cultura de células de baço de camundongos 

mostraram, ainda, a participação de mediadores como IFN-Ɣ, IL-1 e IL-4 nas respostas 

inflamatórias de infecções causadas por N. brasiliensis, (CASTRO-MATTEOTTI et al., 

2008).  

Salinas-Carmona, Rosas-Taraco e Welsh (2012) descreveram que a infecção 

por N. brasiliensis poderia induzir a uma imunossupressão local provavelmente 

relacionada à produção de IL-10.  Alguns autores sugerem que a IL- 10 é responsável 

por uma maior susceptibilidade a desenvolver micetomas e pode determinar a 

gravidade das formas clínicas. Aumento dos níveis séricos desta citocina foi 

encontrado nos pacientes com micetoma (MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE, 

2013).  

Nos micetomas e outras micoses, a formação do granuloma e o tipo de resposta 

imune celular são considerados importantes mecanismos de defesa para eliminação 

dos microrganismos. O corpo humano é capaz de produzir dois tipos de granulomas 

para combater os patógenos, denominados de granulomas tipo 1 e 2. O tipo 1 é 

composto principalmente por células mononucleares e participação de citocinas Th1. 

Em contraste, o granuloma tipo 2 caracteriza-se pela presença de eosinófilos e 

citocinas Th2. Tem sido atribuído à IL-10 a participação na formação dos granulomas 

e a sua expressão nos granulomas de micetomas seria indicativo de que também 

possui atuação neste tipo de infecção. A IL-10 promove a inibição da atividade 

fungicida regulada pelo INF-γ nos neutrófilos; e altos níveis de IL-10 nos sítios de 

infecção, podem resultar em uma resposta imune não efetiva contra os fungos 

(MHMOUD; FAHAL; VAN DE SANDE, 2013). 

Foram relatados níveis altos de citocinas Th1 (IFN-Ɣ TNF-α, IL-1β e IL-2) e 

níveis 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 

intervenção cirúrgica  

Os autores sugeriram que estes resultados apontam para uma resposta contra 

o fungo baseada na fase adaptativa, na qual atuam como fatores regulatórios 

inflamatórios que interferem na extensão da infecção e o tempo de evolução (NASR 

et al., 2016). 
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Estudos relacionados aos tipos de resposta inflamatória em outros agentes 

infecciosos são encontrados na literatura científica. Algumas cepas de Cryptococcus 

neoformans inibem a produção de citocinas como o TNF-α e a IL-12 por macrófagos 

e estimulam a produção de IL-10, que por sua vez, inibe a ativação de macrófagos. 

As células T CD4+ e CD8+ atuam destruindo as formas leveduriformes deste fungo. 

Histoplasma capsulatum é destruído por mecanismos semelhantes. Estudos 

referentes a mecanismos de respostas imunológicas relacionados a leishmaniose 

citam o papel de células Th1 CD4+ e de IFN-Ɣ (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015, 

cap. 16, p. 347-353). 

A expressão de óxido nítrico produzido pelos neutrófilos parece determinar o 

tamanho das lesões nos eumicetomas causados por M. mycetomatis. Pacientes com 

maior concentração de óxido nítrico desenvolveram lesões maiores do que aqueles 

com menor concentração desta substância (VAN DE SANDE et al., 2007). Os 

macrófagos ativados pelo IFN-Ɣ são fundamentais para a eliminação de fungos, bem 

como a produção de óxido nítrico pelos neutrófilos e macrófagos, potente agente 

antimicrobiano (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009), e pela ação de uma 

enzima chamada óxido nítrico sintase induzida (NOS2). Esta enzima encontra-se 

ausente em macrófagos em repouso, porém, pode ser induzida em resposta a 

produtos microbianos, especialmente em combinação com IFN-Ɣ. A NOS2 catalisa a 

conversão de arginina em citrulina e o óxido nítrico é liberado. No interior dos 

fagolisossomos o óxido nítrico pode se combinar com o peróxido de hidrogênio ou 

superóxido e produzir radicais peroxinitrito que matam os microrganismos (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015, cap. 4, p. 77). Vera-Cabrera et al. (2012) atribuíram  a 

presença do polimorfismo genético nos genes para catecol-metil-transferase (COMT) 

e NOS2 à instalação de micetomas, bem como ao tamanho das lesões. Mutações 

nestes genes foram observadas em grandes lesões de micetomas. Meester; Rosas-

Taraco e Salinas-Carmona (2013) encontraram aumento de expressão de marcadores 

pró-inflamatórios como GM-CSF, IFN-Ɣ e NOS2 em infecção experimental de N. 

brasiliensis, patógeno causador de actinomicetoma em camundongos BALB-c. Os 

autores relatam que a infecção experimental aguda e crônica cursa com 

microabscessos e abundantes neutrófilos. Entretanto, observaram um aumento de 

linfócitos no período de semi-resolução do processo, que cursou com alta expressão 

de IFN-Ɣ e aumento de NOS2, e sugerem uma ativação clássica de macrófagos. 

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

As principais proteínas citotóxicas das células T CD8+ citotóxicas são as 

granzimas e as perforinas. A perforina constitui uma proteína semelhante ao 

complemento C9, causadora de perturbação membranar, que atua junto ao processo 

inflamatório promovendo a morte celular das células alvo, através da apoptose. A 

perfurina induz a captação de granzimas em endossomos das células alvo , ativando 

caspases e levando à morte celular (ABBAS, LICHTMAN; PILLAI, 2015, cap. 11, p. 

236). Relatos da participação da perforina nos processos inflamatórios dos micetomas 

não foram encontrados. 

Os estudos imuno-histoquímicos estão sendo utilizados para um melhor 

esclarecimento da patogenia e imunologia dos micetomas, no entanto, não 

encontramos relatos na literatura da disponibilidade de técnicas imuno-histoquímicas 

pelo método de imunoperoxidase em amostras de tecidos parafinizados que possam 

contribuir para uma caracterização definitiva das espécies dos agentes etiológicos 

responsáveis pelos casos de micetoma. A identificação da espécie dos agentes é 

atualmente realizada utilizando-se métodos de cultura, fenótipo fúngico e biologia 

molecular. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
 

Os micetomas se caracterizam como doenças negligenciadas, que incidem em 

populações com baixo poder aquisitivo, e provenientes na maioria das vezes de áreas 

rurais. O pequeno número de casos relatados na literatura, associado ao acesso 

precário dos pacientes aos serviços de saúde especializados dificultam o seu 

diagnóstico e tratamento.  

Muitos dos casos de micetomas vistos na prática clínica persistem sem uma 

caracterização definitiva do agente etiológico, apesar da suspeição clínica e 

apresentação morfológica compatível com micetoma, especialmente nos casos em 

que não são identificados os grãos nas lesões, dificultando ainda mais o tratamento 

adequado destes pacientes.  

Como são observadas uma variabilidade de apresentações e evoluções 

clínicas nos casos de micetoma, é possível que exista uma correlação entre os 

padrões morfológicos encontrados e uma diferença no comportamento dos agentes 

infecciosos e da resposta imune individual do hospedeiro. Os relatos encontrados na 

literatura não esgotam os achados morfológicos, o tipo de resposta celular e o papel 

de algumas citocinas e mediadores inflamatórios envolvidos no processo inflamatório. 

Chama a atenção, portanto, a possibilidade de obtenção de novos 

conhecimentos a partir deste estudo aplicando as técnicas propostas em amostras 

teciduais cutâneas humanas de micetomas, em uma série de casos diagnosticados 

no Rio de Janeiro, Brasil. 

Análises conjuntas dos resultados poderão fornecer subsídios para uma melhor 

compreensão da histopatologia, patogenia e imunopatologia destas doenças, 

proporcionando ainda, a caracterização dos achados histopatológicos dos micetomas 

em nosso meio com impacto direto na acurácia do diagnóstico histopatológico e 

melhorias no tratamento. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.1 Objetivo geral 
 

Descrever os aspectos histopatológicos, imuno-histoquímicos e imuno-

patológicos em amostras de lesõs cutâneas de actinomicetoms e eumicetomas. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 

Descrever os achados histopatológicos das amostras de lesões cutâneas com 

diagnóstico de micetoma. 

Caracterizar do ponto de vista morfo-tintorial os agentes etiológicos dos 

micetomas presentes nas amostras de tecido. 

Identificar o perfil de células inflamatórias e sua quantificação tecidual na área 

da lesão. 

Identificar a presença de citocinas e mediadores inflamatórios na área da lesão.  

Comparar os achados histopatológicos e imuno-histoquímicos entre os 

micetomas e eumicetomas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
4.1 Desenho do Projeto 

 
Foi realizado um estudo transversal descritivo compreendendo amostras 

emblocadas em parafina de lesões cutâneas de pacientes com diagnóstico 

histopatológico de micetoma analisadas no Serviço de anatomia Patológica no 

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) /Fundação Oswaldo Cruz 

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

 

4.2 Casuística 
 

Foram incluídas amostras cutâneas com diagnóstico prévio histopatológico de 

micetoma e visualização microscópica de grãos, cujos blocos de parafina continham 

material biológico suficiente para a realização das técnicas propostas. 

O estudo compreende amostras provenientes do Laboratório de Pesquisa 

Clínica em Dermatologia Infecciosa do INI, analisadas no Serviço de Anatomia 

Patológica (SEAP) do INI, no período de janeiro 1998 a julho de 2015. Foram 

identificadas no total 26 amostras com diagnóstico de micetoma, sendo 18 de 

eumicetomas e 8 de actinomicetomas. Porém, dentre os casos de actinomicetomas, 

04 deles não tinham material em bloco de parafina para a realização das técnicas 

propostas e foram retirados do estudo. 

 A identificação dos agentes etiológicos foi realizada por exames 

microbiológicos e/ou estudo molecular. A obtenção destes dados se deu por consultas 

aos bancos de dados do Laboratório de Pesquisa Clínica em Dermatologia Infecciosa 

do INI e/ou por consultas aos prontuários 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 cutâneas selecionadas e previamente diagnosticadas como micetoma. 

 

 

 

4.3 Critérios de exclusão 
 

Esgotamento prévio da lesão ou a não representação dos grãos nos blocos de 

parafina para realização do estudo. 

Presença de artefatos técnicos que inviabilizassem a análise microscópica. 

Casos Conclusão Agente etiológico 

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 
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4.4 Estudo Histopatológico 

 

As amostras teciduais emblocadas em parafina foram cortadas em micrótomo 

histológico com obtenção de cortes com 4 µm de espessura, posteriormente coradas 

pelas técnicas histoquímicas de H&E, PAS, prata metenamina de Grocott, Wade, 

Gram Brown-Brenn e Tricrômico de Gomori (PROPHET et al., 1995). Foram utilizadas 

lâminas controles específicas para cada coloração, sabidamente positivas de acordo 

com as técnicas aplicadas.  

As lâminas foram analisadas utilizando-se microscópio óptico Nikon Eclipse 

E200 (NIKON Corporation, Tóquio, Japão). 

Foram avaliados parâmetros compreendendo a morfologia das lesões, sua 

distribuição topográfica na pele e tecido celular subcutâneo (quando presente na 

amostra), a identificação de granulomas e caracterização de seus subtipos, 

caracterização da celularidade inflamatória (linfócitos, neutrófilos, plasmócitos, 

eosinófilos, histiócitos, células gigantes multinucleadas do tipo Langhans e tipo corpo 

estranho), presença de necrose e os seus subtipos observados, fibrose, identificação 

de elementos infecciosos sob a forma de grãos e a presença de fenômeno de 

Splendore-Hoeppli. Os dados foram colhidos utilizando-se formulário de microscopia 

(Apêndice B).  

A falta da análise de alguma variável decorrente da não representação da 

mesma na amostra ou em algum corte histológico específico foi identificada com o 

termo NA (não se aplica).  

As variáveis analisadas à microscopia óptica encontram-se definidas no quadro 

2: 
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Quadro 2 - Definição das variáveis microscópicas. 

Variáveis Conceito 
Acantose2 Aumento da espessura da camada espinhosa da epiderme. 

 
Hiperceratose3 Aumento da espessura do estrato córneo normal anucleado. 

 
Paraceratose2 Aumento da espessura do estrato córneo com retenção de núcleos de 

queratinócitos. 
Exocitose2 Presença de células inflamatórias na epiderme.  

 
Espongiose2 Edema intercelular intraepidérmico. 

 
Ulceração/erosão2 Comprometimento da epiderme por processo inflamatório com destruição 

da epiderme. 
Derme papilar4 Porção superior e delgada da derme constituída por tecido conjuntivo 

frouxo que forma as papilas dérmicas.  
Derme reticular4 Camada da derme constituída por tecido conjuntivo denso contendo fibras 

colágenas, reticulina e fibras elásticas localizada entre a derme papilar e 
hipoderme. 

Hipoderme4 Composta por lóbulos de tecido adiposo entremeado por septos de tecido 
conjuntivo fibroso que une a derme aos órgãos subjacentes. 

Células gigantes tipo 
Langhans2 

Células gigantes multinucleadas histiocíticas com núcleos dispostos 
perifericamente com imagem em “ferradura”. 

Células gigantes tipo corpo 
estranho2 

Células gigantes multinucleadas histiocíticas com disposição nuclear 
desorganizada. 

Granuloma Supurativo7 Consiste em uma coleção de histiócitos epitelioides com ou sem células 
gigantes multinucleadas e área central com coleção de neutrófilos. 

Granuloma Tuberculoide2 Granuloma bem formado composto por histiócitos epitelioides e células 
gigantes, preferencialmente do tipo Langhans, com moderado a denso 
acúmulo de linfócitos e necrose caseosa central.  

Granuloma 
Intersticial/necrobiótico2 

Caracterizado por zona central hipocelular composta por colágeno 
fragmentado e pouco definido com acentuação da eosinofilia e/ou basofilia. 
Áreas de necrobiose são circundadas parcialmente ou completamente por 
histiócitos em paliçada, células inflamatórias e células gigantes 
multinucleadas.  

Granuloma Tipo corpo 
estranho2 

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

Granuloma Sarcoide2 Granuloma redondo ou oval composto por histiócitos epitelioides e células 
gigantes de Langhans ou tipo corpo estranho com esparsos linfócitos 
periféricos. 

Granuloma Epitelioide6 Granulomas mal formados, compostos predominantemente por histiócitos 
epitelioides sem necrose e supuração. 

Necrose Coagulativa5 Caracteriza-se pela morte celular de tecidos decorrentes da desnaturação 
com preservação da arquitetura tecidual. 

Necrose Liquefativa5 Caracteriza-se pela transformação do tecido em material liquefeito 
composto de células mortas e leucócitos. 

Necrose Caseosa2 Caracteriza-se por degeneração eosinofílica e basofílica do colágeno e 
estruturas da derme semelhante a caseo.  

Necrose Fibrinoide2 Deposição de material necrótico, amorfo e eosinofílico com acúmulo de 
fibrina no colágeno dérmico. 

Fenômeno de Splendore-
Hoeppli7 

Área de aspecto radial, amorfa e eosinofílica localizada na periferia do 
grão. 

Fibrose1 Aumento do colágeno secundário ao aumento do número de fibroblastos. 
Hiperplasia 
pseudoepiteliomatosa 
(PEH)2 

Processo reativo caracterizado por proliferação 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-histoquímico 
 

Os blocos de parafina foram cortados em micrótomo histológico para a 

obtenção de cortes com 4 µ de espessura, dispostos em lâminas silanizadas (Easy-

path, cod. EP5130185, São Paulo, Brasil), desparafinizadas, reidratados e 

submetidas às seguintes etapas: 

- Bloqueio da peroxidase endógena com imersão em solução de Peridrol 30% 

(Merck, ref. 1846210, Darmstadt, Alemanha) 45 ml e Metanol (Vetec P.A., ref.102, 

São Paulo, Brasil) 55 ml por 40 minutos. 

- Recuperação antigênica em banho–maria modelo MT235 para imuno-

histoquímica (Novatecnica, São Paulo, Brasil) a 98,5 Cº durante 20 a 30 minutos (pH 

6,0/30 minutos e pH 9,0/20 minutos). 

- Lâminas deixadas em temperatura ambiente durante 15 minutos e lavadas 

em água corrente durante 5 a 10 minutos. 

- Bloqueio de proteína com o reagente Ultravision Protein Block (ref. TA125-

PBQ. Thermo Scientific, Runcorn, Reino Unido) por 10 minutos para reduzir 

colorações de fundo inespecíficas. 

- Aplicação do anticorpo primário nas diluições padronizadas “over night”. 

- Utilização do Kit imuno-histoquímico para imunoperoxidase Cell Marque 

Hidf Detection HRP Polymer System (ref. 954 d-20, Califórnia, USA) ou similar, 

conforme recomendação do fabricante. 

- Revelação da reação com 3,3 Diaminobenzidina/ DAB (Sigma-Aldrich 

Sigma fast, DAB tablets, ref. D4418-50, Missouri, USA) ou similar. A pastilha foi 

diluída em água destilada.  

- Utilização de água para o bloqueio da reação. 

- Cortes contra-corados com Hematoxilina de Harris, e lâminas montadas 

com lamínula e meio de montagem. 

- Visualização em microscópio óptico Nikon Eclipse E200 (NIKON 

Corporation, Tóquio, Japão). 

- Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: CD4, CD8, CD68, TNF-

α, TGF-β1, perforina, NOS2, IL-10, P70/IL-12A e IL17/IL-17A (CELL MARQUE, 

Rocklin, USA ou Novus Biologicals USA, Littleton, USA). 

           Lâminas-controle sabidamente positivas e preconizadas pelo fabricante foram 
utilizadas em cada reação.  

Os anticorpos primários foram utilizados em protocolos de acordo com o 
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quadro 3. 

 
Quadro 3 - Padronização de diluições dos anticorpos primários utilizados. 

Anticorpo 
primário 

Marca 
    Recuperação 
      Antigênica 

Diluição Controle 

CD4 clone 
SP35 

Cell 
Marque 

Banho-maria, Tris 

EDTA 9,0 
1:30 Linfonodo reacional 

CD8 clone 
C8/144B 

Cell 
Marque 

Banho-maria, Tris 

EDTA 9,0 
1:50 Linfonodo reacional 

CD68 clone 
KP1 

Cell 
Marque 

Banho-maria, tampão 

citrate 6,0 
1:200 Linfonodo reacional 

P70/IL-12A 
NBP1-85564 

Novus Bio 
Banho-maria,tampão 

citrate 6,0 
1:50 Pâncreas 

IL-17/IL 17A 
NBP2-14121 

Novus Bio 
Banho-maria, tampão 

citrato 6,0 
1:50 Pâncreas 

TGF-β1 clone 
7F6 

Novus Bio 
Banho-maria, tampão 

citrato 6,0 
1:50 Cólon 

IL-10 clone 
JES3-12G8 

Novus Bio 
Banho- maria,tampão 

citrato 6,0 
1:50 Pâncreas 

Perforina dG9 Novus Bio 
Banho-maria, tampão 

citrato 6,0 
1:20 Baço 

NOS2 clone 
4E5 

Novus Bio 
Banho-maria, tampão 

citrato 6,0 
1:50 

Carcinoma ductal de 

mama 

TNF-α NB600-
587 

 
Novus Bio 

Banho-maria, tampão 

citrato 6,0 
1:100 Linfonodo reacional 

 
 
4.6 Análise microscópica do estudo imuno-histoquímico 
 

As lâminas provenientes do estudo imuno-histoquímico de cada caso foram 

analisadas quanto à positividade para os anticorpos primários utilizados. Para os 

marcadores celulares empregados para fenótipos de linfócitos T CD4+, CD8+ e 

células CD68+ foram realizadas as quantificações das células marcadas por meio de 

metodologia de contagem celular manual, utilizando-se retículo graduado de 1mm² 

(BOECHAT et al., 2016) acoplado à ocular de Microscópio Nikon Eclipse E200 
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(NIKON Corporation, Tóquio, Japão). O número total de células positivas foi obtido 

em 10 campos de grande aumento (CGA), utilizando-se objetiva de 40X em áreas de 

maior representatividade ou celularidade da lesão. Os dados foram colhidos 

utilizando-se formulário de imuno-histoquímica (Apêndice C). 

 

4.7 Revisão de prontuários e obtenção de dados clínicos e laboratoriais 
 

Foram revistos os prontuários dos pacientes selecionados para a obtenção de 

resultados referentes à identificação do agente etiológico por exame microbiológico 

e/ou estudo molecular, quando disponíveis. Foi utilizado ainda, banco de dados 

clínicos e laboratoriais dos referidos pacientes, provenientes do Laboratório de 

Pesquisa Clínica em Dermatologia Infecciosa do INI/ Fiocruz. 
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5 PLANO DE ANÁLISE 
 
 
 

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 às contagens celulares (células T CD4+, CD8+ e 

CD68+) foram calculados a mediana, valores mínimo e máximo para cada fenótipo 

celular. 
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6 ASPECTOS ÉTICOS 
 
 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do INI/FIOCRUZ com 

o número CAAE: 20747213.9.0000.5262. 

Foi utilizado ainda o Termo de Compromisso com a assinatura do pesquisador 

responsável (Apêndice A).  
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7 RESULTADOS 
 
 
7.1 Achados histopatológicos nos micetomas 
 

Os achados histopatológicos à H&E mostraram um padrão morfológico de 

resposta inflamatória específica do tipo granulomatosa nas lesões de eumicetomas 

e actinomicetomas, chamando a atenção para um padrão mais exsudativo com maior 

acúmulo de neutrófilos nos micetomas actinomicóticos.  

A análise da epiderme nas 22 amostras de micetomas revelou a presença de 

acantose (64%), hiperceratose (64%), paraceratose (45%) e exocitose (36%) por 

células inflamatórias como linfócitos e neutrófilos, ao lado de espongiose (41%) e 

ulceração (18%), conforme a figura 1. Em oito casos (36%) não foi possível a análise 

da epiderme pois não houve exposição da mesma na amostra, devido a 

particularidades da retirada da amostra (amostras profundas) ou decorrente de 

ulceração 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 distribuição difusa ou restrita a uma área da 

lesão. Hiperplasia pseudo-epiteliomatosa foi encontrada em dois casos. 

A reação inflamatória granulomatosa nos micetomas comprometeu 

principalmente a derme reticular e a hipoderme, e acúmulos de neutrófilos, linfócitos 

e histiócitos foram vistos no interior ou fora dos granulomas, conforme figura 2. 

Plasmócitos e eosinófilos foram observados na periferia dos granulomas. 

O achado de grãos em processo de eliminação proporcionou a visualização 

dos mesmos na epiderme (Figura 3) em um caso de actinomicetoma e um caso de 

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

 
Coluna azul variável positiva, coluna vermelha variável negativa e coluna cinza variável não avaliada.  
 
 
Figura 2 - Actinomicetoma. Processo inflamatório granulomatoso localizado na derme reticular. H&E, 
200X. 
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Figura 3 - Actinomicetoma. Grãos hialinos subcórneos compostos por bactérias filamentosas, ao lado 
de material fibrinonecrótico e trajeto fistuloso. H&E, 400X. 

 

 

 

Nos casos de actinomicetomas, o processo inflamatório foi observado 

estendendo-se da derme papilar a derme reticular. Comprometimento da hipoderme 

não foi observado (figura 4). Na análise da epiderme observou-se alterações como 

acantose, hiperceratose e paraceratose em 100% das amostras de actinomicose 

(figura 4), melhor ilustrada na figura 5. Não foi observada ulceração nestas amostras. 

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

dos casos, 33% de paraceratose, 33% de exocitose por linfócitos e 28% por 

polimorfonucleares. Espongiose foi vista em 33% dos casos e ulceração 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 - Alterações epidérmicas e extensão do comprometimento dérmico nos quatro casos de 
actinomicetomas em amostras cutâneas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva, coluna vermelha variável negativa e coluna cinza variável não avaliada.  

 

Figura 5 - Actinomicetoma. Hiperceratose e paraceratose. H&E, 400X. 
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Figura 6 - Alterações epidérmicas e extensão do comprometimento dérmico nos 18 casos de 
eumicetomas em amostras cutâneas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva, coluna vermelha variável negativa e coluna cinza variável não 

avaliada.  

 

 

A derme revelou em todos os casos um processo inflamatório misto com 

componentes celulares mononucleares e polimorfonucleares distribuídos 

irregularmente e configuração granulomatosa. A derme papilar apresentou na 

maioria dos casos um infiltrado inflamatório discreto perivascular composto 

principalmente por linfócitos, plasmócitos e alguns neutrófilos e histiócitos, 

semelhante ao observado em processos inflamatórios inespecíficos. Quando foram 

identificados a presença de trajeto fistuloso ou ulceração, o infiltrado inflamatório 

torna-se significativamente exuberante nesta topografia, podendo ser vistos 

granulomas e grãos dos microrganismos. 

Neutrófilos foram vistos em grande número no centro dos granulomas e ainda, 

no interior e permeando a parede de vasos. 

Na derme reticular média e profunda foi observado exuberante infiltrado 

inflamatório composto por linfócitos, histiócitos, plasmócitos, neutrófilos, eosinófilos 

e células gigantes multinucleadas do tipo Langhans e do tipo corpo estranho.  
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Os linfócitos, histiócitos e plasmócitos foram numerosos nas lesões. Os 

histiócitos permeavam o processo inflamatório difusamente, e foram vistos 

configurando granulomas e em grande número na periferia da inflamação. Achados 

relacionados aos percentuais de células inflamatórias observadas e tipos de 

granulomas encontrados nos micetomas em geral são ilustrados na figura 7. 

A pesquisa de células inflamatórias identificou em 100% dos casos de 

actinomicetoma a presença de linfócitos, plasmócitos, eosinófilos, neutrófilos e 

histiócitos (Figura 8).  

Os eumicetomas apresentaram 100% de evidência de linfócitos, plasmócitos, 

neutrófilos e histiócitos. Eosinófilos 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 

proporções iguais, enquanto foram observadas em 28% e 67% respectivamente, nos 

casos de eumicetoma.  
 

 
Figura 7 -. Células inflamatórias e tipos de granulomas encontrados nas lesões cutâneas de 22 casos 
de micetomas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
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Figura 8 - Células inflamatórias e tipos de granulomas encontrados nas lesões cutâneas de 
actinomicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
 
 
Figura 9 - Células inflamatórias e tipos de granulomas encontrados nas lesões cutâneas de 
eumicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa. 
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Figura 10 - Eumicetoma. Células gigantes multinucleadas do tipo Langhans. (H&E), 400X. 

 
 

 
Figura 11 - Eumicetoma. Grão de fungos demáceos, envolto por células gigantes multinucleadas do 
tipo corpo estranho em granuloma tipo corpo estranho. H&E, 400X. 
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Nosso estudo identificou granulomas contendo ou não grãos no seu interior, 

na maioria dos casos com padrões tipo corpo estranho (Figura 11) e supurativo 

(Figura 12). 

O achado de granulomas esteve presente em todas as amostras de ambos os 

grupos. Nos actinomicetomas foram distribuídos com padrões: supurativo (75%), 

necrobiótico (25%) e epitelioide (50%). Nos eumicetomas observamos os padrões: 

supurativo (89%), necrobiótico (17%), corpo estranho (50%) e epitelioide (33%). Não 

observamos granulomas com padrões tuberculoide e sarcoide, conforme figuras 8 e 

9. 
 

 

Figura 12 - Eumicetoma. Granuloma supurativo contendo grão de fungos demáceos. 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 não foi observada (Figuras 14, 
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15 e 16).  

Encontramos grãos dispostos principalmente na derme reticular média e 

profunda (Figuras 17 e 18) e tecido celular subcutâneo, porém foi possível identificá-

los na derme superior e em meio à camada córnea, relacionados à eliminação de 

grãos (dois casos). Fenômeno 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 fenômeno de Splendore-Hoeppli encontrados nas lesões 
cutâneas de 22 casos de micetomas, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 

Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
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Figura 14 - Identificação dos tipos de necrose, presença de grãos na lesão, fibrose e fenômeno de 
Splendore-Hoeppli encontrados nas lesões cutâneas de actinomicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 
a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
 
 
Figura 15 - - Identificação dos tipos de necrose, presença de grãos na lesão, fibrose e fenômeno de 
Splendore-Hoeppli encontrados nas lesões cutâneas de eumicetoma, Rio de Janeiro, Brasil, 1998 a 
2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
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Figura 16– Eumicetoma. Necrose do tipo fibrinoide, ao lado de grãos de fungos demáceos e 
neutrófilos. Hematoxilina&Eosina (H&E), 400X. 

 
 

 
Figura 17 - Actinomicetoma. Grão de bactérias filamentosas. Hematoxilina&Eosina (H&E), 400X. 
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Figura 18 - Eumicetoma. Grão hialino composto por elementos fúngicos. Hematoxilina&Eosina 
(H&E), 400X. 

 
 

 
Figura 19 - Actinomicetoma. Fenômeno de Splendore- Hoeppli caracterizado por área radial de cor 
fúcsia localizada na periferia do grão. Tricrômico de Gomori, 400X. 
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Figura 20 – Actinomicetoma. Fibrose localizada na derme reticular ao redor do granuloma composta 
por feixes colágenos corados em verde. Tricrômico de Gomori, 200X. 

 
 
 

A identificação dos agentes infecciosos presentes nos grãos foi realizada 

pelas colorações 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 fúngicos, de acordo com as figuras 21 e 22, respectivamente. Os fungos 

foram positivos quando corados por colorações 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 

refratários ao PAS com morfologia delicada, representados por delgados filamentos 

alongados, conforme figuras 21 e 22. Características macroscópicas e microscópicas 

observadas ao H&E e colorações especiais dos grãos foram tabuladas no quadro 4. 
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Quadro 4 - Características macroscópica e microscópica dos grãos em 22 casos de micetomas, Rio 
de Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 

 

Figura 21- Avaliação das colorações especiais em amostras cutâneas de actinomicetoma, Rio de 
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva, coluna vermelha variável negativa e coluna cinza não houve 
representação do grão nesta variável.  
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Figura 22 - Avaliação das colorações especiais em amostras cutâneas de eumicetoma, Rio de 
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa. 
 
 
 
Figura 23 - Eumicetoma. Grão exibindo hifas septadas e elementos redondos de cor acastanhada 
com impregnação argêntica. Prata metenamina de Grocott, 1000X. 
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Figura 24 - Actinomicetoma.Grão de Nocardia sp contendo filamentos bacterianos álcool-ácido-
resistentes de cor fúccia. Wade, 1000X. 

 
 

 
Figura 25 - Actinomicetomas. Grão contendo filamentos bacterianos Gram positivos. Gram Brown-
Brenn, 1000X. 
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Figura 26 - Actinomicetoma. Grão contendo filamentos bacterianos de cor acastanhada pela 
impregnação argêntica. Prata metenamina de Grocott, 1000X. 

 

 
 
7.2 Achados imuno-histoquímicos nos micetomas 
 

 

O estudo imuno-histoquímico revelou linfócitos com fenótipo CD4+ (Figura 27), 

CD8+ e células CD68+ (Figura 28), presentes em proporções variáveis em cada caso, 

dispostas principalmente na derme e hipoderme em meio ao processo inflamatório e 

granulomas. As células CD68+ localizaram-se no interior e predominantemente na 

periferia dos granulomas. Linfócitos T CD4+ e CD8+  foram observados ao redor dos 

granulomas e mais perifericamente nas lesões, quando comparados às células 

CD68+. Linfócitos CD8+ foram observados ao redor de vasos e próximos aos locais 

de inflamação (Figura 29). A contagem de número total de células inflamatórias/10 

campos de grande aumento (CGA) revelou a seguinte distribuição 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 estão ilustrados 

na Figura 30 e, separadamente, os dados referentes aos actinomicetomas e 

eumiicetomas nas figuras 31 e 32, respectivamente. 
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Figura 27 - Células T CD4+ localizadas na derme em meio ao processo inflamatório. Técnica de 
imuno-histoquímica, 400X. 

 
 

 

Figura 28 - Numerosos macrófagos CD68+ localizados na periferia do granuloma.Técnica de imuno-
histoquímica, 400X. 
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Figura 29 - Células T CD8+ isoladas e perivasculares. Técnica de imuno-histoquímica, 400X. 

 
 

 
Figura 30 - Detecção e contagem do número de células/10 CGA (células T CD4+, T CD8+ e CD 68+ ) 
pelo estudo imuno-histoquímico em amostras cutâneas de 22 casos de micetomas, Rio de Janeiro, 
Brasil, 1998 a 2015. 
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Figura 31 - Detecção e contagem do número de células/10 CGA (células T CD4+, T CD8+ e CD 68+ ) 
pelo estudo imuno-histoquímico em amostras cutâneas de quatro casos de actinomicetomas, Rio de 
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015.

 

 
 
Figura 32 - Detecção e contagem do número de células/10 CGA (células T CD4+, T CD8+ e CD 68+ ) 
pelo estudo imuno-histoquímico em amostras cutâneas de 18 casos de eumicetomas, Rio de Janeiro, 
Brasil, 1998 a 2015. 
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Análise 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 inflamatórias (linfócitos e macrófagos) e ainda, com disposição 

extracelular. Antígenos para perforina foram identificados no citoplasma de 

neutrófilos e NOS2 em macrófagos e células mesenquimais em todas as amostras. 

Foram identificadas IL-10 (73%), IL-12 (95%), IL-17 (95%),TNF-α (100%),  TGF-β1 

(95%), NOS2 (100%), perforina (91%) (Figuras 36, 37, 38 e 39, respectivamente) 

compreendendo a totalidade dos micetomas , conforme figura 40. 

Nos actinomicetomas foram observados antígenos para IL-10 (75%) e demais 

marcadores como IL-12 (100%), IL-17 (100%), TNF-α (100%), TGF-β1 (100%), 

NOS2 (100%) e perforina (100%). Os eumicetomas apresentaram positividade de 

100% somente para TNF-α e NOS2, e valores inferiores para os demais 

marcadores, conforme figura 41 e 42. 
 

 
 
Figura 33 - Identificação de antígenos de IL-17 em linfócitos. Técnica de imuno-histoquímica, 1000X. 
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Figura 34 - Identificação de antígenos de IL-10 em linfócitos e macrófagos. Técnica de imuno-
histoquímica, 400X. 

 

 
Figura 35 - Identificação de antígenos de IL-12 em linfócitos. Técnica de imuno-histoquímica, 400X. 
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Figura 36 - Identificação de antígenos de TGF-β1, com padrão granular no citoplasma de macrófagos 
e linfócitos. Técnica de imuno-histoquímica, 400X. 

 
 
 
Figura 37 -  Identificação de antígenos de TNF-α, com padrão granular em macrófagos, plasmócitos 
e extracelular. Técnica de imuno-histoquímica, 400X. 
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Figura 38 - Identificação de antígenos de NOS2 com padrão granular no citoplasma de macrófagos e 
extracelular. Técnica de imuno-histoquímica, 400X. 

 
  
 
Figura 39 - Identificação de antígenos de perforina com padrão granular no citoplasma de neutrófilo. 
Técnica de imuno-histoquímica, 1000X. 
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Figura 40 - Análise do estudo imuno-histoquímico dos antígenos teciduais para pesquisa de citocinas 
e mediadores inflamatórios pesquisados em amostras cutâneas de 22 casos de micetomas, Rio de 
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
 
 
Figura 41 - Análise do estudo imuno-histoquímico dos antígenos teciduais para pesquisa de citocinas 
e mediadores inflamatórios pesquisados em amostras cutâneas de actinomicetomas, Rio de Janeiro, 
Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa. 
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Figura 42 -  Análise do estudo imuno-histoquímico dos antígenos teciduais para pesquisa de 
citocinas e mediadores inflamatórios pesquisados em amostras cutâneas de eumicetomas, Rio de 
Janeiro, Brasil, 1998 a 2015. 

 
Coluna azul variável positiva e coluna vermelha variável negativa.  
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7.3 Dados demográficos, criterios de inclusão, exclusão e dados laboratoriais  
 

Os dados referentes à casuística estudada, diagnóstico histopatológico e 
microbiológicos foram parcialmente utilizados e publicados no artigo submetido na 
PLOS Neglected Tropical Diseases, 2017. O artigo publicado teve como foco 
principal os aspectos clínicos e epidemiológicos. 
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8 DISCUSSÃO 
 
 

Os achados histopatológicos observados ao H&E mostraram um padrão 

inflamatório semelhante nas lesões nos eumicetomas e actinomicetomas. A reação 

inflamatória encontrada foi específica, de padrão 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 à 

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 histiócitos e neutrófilos nos 

micetomas. Porém, observamos ainda, granulomas tipo corpo estranho, epitelioide, e 

intersticial ainda que em número menor de casos, configurando resposta inflamatória 

aos agentes microbianos. 

As alterações epidérmicas encontradas como acantose, hiperceratose, 

paraceratose, espongiose, exocitose e ulceração, provavelmente são secundárias ao 

envolvimento dérmico pelo processo inflamatório. A acantose foi observada nos dois 

grupos de micetomas com distribuição difusa ou restrita a uma área da lesão, com 

alongamento dos cones interpapilares, acompanhada ou não 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 à hiperplasia pseudo epiteliomatosa nos micetomas, também foram 

observados por Estrada et al. (2012). A descrição dos demais achados epidérmicos 

acima relatados não foi encontrada na literatura. 

A exocitose é atribuída por autores como Farmer e Hood (2000) como uma 

das alterações epidérmicas relacionadas aos processos inflamatórios da pele. Estes 

achados nos eumicetomas e actinomicetomas, embora previsíveis, não possuem 

relatos de sua frequência na literatura.  

Ulceração e eliminação de grãos foram vistos em dois casos (um de 

actinomicetoma e um de eumicetoma) com o encontro dos grãos na derme papilar e 

epiderme, corroborando para relatos clínicos descritos na literatura de saída 

espontânea de grãos através dos trajetos fistulosos (DO VALLE; WELSH; VERA- 

CABRERA, 2006).  

A derme revelou em todos os casos um processo inflamatório misto com 
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componentes celulares mononucleares e polimorfonucleares distribuídos 

irregularmente, indicativos dos fenótipos CD4+, CD8+ e CD68+ vistos nos estudos 

imuno-histoquímicos. Os linfócitos T CD4+ e CD8+ foram identificados na periferia dos 

granulomas e mais perifericamente aos histiócitos presentes nos granulomas. A 

derme reticular média e profunda encontrou-se invariavelmente comprometida com 

exuberante infiltrado inflamatório composto por linfócitos, histiócitos, plasmócitos, 

neutrófilos, eosinófilos 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 inflamatório 

discreto perivascular composto principalmente por linfócitos, plasmócitos e alguns 

neutrófilos e histiócitos, semelhante ao observado em processos inflamatórios 

inespecíficos. Nos actinomicetomas observamos infiltrados inflamatórios mais 

exuberantes nesta localização, indicativos de compromentimento mais superficial da 

derme pelo processo inflamatório, se comparado aos achados das amostras dos 

eumicetomas, onde o comprometimento foi mais profundo, envolvendo derme 

reticular e hipoderme. 

A descrição da localização das células inflamatórias observadas, bem como a 

sua localização microscópica na pele e tecido celular subcutâneo contribui para um 

melhor entendimento do processo inflamatório nos micetomas e consequentemente 

proporciona uma melhor acurácia no diagnóstico histopatológico. Portanto, biópsias 

superficiais de lesões de micetomas, onde não há a representação da área principal 

de inflamação, caracterizada pelos granulomas e presença de grãos comprometem 

a acurácia do diagnóstico histopatológico definitivo de micetoma. Nestas situações, 

diagnósticos de processos inflamatórios inespecíficos poderiam ser atribuídos às 

biopsias, o que levariam a novos procedimentos de retiradas de amostra para 

exames histopatológicos, retardo no diagnóstico e tratamento adequado. É 

fundamental enfatizar a importância de obtenção de amostras para estudo 

histopatológico com representação substancial da derme e hipoderme em biopsias 

de nódulos cutâneos e subcutâneos na investigação diagnóstica de micetomas. 

Os linfócitos, histiócitos e plasmócitos são numerosos nas lesões. Os 

neutrófilos foram observados dispostos difusamente ou organizados sob a forma de 

microabscessos. Estes últimos, dispostos no interior dos granulomas ou ao redor dos 

grãos. Neutrófilos puderam ser vistos ainda, no interior de vasos e permeando a 
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parede dos mesmos. Quando havia a presença de trajeto fistuloso ou ulceração, o 

infiltrado inflamatório tornou-se significativamente exuberante nesta topografia, 

podendo ser vistos granulomas e grãos dos microrganismos. Tais achados são 

indicativos de que as áreas de maior reação inflamatória e sinais de flogose, parecem 

ser as mais prováveis do encontro dos grãos e devem ser preferencialmente as 

escolhidas como local de biópsias para o diagnóstico dos micetomas. 

Os macrófagos constituíram a população de células inflamatórias mais 

proeminentes nos micetomas, em especial nos eumicetomas. Foram observadas 

ainda, histiócitos com diferenciação para células epitelioides, células gigantes 

multinucleadas do tipo Langhans e do tipo corpo estranho, em meio ao processo 

inflamatório. Histiócitos xantomatosos com amplo citoplasma claro foram observados 

na periferia dos granulomas. Células gigantes multinucleadas do tipo corpo estranho 

foram mais frequentemente observadas em relação às do tipo Langhans nos nossos 

casos, e encontradas em maior número nos eumicetomas, quando comparados aos 

actinomicetomas. Geralmente as células gigantes tipo corpo estranho são mais 

frequentemente encontradas em processos inflamatórios de natureza fúngica, 

enquanto as células gigantes do tipo Langhans são descritas nas micobacterioses, 

em especial na tuberculose. Não encontramos na literatura trabalhos com descrição 

quantitativa da população de células gigantes nos micetomas. 

Nosso estudo identificou granulomas contendo ou não grãos no seu interior, 

na maioria dos casos com padrões do tipo corpo estranho e supurativo. Chamou a 

atenção que granulomas com padrão sarcóide e tuberculóide, encontrados em outros 

tipos de processos granulomatosos, não foram observados em nosso estudo.  

Necrose no interior dos granulomas foi vista, e os padrões fibrinoide (com 

aspecto hialino e amorfo) e liquefativo (com grande número de neutrófilos e restos 

celulares) foram os mais frequentemente observados, decorrentes da morte celular 

e destruição de microrganismos. Necrose caseosa não foi observada em nenhuma 

de nossas amostras. Não encontramos na revisão da literatura uma descrição 

morfológica detalhada dos tipos de granulomas e necrose possíveis de serem 

encontrados nos micetomas e sua distribuição nas lesões. 

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 vigência de grãos nas lesões, promovendo a distorção do 

colágeno dérmico e a hialinização da derme na H&E. A fibrose encontrava-se 
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distribuída difusamente na derme e/ou ao redor dos granulomas e grãos; melhor 

visualizada pela técnica de tricrômico de Gomori. A presença da fibrose nas lesões 

pode ser um fator indicativo da perpetuação dos agentes infecciosos nas lesões e 

mecanismo de proteção aos grãos de microrganismos dos agentes antimicrobianos. 

Achados citando a fibrose em micetomas são vistos na literatura nos eumicetomas 

e actinomicetomas, como por exemplo, os descritos por Welsh; Vera-Cabrera; 

Salinas-Carmona (2007); Ibrahim et al.  (2013) e Severo e Graudenz (2015), porém 

não encontramos estudos quantitativos nas lesões. 

A hipoderme quando exposta na amostra e não comprometida pela lesão 

revelou infiltrado inflamatório misto discreto e traves fibróticas delgadas. Tais 

achados foram vistos nos casos de actinomicetomas. Este achado pode ser 

atribuído ao fato dos processos inflamatórios presentes nestas amostras, se 

localizarem preferencialmente na derme, decorrendo em processos reparativos e 

cicatriciais (fibrose) nesta mesma localização. 

Em nosso estudo encontramos grãos dispostos principalmente na derme 

reticular média e profunda, e tecido celular subcutâneo, porém foi possível identificá-

los na derme superior e em meio à camada córnea e subcórnea, nos casos em que 

foi possível surpreender histologicamente a eliminação de grãos (dois casos). 

Achados semelhantes foram descritos por Nenoff et al. (2015). 

A identificação de grãos fúngicos e actinomicóticos foi baseada nas 

características histológicas dos grãos ao H&E como tamanho, forma e presença ou 

não de pigmentação, e contribuíram para a indicação do provável agente etiológico 

e permitiram a diferenciação entre eumicetomas e actinomicetomas, conforme já 

descrito na literatura por Londero et al. (2002); Welsh; Vera-Cabrera; Salinas-

Carmona (2007); Ibrahim et al.  (2013) e Severo e Graudenz (2015).  

A presença de material radiado e hialino ao H&E, conhecido como fenômeno 

de Splendore-Hoeppli, foi identificada na periferia dos grãos com formação de cimento 

e observado nos eumicetomas e actinomicetomas, e pode ser atribuída a depósito de 

debris celulares e imunoglobulinas (RODIG; DORFMAN, 2001). Tal achado foi citado 

nos micetomas por Chandler; Kaplan; Ajello (1980). 

Os microrganismos fúngicos foram melhor visualizados pela microscopia óptica 

quando corados por colorações especiais pelo método de PAS e Prata metenemina 

de Grocott, podendo facilmente se identificar as estruturas fúngicas, na maioria sob a 

formas de hifas ramificadas, e negativos pelas colorações 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 álcool-ácido resistência dos 

filamentos bacterianos, o que permitiu a afirmação do gênero Nocardia. Achados 

semelhantes foram relatados por Samaila e Abdullahi (2011) e Severo e Graudenz 

(2015). 

O presente estudo procura consubstanciar as descrições histopatológicas 

encontradas na literatura ressaltando o valor do exame histopatológico como 

instrumento diagnóstico nos micetomas. O exame histopatológico possui algumas 

vantagens em relação à métodos diagnósticos, como demandar menos tempo que 

os exames microbiológicos, além da facilidade de armazenamento e transporte das 

amostras. Vale ressaltar que amostras emblocadas em parafina, quando 

adequadamente armazenadas, permanecem indefinidamente disponíveis para 

novos estudos histopatológicos, imuno-histoquímicos e moleculares, se necessário.  

O estudo imuno-histoquímico identificou linfócitos com fenótipo CD4+, CD8+ e 

células CD68+, localizados em maior número na derme e hipoderme, e por vezes na 

epiderme, determinando a presença dessas células na resposta inflamatória dos 

micetomas. Achados semelhantes foram descritos por Guimarães, Castro e Sotto 

(2003), que reportaram a população de linfócitos T nas reações teciduais cutâneas de 

micetomas com a presença de fenótipos CD4+ e CD8+. Em nosso estudo a 

quantificação realizada pelo método de contagem celular, identificou estas duas 

populações de células e revelou maior participação de linfócitos CD8+ em relação aos 

linfócitos CD4+ nos actinomicetomas e eumicetomas. No entanto, houve um 

predomínio de células CD68+ nos dois grupos, com uma maior presença deste 

fenótipo nos eumicetomas.  

Nossos achados com relação aos fenótipos de células linfoides CD4+, CD8+ e 

CD68+ identificados nos micetomas são similares aos descritos anteriormente nas 

respostas imunes em micetomas causados por S. somaliensis com técnicas de imuno-

histoquímica com o uso de anticorpos anti-CD15+, CD3+, CD20+ e células com fenótipo 

CD68+, demonstrando a participação de populações de linfócitos, neutrófilos e 

macrófagos nas lesões (EL-HASSAN et al., 2001).  

Os linfócitos foram observados localizados principalmente na periferia dos 

granulomas e ainda, dispostos ao redor de vasos. A disposição perivascular teve um 

predomínio dos linfócitos T CD8+, cuja descrição não encontramos na literatura. A 
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presença de linfócitos perivasculares poderia ser atribuída ao recrutamento dos 

linfócitos aos locais de inflamação, a partir da população de monócitos circulantes.  

Recentemente, foi atribuído às células T CD4+ e CD8+ a participação nas 

respostas inflamatórias de algumas infecções fúngicas 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 

imunológicas relacionados à leishmaniose tegumentar americana também citam o 

papel de células Th1 CD4+ e modulação pelo IFN-Ɣ (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 

2015, cap. 16, p.347-353). Papel semelhante no combate aos elementos microbianos 

pode ser atribuído a estas células nos micetomas.  

Nosso estudo detectou antígenos para citocinas IL-17, IL-10 e IL-12 com 

padrão granular citoplasmático em células inflamatórias como linfócitos, neutrófilos e 

macrófagos e com disposição extracelular nas lesões teciduais dos actinomicetomas 

e eumicetomas.  

Estudos anteriores também identificaram a presença de IL-10 e IL-12 em lesões 

por algumas cepas de Cryptococcus neoformans, demonstrando a inibição da 

produção de citocinas como o TNF-α e a IL-12 por macrófagos, que por sua vez, 

estimulam a produção de IL-10 e a inibição da ativação de macrófagos, diminuindo 

sua participação na resposta inflamatória, fazendo uma autorregulação negativa.  

Outros estudos envolvendo o papel de algumas citocinas em micetomas 

relataram níveis altos de citocinas Th1 (IFN-ƔTNF-α, TGF-β1 e IL-2) em pacientes 

com micetomas por M. mycetomatis tratados cirurgicamente quando comparados com 

pacientes sem intervenção cirúrgica; em contraste com níveis baixos de citocinas Th2 

(IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) quando feita a mesma comparação. Os autores sugeriram que 

estes resultados apontam para uma resposta contra o fungo baseada na fase 

adaptativa, bem como a extensão da infecção, tempo de evolução e prognóstico 

(NASR et al., 2016). Estes achados são indicativos da circulação sanguínea destas 

citocinas em pacientes com micetomas e nosso estudo corrobora com estes achados, 

com a demonstração de algumas destas citocinas na resposta inflamatória tecidual 

nos locais da lesão. 

Pesquisas envolvendo citocinas e micetomas, em sobrenadantes de células 

linfoides periféricas de pacientes portadores de actinomicetomas por N. brasiliensis, 

sugerem que os pacientes possuem produção elevada de IFN-Ɣ e concentrações de 

IL-4, IL-10 e TNF–α circulantes, mediadores presentes na resposta inflamatória 
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linfocitária tipo Th2 (MÉNDEZ-TOVAR et al., 2004). Em nosso estudo identificamos a 

presença de antígenos para IL-10, TNF–α e TGF-β1 nas lesões de actinomicetomas 

e eumicetomas, tais achados são indicativos da participação destas citocinas na 

regulação da resposta inflamatória. O encontro de antígenos para IL-10 e IL12 são 

fatores importantes para um padrão de resposta tipo Th1 e Th2 nos eumicetomas e 

actinomicetomas. 

Alguns autores sugerem ainda, que a IL-10 seja responsável por uma maior 

susceptibilidade a desenvolver micetomas e pode determinar a gravidade das formas 

clínicas. Aumento dos níveis 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 infecção por N. brasiliensis poderia induzir 

a uma imunossupressão local provavelmente relacionada à produção de IL-10.  

 Antígenos para perforina foram encontrados no citoplasma de neutrófilos 

localizados na derme e epiderme, com padrão granular citoplasmático, presentes 

em todos os casos de actinomicetomas e 16/18 casos de eumicetomas. De acordo 

com a atuação da perforina nos processos inflamatórios descritos na literatura, 

podemos concluir que o seu encontro nas lesões teciduais são indicativos de sua 

participação nos mecanismos de respostas inflamatórias teciduais de actinocetomas 

e eumicetomas, atuando na morte celular. Achados semelhantes não foram 

encontrados na literatura. 

Nosso estudo demonstrou a presença de NOS2 em todos os casos de 

actinomicetomas e eumicetomas estudados, sugerindo sua participação na resposta 

inflamatória tecidual, atuando nos mecanismos de morte celular das células alvo, 

através de formação de peroxinitritos. A produção de óxido nítrico, presente em 

neutrófilos e macrófagos, é induzida pela enzima NOS. O óxido nítrico constitui um 

potente agente antimicrobiano (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009). Estudos 

imuno-histoquímicos demonstrando a presença de NOS2 em lesões teciduais em 

séries de actinomicetomas e eumicetomas não foram encontrados. 

Meester, Rosas-Taraco e Salinas-Carmona (2013) encontraram aumento de 

expressão de marcadores pró-inflamatórios como GM-CSF, IFN-Ɣ e NOS em 

infecção experimental de N. brasiliensis, patógeno causador de actinomicetoma em 

camundongos BALB-c. Os autores relatam que a infecção experimental aguda e 

crônica cursa com abscessos e abundantes neutrófilos. Entretanto, observaram um 

aumento de linfócitos no período de semi-resolução do processo, que cursou com 
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alta expressão de IFN-Ɣ e aumento de NOS2, e sugerem uma ativação clássica de 

macrófagos. Descrevem ainda, um aumento local de IL-13 e correlacionam este 

achado com o tamanho das lesões.  

A produção de óxido nítrico produzido pelos neutrófilos parece determinar o 

tamanho das lesões nos eumicetomas causados por M. mycetomatis. Pacientes 

com maior concentração de óxido nítrico desenvolveram lesões maiores do que 

aqueles com menor concentração desta substância (VAN DE SANDE et al., 2007). 

A identificação de NOS2 e TGF-β1 em lesões teciduais de actinomicetomas e 

eumicetomas, descritas em nossa pesquisa é indicativa da participação dessas 

substâncias na resposta inflamatória observada e provável participação na   

resolução do processo, com ativação de linfócitos NK, macrófagos, células T reg e 

aumentando a síntese de colágenos pelos fibroblatos. 

Os estudos realizados no presente protocolo permitiram demonstrar no tecido 

a participação e quantificação dos fenótipos de células inflamatórias T CD4+, T CD8+ 

e CD68+, ao lado da demonstração da participação de citocinas presentes nas 

respostas Th1, Th2 e Th17 nos actinomicetomas e eumicetomas. Substâncias como 

a perforina, presente em grânulos de células T NK e neutrófilos e o óxido nítrico 

parecem atuar na resposta imune aos micetomas. A identificação nos locais das 

lesões, permite uma maior compreensão dos mecanismos inflamatórios e de morte 

celular. 

Os achados morfológicos e imuno-histoquímicos encontrados não se 

encontram descritos em conjunto na literatura e contribuíram 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 ênfase na descrição do 

tipo de resposta inflamatória, identificação dos subtipos de granulomas, necrose 

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

 
 
O presente estudo possui um número pequeno de casos de actinomicetomas 

(N= 4), e eumicetomas (N= 18), pois somente foram selecionados casos com grãos 

vistos no estudo histopatológico. Embora o número de casos não permita um estudo 

estatístico mais detalhado, os achados permitem um estudo com desenho descritivo. 

Porém, sabemos que a ocorrência mundial de micetomas é pequena, e que novas 

contribuições que possam enriquecer o conhecimento da doença são importantes 

para a literatura e a prática médica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 
 
10 CONCLUSÃO 
 

 

Os achados histopatológicos da pele e tecido celular subcutâneo dos 

eumicetomas e dos actinomicetomas, ao H&E, são semelhantes, com padrão de 

reação inflamatória tecidual granulomatosa associada a fibrose e maior frequência 

de achados supurativos nos eumicetomas. 

O encontro de grãos no estudo histopatológico em H&E, e a identificação de 

bactérias filamentosas positivas ao Grocott e ao Gram Brown-Brenn ou de fungos 

positivos ao Grocott e ao PAS permitem o diagnóstico de actinomicetoma ou 

eumicetoma, respectivamente. 

Os fenótipos das células inflamatórias presentes nas lesões de pele e tecido 

celular subcutâneo, identificados por intermédio de estudos imuno-histoquímicos, 

definem a participação de linfócitos T CD4+ e CD8+ e células CD68+ nos eumicetomas 

e actinomicetomas, com predomínio de células CD68+nos dois grupos estudados, 

com numerosas células CD68+ nas amostras de eumicetomas. Células CD8+ foram 

observadas em maior número nos actinomicetomas e eumicetomas quando 

comparadas às células CD4+. 

As interleucinas IL-10, IL-12, IL-17, TNF-α, TGF-β1, foram identificadas nas 

lesões teciduais de pele e tecido celular subcutâneo dos eumicetomas e 

actinomicetomas por intermédio de estudos imuno-histoquímicos, indicando a 

participação destas interleucinas como fatores autorregulatórios positivos e negativos 

da resposta inflamatória nos micetomas. 

Os achados imuno-histoquímicos dos fenótipos celulares somados aos 

marcadores de interleucinas estudados apontam para respostas inflamatórias 

teciduais do tipo Th1, Th2 e Th17 presentes nos eumicetomas e actinomicetomas. 

A presença de antígenos nos locais das lesões de pele e tecido celular 

subcutâneo para perforina e NOS2, sugere a participação destas na resposta 

inflamatória dos eumicetomas e actinomicetomas colaborando para a facilitação de 

mecanismos de morte celular e combate aos agentes infecciosos. 
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12 APÊNDICES 
 
Apêndice A – Termo de compromisso e responsabilidade 

 
 
Eu, Janice Mery Chicarino de Oliveira Coelho, autora do projeto de pesquisa 

intitulado, Estudo histopatológico, imuno-histoquímico e imunopatológico dos 

Micetomas em amostras de lesões cutâneas 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, será mantida em um banco de dados sob a minha responsabilidade. 

Os resultados obtidos com esta pesquisa serão divulgados em comunicações 

científicas mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado não será 

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

                                  

Rio de Janeiro, ____ de ___________de 2013. 
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Apêndice B – Formulário de Microscopia 
 
Identificação 
 

Número de bancada:    
 
Caso número:   
 
 
 Análise Microscópica 
 

Alterações da epiderme 

Acantose P N NA 
Hiperceratose P N NA 
Paraceratose P N NA 
Exocitose: 
mononucleares 

P N NA 

Exocitose: 
polimorfonucleares 

P N NA 

Espongiose P N NA 
Ulceração P N NA 

Comprometimento da derme/hipoderme 

Papilar P N NA 
Reticular P N NA 
Hipoderme P N NA 

Presença de células inflamatórias 

Linfócitos P N NA 
Plasmócitos P N NA 
Eosinófilos P N NA 
Neutrófilos P N NA 
Histiócitos P N NA 
Células gigantes: 
tipo Langhans 

P N NA 

Células gigantes: 
tipo corpo estranho 

P N NA 

Outros P N NA 
Presença de granulomas 

Supurativo P N NA 
Tuberculoide P N NA 
Intersticial ou 
necrobiótico 

P N NA 

Corpo estranho P N NA 
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Sarcoide P N NA 
Epitelioide P N NA 
Outros P N NA 

 
Presença de necrose 

Coagulativa P N NA 
Liquefativa P N NA 
Caseosa P N NA 
Fibrinoide P N NA 

Presença de 

Grãos P N NA 
Fibrose P N NA 
Fenômeno de 
Splendore-Hoeppli 

P N NA 

Colorações especiais 

Prata Metenamina 
de Grocott 

P N NA 

Wade P N NA 
Gram P N NA 
PAS P N NA 
Tricômico de Gomori P N NA 
OBS: 

 

Legenda 
 

P – Positivo 
N – Negativo 
NA – Não se aplica 
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Apêndice C – formulário de avaliação imuno-histoquímica 
 
Número de bancada: _____________  
 
Caso número:___________________ 
 
 
Análise Microscópica: 
 
IL-10 P N 
IL-12 P N 
IL-17 P N 
TNF-α P N 
TGF-β1 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 


