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RESUMO

A doenga de Jorge Lobo (DJL) é uma infecgdo fungica profunda,
causada pelo Lacazia loboi, que acomete preferencialmente homens agricultores,
com forma clinica queloidiana e localizagdo nos membros inferiores. A maior
incidéncia € encontrada na Amazoénia brasileira. Ha poucos relatos sobre a resposta
imune tecidual nas lesdes dos pacientes. Este estudo objetiva avaliar uma possivel
participacdo na patogenia da doenca, dos dendrdécitos dérmicos fator Xllla (DD
FXllla) em lesbes cuténeas, através da técnica da imuno-histoquimica. Foram
analisados 33 biopsias cutaneas de pacientes com DJL. O grupo controle foi
representado por 10 biopsias de pele normal procedente de pacientes sem doencas
dermatolégicas e por 61 biopsias de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM).
Os resultados obtidos com a analise dos prontuarios revelaram que a DJL acomete
principalmente homens (84,8%), agricultores (72,7%), com 46-65 anos (51,5%),
procedentes da regido nordeste do estado do Para (51,5%), com forma clinica
queloidiana (81,8%) e localizagdo preponderante das lesbes nos membros
inferiores (45,5). Os valores da contagem de DD FXllla nas lesdes cutaneas de DJL
nao foram influenciados pelas variantes de género, idade, profissao, procedéncia,
forma clinica e localizagao das lesdes. A quantidade de DD FXIllla nos pacientes
com DJL foi maior do que a encontrada no grupo controle de pacientes com pele sa
e no grupo de pacientes com PCM, tanto no aspecto histopatolégico de granuloma
frouxo (GF), como granuloma bem organizado (GBO). Em virtude dos DD FXllla
serem considerados precursores das células de Langerhans (CLs), pode-se sugerir
que o aumento deles na DJL represente um reservatério dérmico para as CLs
epidérmicas e se transformariam nelas continuamente, ndo permitindo sua
diminuicdo. Ja foi demonstrado o aumento de citocinas do perfil Th2 (TGF-3) na
DJL e o aumento de DD FXllla que é capaz de secretar o fator de TNF-q,
observado neste estudo, mostra um predominio do perfil Th1. Quando ha uma
coexpressdo de citocinas de ambos os perfis nha mesma doenga, sugere-se a
existéncia de padroes mistos. Entao, os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que a DJL é uma doencga espectral, com polos de resisténcia e suscetibilidade. O
que talvez explique a existéncia de casos localizados mesmo com longa evolugao
da doenca e casos disseminados como manifestagdo precoce da DJL.

Palavras chaves: Doenca de Jorge Lobo, dendrdcito dérmico, fator Xllla,
imunologia.



ABSTRACT

Jorge Lobo's disease (DJL) is a deep fungal infection caused by Lacazia
loboi which mainly affects males farmers, with the clinical form keloid and location of
the lower limbs. The highest incidence is found in the Brazilian Amazonia. There are
few reports on immune tissue lesions of patients. This study aims to evaluate a
possible role in the pathogenesis of the disease by factor Xllla dermal dendrocytes
(FXIlla DD) in skin lesions, using the technique of immunohistochemistry. 33 skin
biopsies were analyzed from patients with DJL. The control group consisted of 10
normal skin biopsies originating from patients without dermatological diseases and
61 biopsies from patients with paracoccidioidomycosis (PCM). The results obtained
by records analyzing patients' revealed that DJL affects mainly men (84.8%),
farmers (72.7%) with 46-65 years old (51.5%), coming from the northeastern Para
state (51.5%) with clinical form keloid (81.8%) and predominant location of lesions in
the lower limbs (45.5). The values of the count of FXIlla DD in skin lesions of DJL
were not affected by variations in gender, age, occupation, origin, clinical
manifestation and localization of lesions. The amount of FXllla DD in patients with
DJL was higher than that found in the control group of patients with healthy skin and
in the group of patients with PCM to both the histopathology of loose granuloma
(GF) and organized granuloma (GBO). Because of FXllla DD be considered
precursors of Langerhans cells (LCs) can be suggested that their increase in DJL
reflects a reservoir for the LCs and transform them time and again, don’t allowing
their decrease. It has been demonstrated the increase in the levels of Th2 cytokines
(TGF-B) in the DJL, and the increase of FXllla DD that is able to secrete the factor
TNF-a, observed in this study, shows a dominance of Th1. Whereas there is a co
expression of cytokine profiles of both, the study suggests the existence of mixed
patterns. So, the results obtained in this work suggest that DJL is a spectral
disease, with a tendency of resistance or susceptibility. What might explain the
existence of focal cases even with long duration of disease and disseminated cases
like early manifestation of DJL.

Keywords: Jorge Lobo's disease, dermal dendrocytes, Xllla factor, immunology.
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1 INTRODUCAO

A Doenga de Jorge Lobo (DJL) € uma infecgéo fungica profunda, de longa
evolugdo, granulomatosa, causada pelo fungo Lacazia loboi, com progndéstico bom
quanto a vida do paciente, porém reservado quanto a regressoes das lesdes (SILVA,
1994a).

Diferentes denominagdes podem ser encontradas na literatura como
Lacaziose, Mal de Jorge Lobo, Lobomicose, Blastomicose queloidiana, dentre outras
(BARUZZI, 1984).

O relato pioneiro de Jorge Lobo em 1931 na cidade de Recife-Pe, sobre
um paciente procedente da Amazénia motivou varios trabalhos e investigagcées que
culminaram com o surgimento desta nova entidade moérbida, a qual leva seu nome
(LEITE, 1967).

Apo6s a descricdo de Taborda et al. (1999), o agente etiologico da
enfermidade passou a ser chamado de Lacazia loboi. Anteriormente ja recebera
varias nomenclaturas como Glenosporella loboi, Paracoccidioides loboi, Loboa loboi
e outras (HERR, 2001).

O Lacazia loboi € um fungo imperfeito e apresenta-se nas lesoes
cutaneas sob forma arredondada, com parede refringente de duplo contorno. Sua
reprodugdo ocorre através da gemulagdo simples e frequentemente as células
fungicas encontram-se agrupadas formando cadeias com 2 a 8 células (DIAS et al.,
1970).

No Brasil, apesar do predominio amazbnico, merece destaque a alta
prevaléncia entre os indios Caiabi. Ha registros da doencga nas areas amazonicas de
paises limitrofes, como Colédmbia, Venezuela, Guiana Francesa, Peru, Costa Rica e
Suriname. Ha ainda relatos no México, Honduras e Panama, um unico relato nos
EUA, Canada e outro na Europa (VILANI-MORENO, 2002).
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A DJL tem distribuicdo geografica contida nas regides de clima tropical e
subtropical. E descrita nos diversos grupos étnicos, sobretudo nos individuos de
area rural. O sexo masculino e a faixa etaria entre 21 e 45 anos sédo preponderantes
(BARUZZI et al., 1979; OPROMOLLA et al. 2000b).

A constatacdo de uma patogenia pouco esclarecida pode ser melhor
entendida quando lembramos que o agente etiolégico nunca foi cultivado e que as
tentativas de inoculagcdo em animais ainda n&do mostram resultados consistentes
(BRITO; QUARESMA, 2007).

A pele parece ser a porta de entrada do fungo através de traumatismos
por vegetais ou picadas de insetos. O periodo de incubagao € variavel, porém tem
média de 1 a 2 anos. Nao ha relatos comprovando a transmissao inter-humana da
doenca, no entanto, ha casos descritos de transmissao experimental e acidental
desta enfermidade (MARCOQOS, 2001).

Do ponto de vista clinico, a DJL é representada por um polimorfismo
lesional e a forma queloidiana € a mais frequente (OPROMOLLA et al., 1999b,
2000Db).

As regides anatbmicas mais acometidas, nesta enfermidade, sdo os
membros inferiores, seguidos do pavilhdo auricular e membros superiores
(CARCERES, 1991; SILVA; BRITO, 1994b).

A resposta do hospedeiro a infecgdo causada pelo L. loboi varia entre
pacientes. Ha casos localizados de longa evolugdo e casos disseminados como
manifestacdo precoce da doencga. Supde-se que o desenvolvimento clinico da leséo
decorra de condi¢des da injuria tecidual ou imunodeficiéncia. Os mecanismos que
favorecem a disseminacdo e como ela ocorre, sdo desconhecidos (PECHER;
FUCHS, 1988).

O diagnéstico diferencial da DJL com base na morfologia lesional, deve
ser feito com hanseniase, leishmaniose tegumentar, cromomicose, esporotricose,

dermatofibrossarcoma, queloides, dentre outros (LACAZ et al. 1986).
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O exame micolégico direto € um recurso simples e de baixo custo que
pode diagnosticar a doenca. Apesar da grande quantidade de fungos presentes nas
lesbes dos pacientes, as técnicas de culturas atuais ainda ndo sdo capazes de isola-
los (MIRANDA; SILVA, 2005; VILELA et al., 2005).

Do ponto de vista histopatolégico, ha difusa reacado histiocitaria com
aglomerados de células gigantes tipo corpo estranho e tipo Langhans e abundancia
de fungos dentro ou n&do dessas células. Ha intensa fibrose e em menor quantidade
plasmacitos, linfocitos e neutréfilos. A epiderme pode ter aspecto variado com atrofia,
hipertrofia € normalidade numa mesma lesédo (VILANI-MORENO et al., 2005).

A microscopia eletrénica observam-se, no L. Loboi, varios nucleos e no
citoplasma mitocdndrias, reticulo endoplasmatico, vesiculas, ribossomos e gotas de
lipidios (VILANI-MORENO, 2002).

Na DJL, os estudos abordando os aspectos imunolégicos sao raros,
provavelmente pelo L. loboi ainda n&o ter sido cultivado. Nos poucos trabalhos sobre
0 assunto, a grande maioria dos casos emprega antigenos do P. brasiliensis e as
vezes do Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis (LANDMAN, 1988;
VILANI-MORENO, 2002).

Drogas como clofazimina, sulfas, imidazdlicos, anfotericina e 5-
fluorcitosina foram experimentadas, com respostas a desejar. Ha a possibilidade de
se obter a cura definitiva da doenga através da remocgéo cirurgica precoce (ROSA,
1997). Embora os recursos terapéuticos sejam decepcionantes, a doenga nao tem

éxito letal, pois ndo compromete o estado geral do paciente (TALHARI, 1981).

Em relagao a imunidade celular, os estudos feitos por Pecher et al. (1979)
verificaram uma reducao parcial de resposta imune celular dos 14 pacientes
portadores da DJL avaliados. Aspectos ratificados nos relatos de Pecher e Fuchs
(1988).

Apesar de todos esses relatos, ainda pouco se sabe quanto a imunologia
da enfermidade em quest&o. O sistema imune tem como principal fungédo proteger o
hospedeiro contra infecgdes microbianas, portanto € muito importante a descoberta
de como ele age nesta doenga (VILANI-MORENO, 2002).
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A analise do sistema imunoldgico pode ser obtida através da avaliagao da
imunidade celular e humoral. A imunidade celular, por sua vez, pode ser avaliada,
dentre outras maneiras, através das células apresentadoras de antigenos (APC)
(ABBAS, 2005).

O principal tipo de APC envolvido no processo de iniciar a resposta das
células T é a célula dendritica (CD). Ela é fundamental para a imunofisiopatologia
das doencas inflamatérias e infecciosas, faz parte do sistema imune inato e pode ser

encontrada em todos os tecidos humanos (ABBAS, 2005).

Os dendrdcitos dérmicos (DD), células dendriticas presentes na derme
normal que sao identificados pela positividade ao fator de coagulacao Xllla, sao
considerados como macrofagos apresentadores de antigenos e fazem parte do
sistema fagocitico-macrofagico. Podem estar aumentados nas doencas inflamatorias
e tumorais (HOYO, 1993; NESTLE, 1999).

Pela escassez de conhecimentos imunoldgicos na DJL, a investigacao
dos dendrocitos dérmicos nos pacientes portadores desta doencga pode incorporar

novos paradigmas na evolugao desta doenca.
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OBJETIVOS

GERAL:

Avaliar a imunoexpresséo tecidual para dendrocito dérmico (DD) marcado

com fator Xllla nas lesdes cutaneas dos pacientes estudados com DJL.

2.2

ESPECIFICOS:

Quantificar a imunomarcagao para DD marcado com fator Xllla em amostras

teciduais oriundas de lesdes de pacientes com DJL.

Quantificar a imunomarcacéo para DD marcado com fator Xllla em amostras
teciduais oriundas de pele normal provenientes de pacientes sem doencas

dermatolégicas e pele acometida por PCM.

Fazer o levantamento dos dados clinicos e epidemiolégicos dos casos

estudados, correlacionando com o padréao observado na literatura.

Comparar os resultados obtidos da quantidade de DD FXllla nas lesdes
cutédneas dos pacientes estudados com DJL conforme a idade, género,
profissdo, procedéncia, forma clinica e localizacdao das lesdes nos 33

pacientes estudados.

Comparar os resultados imuno-histoquimicos das lesbes cutaneas dos
pacientes estudados com DJL, com amostras de pele normal provenientes de
pacientes sem doengas dermatolégicas e com pele acometida por outra
micose profunda, a PCM, visando uma melhor compreensao da imunologia

desta infecgéao.



23

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DOENCADE JORGE LOBO

3.1.1 Conceito

A DJL é uma micose profunda granulomatosa, de evolugcédo cronica,
causada por um fungo patogénico obrigatério, Lacazia loboi, a qual se manifesta
usualmente por lesbes cutdneas queloidianas, localizadas predominantemente no
pavilhdo auricular e membros inferiores e superiores de humanos. Ha casos
descritos em varios paises da América Latina, porém na Amazdnia brasileira
encontra-se o maior numero de casos (TABORDA et al., 1999a; OPROMOLLA,
2003; MARCOS et al., 2005; VILANI-MORENO; OPROMOLLA, 1997).

3.1.2 Sinonimia:

Diversas nomenclaturas tém sido usadas para esta doenga, como: Micose
de Jorge Lobo, Mal de Jorge Lobo, Doencga de Jorge Lobo, Enfermidade de Jorge
Lobo, Blastomicose queloidiana, Blastomicose queloidiforme de Lobo, Blastomicose
amazoénica, Dermatite blastomicética queloidiana, Lobomicose, Blastomicose tipo
Jorge Lobo, Blastomicose Amazobnica, Granulomatose blastomicéide, Granuloma
micotico de Lobo, “miraip” e “piraip”, estes dois ultimos termos utilizados na lingua
Tupi, Lepra dos Caiabi, falsa lepra e mais recentemente Lacaziose (RODRIGUEZ-
TORO, 1989, 1993; PRADINAUD; TALHARI, 1996; TALHARI; NEVES, 1995;
OPROMOLLA; BARUZZI, 2005).
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3.1.3 Aspectos Historicos:

Jorge de Oliveira Lobo, médico do Recife-Pe (Brasil), em 1931 observou
um paciente do sexo masculino, 52 anos, natural do estado do Amazonas, o qual
corresponde ao 1° caso da DJL. Este paciente apresentava nédulos e placas de
aspecto queloidiano, localizados na regido lombossacral, estendendo-se as regides
gluteas com 19 anos de evolugdo (RODRIGUEZ-TORO, 1989, 1993; PRADINAUD;
TALHARI, 1996; BRITO; QUARESMA, 2007).

O segundo caso foi publicado pelo patologista Amadeu Fialho (1938 apud
RODRIGUEZ-TORO, 1993), em paciente masculino de 55 anos, também natural do
estado do Amazonas, apresentando lesdes queloidianas no pavilhdo auricular, com
12 anos de evolugdo. Nesta publicacdo firmou-se o 1° uso do termo “Lobo’s

disease”.

Posteriormente outros casos brasileiros foram diagnosticados, e Trejos e
Romero (1953), na Costa Rica, descreveram o 1° caso fora do Brasil,
correspondendo ao 11° caso mundial. Em seguida, novas descobertas fora do
territorio brasileiro foram sendo reportadas pela 12 vez: Herrera (1955), no Panama;
Campo-Aasen (1958), na Venezuela; Henao Pelaio (1958), na Colébmbia; Fontan
(1960), na Guiana Francesa; Veersema e Niemel (1965), no Suriname; Rivas (1972),
no Peru; Bhawan (1976), na Guiana Inglesa; Zavala e Perez (1978), no México, e
Recaceochea (1982), na Bolivia. Lacaz, Baruzzi e Rosa (1986) citaram casos em
Honduras e no Equador (PRADINAUD; TALHARI, 1996; TALHARI; NEVES, 1995;
BRITO; QUARESMA, 2007).

O primeiro caso descrito nos Estados Unidos foi em 2000, em paciente
residente na Gedrgia, com antecedente de visita a Venezuela. Ha ainda um relato de
caso no Canada (BURNS, 2000).

O conceito da DJL como sendo uma doenca latino-americana, perdeu a
validade em 1971, quando foi demonstrada pela 1% vez em golfinho (Tursiops
truncatus) capturado na costa da Flérida, por Migaki et al. (1971), quadro
praticamente idéntico ao da DJL (WOODARD, 1972; TABORDA et al., 1999a).
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No total, oito golfinhos, sendo sete da espécie T. truncatus e um Sotalia
guianensis, contaminados com DJL foram observados na costa da Espanha, Florida,
Suriname e Brasil. Ha relato de dois casos em humanos contaminados por contato
com golfinho na Europa (HERR, 2001).

3.1.4 Agente Etiologico

O agente etioldgico da DJL € um fungo que “in vivo” apresenta-se sob a
forma globosa, unicelular, com espessa parede de duplo contorno, refringente, tipo
leveduriforme, com ou sem ramificacbes de cadeias, com trés ou mais células
conectadas por pequenos e estreitos tubulos, conferindo aspecto de colar de contas
ou rosario. Essa configuragao catenular € uma marca micologica da DJL. Apresenta
também, com certa frequéncia, as formas em halteres (HERR, 2001; AZULAY;
AZULAY, 2006).

As células fungicas medem de 5 a 12 ym de didmetro, sdo detectadas em
varios corantes fungicos e podem ser realgadas pelos métodos histoquimicos de
acido de Schiff (PAS) e pela prata-metenamina (Grocott-Gomori) (HERR, 2001;
TABORDA et al., 1999a).

Em virtude do agente etiologico nunca ter sido cultivado, a identificacao
taxonémica do fungo tem sido controversa. Muitas nomenclaturas ja foram utilizadas
como Glenosporella loboi (FONSECA FILHO; AREA LEAO, 1940), Blastomyces
brasiliensis (CONANT; HOWELL, 1941), Glenosporopsis amazonica (FONSECA
FILHO, 1943), Paracoccidioides loboi (ALMEIDA; LACAZ, 1949), Blastomyces loboi
(LANGERON; VANBREUSEGHEM, 1952), Loboa loboi (CIFERRI; AZEVEDO;
CAMPOS; CARNEIRO, 1956), Lobomyces loboi (BORELLI, 1958) (LACAZ et al.,
1994; PRADINAUD; TALHARI, 1996; HERR, 2001).

Taborda e McGinnis (1999b) propuseram a designagao Lacazia loboi, a

qual é utilizada na atualidade.
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Baseados na morfologia leveduriforme e em estudos utilizando sondas de
DNA, podemos dizer que o L. loboi faz parte do reino Fungi. Conforme recentes
estudos de biologia molecular, o agente da DJL se assemelha filogeneticamente e
antigenicamente ao P. brasiliensis, e ambos pertencem a ordem Onygenales
juntamente com outros fungos dimodrficos patogénicos, como Blastomyces

dermatitidis, Histoplasma capsulatum var. capsulatum e var. duboisii (HERR, 2001).

A parede celular do fungo é fibrilar, tem 1 ym de espessura e possui trés
camadas, onde se observa a presengca de melanina constitutiva, pigmento n&o
observado no P. brasiliensis e ascomicetos, fungos filogeneticamente relacionados
da familia Onygenaceae (TABORDA et al., 1999a; DINIZ, 2001). Ha relatos de
presenca de hifas filamentosas nos exames de pacientes com DJL (DIAS et al.,
1970).

Admite-se que o fungo viva como saprofita no solo, em vegetais e na
agua (SAMPAIO; RIVITTI, 2000). O processo de inoculagdo ainda é obscuro,
acreditando-se que a pele seja a porta de entrada do fungo e a penetragcdo ocorra
por traumatismos com fragmentos vegetais contaminados. A transmisséo inter-
humana do agente etiolégico foi observada de modo acidental e experimental, e
restringe-se a casos isolados (TALHARI; NEVES, 1995).

Através da inoculagcdo do fungo, lesbes localizadas ja foram obtidas em
testiculo de rato branco, queldnio e tatu (AZULAY; AZULAY, 2006). Ainda ndo ha um
modelo animal aceito como ideal para a reproducao experimental dessa micose, pois
se trata de fungo pouco patogénico (VILANI-MORENO; OPROMOLLA, 1997). No
entanto, para alguns autores, os camundongos BALB/c parecem constituir um bom
modelo experimental, principalmente para as pesquisas terapéuticas (MADEIRA et
al., 2000).
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3.1.5 Epidemiologia

Provavelmente o habitat natural do Lacazia loboi estd nas areas de
florestas tropicais e subtropicais, com clima quente e umido, alto indice pluviométrico
(mais de 2.000 mm/ anuais) e temperatura em torno de 24° C, com relevo de floresta
densa entrecortada por rios caudalosos. Condigdes climaticas encontradas na
Amazoénia brasileira, a qual detém o maior numero de casos. (BARUZZI, 2005;
OPROMOLLA; TALHARI, 1988).

Colegdes aquaticas também parecem ser seu habitat, em virtude da
contaminagao de golfinhos e de pessoas que moram proximo a rios (RODRIGUEZ-
TORO, 1993; TELLEZ, 1992; SILVA, 1996).

A doenga nao distingue grupo populacional humano, predomina no sexo
masculino (90% dos casos), entre os que exercem atividades no meio rural como
seringueiros, garimpeiros, agricultores, cagadores, mateiros, indigenas, entre outros,
pois ha maior exposi¢cao aos fatores de risco (PRADINAUD; TALHARI, 1996).

Entre os indios Caiabi, no Brasil, ha um predominio feminino em 32% dos
casos, pois as atividades agricolas das mulheres na floresta sdo comuns nesta tribo
(PRADINAUD; TALHARI, 1996).

A faixa etaria predominante é entre 20 e 40 anos, apesar de haver relatos

na 5% década de vida e poucos em criangas (MARCOS et al., 2005).

Marcos, em 2001, sugeriu a primeira associagao entre antigenos de
histocompatibilidade na DJL, porém estudos mais recentes ndo confirmaram essa
hipotese, no entanto, ha uma diminuicdo da frequéncia do antigeno HLA-DR7
(MARCOS et al., 2005).

Em estudo realizado no ano 2004 com 13 pacientes portadores de DJL
avaliando a distribuicdo dos grupos sanguineos ABO e Lewis em relagdo a
populagdo em geral, ndo demonstrou resultado estatisticamente significativo (SILVA,
FERASCOLI, 2004).
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A DJL ¢é tipica da regiao neotropica, sendo a regido amazdnica a mais
acometida. Segundo Brito e Quaresma (2007) é dificil estabelecer com exatidao o
numero de casos da doenga, por ndao ser de notificagdo obrigatoria, no entanto
estima-se que ha 490 casos relatados no mundo, sendo 318 encontrados no Brasil,
incluindo os 61 indios da tribo Caiabi (OPROMOLLA, 1999b; MARCOS et al., 2005).

No Departamento de Dermatologia da Universidade Federal do Para, no
periodo de 1955 a 2005, foram registrados 109 casos de pacientes portadores da
DJL, todos com comprovagado por exame histopatoldgico e ou micolégico (BRITO;
QUARESMA, 2007).

No Brasil, além da Amazdnia, merece destaque a regido centro-oeste,
onde viviam os indios Caiabi. Paises como Coldbmbia, Suriname, Guiana Francesa,
Venezuela, Panama, Peru, Costa Rica, Bolivia, Equador, Honduras e México tém
menor quantidade de casos. Os casos registrados fora das Américas adquiriram a
doenca durante a permanéncia neste continente ou por contato acidental com
golfinho contaminado (RODRIGUEZ-TORO, 1993).

Até 1998 havia 61 casos de DJL descritos entre os indios da tribo Caiabi,
quando habitavam o estado de Mato Grosso, sem esclarecimento da predisposicao.
Conforme Baruzzi e Marcopito (1994 apud OPROMOLLA; BARUZZI, 2000b), os
casos dessa tribo ja representaram 20% da casuistica nacional. Foi sugerida uma
elevada exposi¢cado a areas endémicas, além de uma combinagdo genética restrita
em uma reduzida populagao, originando um gendétipo suscetivel a DJL para justificar
a alta incidéncia. Ap6s a mudanca dessa tribo para o Parque do Xingu, entre 1950 e
1970, ndao houve casos novos, enaltecendo o fator ambiental (BARUZZI et al., 1979,
1984; MARCOS et al., 2005; BRITO; QUARESMA, 2007).

Para a epidemiologia ainda n&o esta esclarecida a contaminagdo de
golfinhos, unico animal que desenvolveu a doenga naturalmente, uma vez que ha
uma grande diferenca da fisiologia e habitat entre humanos e esses mamiferos
aquaticos. Os aspectos clinicos das lesdes e o exame micologico direto revelaram
achados no animal, similares aos encontrados em humanos (WOODARD, 1972;
CALDWELL et al., 1975; OPROMOLLA et al., 1999a).
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Na histopatologia, os aspectos encontrados foram de granuloma
histiocitario com células xantocrémicas e o tamanho do parasita parece ser duas
vezes maior no homem do que no golfinho. Na microscopia eletrénica, o mecanismo
de desintegragdo das células, no golfinho, ocorre por uma descamagdo na sua
parede celular e no homem pela formacdo de poros. Em nenhum animal foi
observado comprometimento visceral ou linfatico (WOODARD, 1972; CALDWELL et
al., 1975; OPROMOLLA et al., 1999a).

Em 1999, primatas Aotus sp capturados nas matas do Peru,
apresentaram alteragdes sistémicas causadas por fungos leveduriformes ainda néo
classificados, com grande similaridade a microscopia 6tica e eletrbnica ao L. loboi,
ressaltando aspectos ainda desconhecidos da enfermidade (MILLER; OWENS,
1999).

3.1.6 Patogenia

A patogenia da DJL ainda é obscura, vide o ndo cultivo do agente em
laboratério e os experimentos em animais ainda n&o terem resultados consistentes
(BRITO; QUARESMA, 2007).

E muito variavel a resposta individual do paciente frente as agressdes
causadas pelo L. loboi. Ha individuos que em um curto periodo, as lesdes evoluem
para uma forma mais extensa e disseminada e outros que por muitos anos persistem
com a forma localizada da doenga (OPROMOLLA; BARUZZI, 2005).

Admite-se que a pele seja a porta de entrada para o fungo através de
solugdo de continuidade por traumatismos com fragmentos vegetais, picadas de
insetos ou de cobra. O periodo de incubacao € incerto, em média de um a dois anos
(LACAZ et al., 1986). Ha um relato com periodo de incubacao de trés meses e, em
outro extremo, relato de sete anos (OPROMOLLA et al., 1999a).

Muitos pacientes relacionam o surgimento das lesdes, sobretudo as

localizadas no pavilhdo auricular, com a picada de artrépodes, carrapatos do grupo
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ixodideos, que poderiam ser um tipo de vetor (SILVA, 1996). Ha também suposicbes
relacionando o aparecimento da doenga com acidente ofidico, descarga de pdlvora
saida pela culatra de arma de fogo e outras, que devem ser avaliadas com reserva
(BRUN, 1999; BRITO; QUARESMA, 2007).

O L. loboi parece manter-se viavel em materiais diversos como vegetais
solo e agua. Transmissao inter-humana nao esta comprovada, inclusive nos casos

com convivio intimo e prolongado da mesma familia (OPROMOLLA, 1999b).

E descrita a disseminacdo das lesdes por contiguidade, por auto-
inoculacdo, e por via linfatica, especialmente quando ha comprometimento dos
membros inferiores. Para alguns autores, pode ocorrer a infecgdo sem manifestagao
clinica, como acontece em outras micoses, a citar a PCM, porém sem confirmagao
diagndstica, como a reacdo intradérmica de paracoccioidina positiva (VILANI-
MORENO, 2002).

3.1.7 Clinica

Clinicamente a lesao inicial € de uma papula que conflui dando origem a
placa ou nodulo. O quadro clinico classico € de lesdo queloidiana, dura, lisa, semi-
esférica, cor castanho-amarronzado, isolada ou confluente, formando massas
multilobulares, recobertas de pele integra, lisa, brilhante, com telangiectasias e nitida
delimitagcdo com a pele sa. Outros aspectos observados sado lesdes verrucosas,
ulceradas, gomosas, esclerodermiformes, maculares e infiltrativas (FUCHS et al.,
1990; OPROMOLLA, 1999b).

O polimorfismo lesional € o mais encontrado no exame clinico,
principalmente nos casos de longa evolugdo. Pode haver pontos enegrecidos na
superficie das lesdes, correspondendo a eliminagcao transepitelial do fungo como
ocorre em outras micoses profundas, a exemplo da cromoblastomicose (LEITE,
1967; FUCHS et al., 1990; OPROMOLLA, 1999b).
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As lesoes localizam-se em ordem de frequéncia nos membros inferiores,
pavilhdo auricular e membros superiores. Nos membros inferiores ocorrem
principalmente lesées polimérficas e sua alta incidéncia talvez decorra da maior
exposicao as injurias. Nas orelhas observamos infiltracdo difusa, nodulos,
telangiectasias e até deformidades (LOUREIRO et al.,1971).

Apesar da DJL poder acometer qualquer local do tegumento, € rara no
labio e n&o ha relatos no couro cabeludo ou mucosas (LOUREIRO et al.,1971;
BRITO; QUARESMA, 2007).

Alguns autores acreditam que o L. loboi tem tropismo pelas areas mais
frias do corpo, como orelhas e extremidades dos membros, e os ndédulos da doenca
sao mais frios que a pele vizinha, apesar de ndo haver provas por mensuragao
(AZULAY, 1976; AZULAY; AZULAY, 2006).

As lesdes sao geralmente assimétricas, assintomaticas, de crescimento
lento e localizadas, motivos que retardam a procura médica e o diagndstico precoce.
Pode haver disseminagédo por contiguidade, por via linfatica ou hematogénica. Os
ganglios linfaticos regionais quando acometidos séo duros e sem flutuagdo. Ndo ha
comprometimento sistémico e o estado geral € conservado (OPROMOLLA, 2003;
AZULAY, 1976; AZULAY; AZULAY, 2006).

Os tipos clinicos podem ser classificados em monomorficos e
polimorficos. As lesbes cutdneas podem ser localizadas, multifocais ou
disseminadas. Avaliando as lesdes podemos classifica-las como brandas (menores
de 5 cm), moderadas (entre 6 e 15 cm) e severas (maiores de 16 cm) ou a

combinagao desses tipos de lesdo (BRITO, 2006).

Varias classificagdes clinicas foram sugeridas; Machado propds dois
grupos polares: hiperérgico (maculas e gomas) e hipoérgico (queloidiforme); Baruzzi
et al., (1979) e Lacaz et al., (1986) propuseram classificagdes conforme distribuicdo
em formas isoladas ou localizadas e formas disseminadas (BRITO; QUARESMA,
2007).
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Apesar do envolvimento de 6rgaos internos nao ser frequente, ha um
caso descrito na Costa Rica, com comprometimento testicular e linfangite
secundaria, apds 47 anos de doenga (CACERES; TORO, 1991).

N&o ha relatos de comprometimento no estado geral do paciente, exceto
nos casos de lesdes ulceradas que sofrem infeccdo secundaria e nos que ocorre
degeneragao carcinomatosa. Geralmente o quadro é assintomatico, porém por
vezes ha queixas de ardor, prurido e anestesia local (CACERES; TORO, 1991;
PRADINAUD, 1998).

Algumas enfermidades ja foram descritas na literatura em associagdo com
a DJL como hanseniase tuberculoide, cromoblastomicose, PCM, tuberculose
ganglionar, leishmaniose, vitiligo, neurofibromatose, dermatofitose e, mais
recentemente, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (TALHARI, 1981;
BRITO; QUARESMA, 2007).

3.1.8 Diagndstico Diferencial

O diagnostico diferencial é bastante variado em virtude do polimorfismo
lesional que a doenga pode adquirir. Devemos considerar Leishmaniose tegumentar
e anérgica, Hanseniase em todas as formas, Sarcoidose, PCM, Cromoblastomicose,
Esporotricose, Feo-hifomicose, Histoplasmose, Micetoma, Tuberculose cutanea,
Sarcoma de Kaposi, Molusco contagioso (sobretudo no HIV-positivo), Histiocitoses
cutaneas nao-Langerhansianas (FUCHS et al., 1990, PRADINAUD, 1998).

Melanoma, cénceres de pele nao melanoma, dermatofibrossarcoma,
metastases cutaneas e neoplasias benignas como queloides, dermatofibromas,
neurofibromas, lipomas, angiomas, leiomiomas, cistos entre outros também devem
ser considerados (NALOVIC; PRADINAUD, 1996; FUCHS et al., 1990, PRADINAUD,
1998; BRITO; QUARESMA, 2007).
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3.1.9 Diagnéstico Laboratorial

O diagndstico pode ser realizado pelo exame micolégico direto, em
material obtido de lesbes cutaneas por escarificagdo, raspagem, curetagem ou uso
da fita gomada (método de Porto), colocando o material sobre Id&mina com solugéo
clarificadora de hidroxido de potassio (KOH), associada, ou ndo, ao dimetil-sulféxido
(KOH-DMSO). Séo encontrados corpos leveduriformes, isolados, aos pares ou em
cadeias de formas catenulares com comunicagdo por pontes tubulares, dando
aspecto de rosario. Apesar da abundancia de parasitas, o fungo ainda nao foi
cultivado (PRADINAUD, 1998; DINIZ, 2001; MIRANDA; SILVA, 2005; BRITO;
QUARESMA, 2007).

Habitualmente, na histopatologia, observa-se atrofia da epiderme e nos
casos vegetante-verrucosos, hiperplasia epitelial e hiperceratose. No entanto a
epiderme pode estar normal, com aplainamento das cristas interpapilares ou
ulcerada. A membrana basal esta espessada (BRITO; QUARESMA, 2007).

Na derme observam-se vasos dilatados e infiltrado inflamatorio
granulomatoso, nodular e difuso, rico em histiécitos (muitos xantomizados devido a
polissacarideos e/ou lipidios intracelulares), além de linfécitos, células epitelioides,
células gigantes tipo Langhans e tipo corpo estranho com citoplasma repleto de
parasitos e, em menor quantidade, eosindfilos e plasmaécitos. Neutrofilos e necrose
sao raros. As estruturas nervosas estao integras nos intersticios do conjuntivo e no
granuloma (OPROMOLLA et al., 1999a; BRITO; QUARESMA, 2007).

Assim como ocorre na cromoblastomicose, ha casos onde observamos a
eliminacdo transepidérmica do fungo, isto €, presenga no estrato cérneo entre as
escamas e escamocrostas do L. loboi, representados clinicamente por pontos
negros na pele que recobre as lesbes (FUCHS et al., 1990; BRITO; QUARESMA,
2007).

Nos estudos sobre DJL ha varios relatos de macrofagos com citoplasma
de aspecto espumoso ou granular, semelhantes as células de Gaucher,

possivelmente resultante do acumulo de fragmentos do fungo, que apds ser
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endocitado, sofre agcdo das enzimas lisossomais dos macrofagos. Na microscopia

Otica esses macrofagos adquirem um aspecto espumoso (SESSO, 1988).

Corpos asteroides foram relatados no infiltrado granulomatoso nas células
multinucleadas tipo Langhans, como ¢é observado em outras doengas
granulomatosas (MICHALANY, 1995; BRITO; QUARESMA, 2007).

Na coloracao de hematoxilina-eosina (HE) observa-se um grande numero
de células fungicas isoladas ou em cadeia, intra ou extracelulares, com aspecto
semelhante ao ja descrito no item agente etioldgico. Aspectos morfoldgicos pouco

encontrados como pseudo-hifas ja foram observados (SESSO et al., 1993).

O conteudo intracitoplasmatico das células fungicas é variavel, pode ser
representado por farto material, por algumas particulas ou ser completamente vazio,
representativo de fungos inviaveis. O fungo pode ser corado de azul-celeste na

coloracao especial de trypan-blue (SAMPAIO et al., 1971).

Na coloragdo de Grocott (prata metenamina) observa-se o fungo sobre
uma cor de fundo que pode ser o verde-luz, a suframina, Van Gieson ou a prépria
HE. Nesta técnica os fungos tém tonalidades que variam do negro ao marrom mais
claro, além de alguns apresentarem a parede corada de tom amarelado e o restante
vazio, sem cor ou em locais aparentemente sem fungos ha quantidades variaveis de
uma substancia granulosa com tonalidade marrom escura (SESSO; BARUZZI, 1988;
SESSO et al., 1993; OPROMOLLA et al., 1999a).

O material granuloso presente em locais sem fungos, e os fungos com
capsulas vazias que eram considerados um simples precipitado do corante durante o
procedimento da técnica de coloragdo, atualmente é analisado como material
relacionado ao fungo. Segundo Chandeler et al (1980 apud OPROMOLLA et al.,
1999a) esse material granuloso corresponderia a digestdo do fungo, isto &, a sua
prépria destruicdo. Por isso, onde ha maior quantidade de fungos com capsulas
vazias, haveria maior quantidade dessa substancia correspondente aos restos do

parasita destruido no interior de macrofagos.

A coloracdo da suspensao de L. loboi pelo diacetato de fluoresceina

associado ao brometo de etideo (DF-BE) constitui o melhor método para avaliar a
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viabilidade deste fungo e revela percentuais baixos de positividade nas amostras
analisadas, possivelmente devido ao numero de capsulas vazias observadas nos
cortes de HE. E considerado que os fungos mais escuros e com material no seu
interior sdo os viaveis e os mais claros sdo mais deteriorados e inviaveis (VILANI-
MORENO; OPROMOLLA, 1997).

Opromolla et al. (1999a) compararam as alteragcdes observadas na
coloracéo do L. loboi utilizando o método de Grocott com os resultados obtidos na
coloragdo DF-BE, estudando a natureza do material granuloso encontrado (VILANI-
MORENO; OPROMOLLA, 1997; VILANI-MORENO, 2003). Foi considerada a
possibilidade de analise da viabilidade do L. loboi e concluido que o material
granular do interior de macrofagos se trata de restos deste fungo (OPROMOLLA et
al., 1999a).

O tecido celular subcutaneo € pouco encontrado nas amostras de pele, no
entanto quando presente revela que o infiltrado inflamatério granulomatoso é
escasso. Nao se observa frequentemente alteragao na cartilagem, mesmo nos casos
localizados no pavilhdo auricular. Leite (1967 apud BRITO; QUARESMA, 2007)
descreveu um caso da enfermidade com invasdo do infiltrado granulomatoso da

derme ao musculo subjacente.

Conforme Vilani-Moreno et al. (2004), na histopatologia da DJL ha
predominio de histiocitos, células gigantes multinucleadas (CGM) e muitos fungos,
alguns deles com aspecto de inviabilidade. Os linfocitos sdo esparsos e os
neutréfilos raros, configurando o granuloma do tipo corpo estranho. Nao ha um
arranjo celular caracteristico, mas os linfocitos estdo préximos de histiocitos e CGM
formando pequenos focos ou agrupados ao redor de vasos. Independente da clinica
ser localizada ou ndo, o padréao histopatologico € similar, tanto no tipo quanto na

distribuicao das células.

Na técnica de coloragcado histoquimica de Fontana-Masson, o L. loboi
apresenta melanina constitutiva na sua parede celular, semelhante ao Cryptococcus
neoformans e diferente do P. brasiliensis. A melanina fungica € um pigmento marrom

escuro, que parece conferir resisténcia aos oxidantes produzidos por macréfagos e
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as células melanizadas tem maior resisténcia a fungicidas e fungistaticos em relacéo
as células nao melanizadas (VILANI-MORENO; OPROMOLLA, 1997) .

Os fungos melanizados sdo mais resistentes as alteragbes causadas pela
luz ultravioleta (irradiagdes, raios-X, dessecagdo e temperaturas elevadas). A
producao deste pigmento tem sido associada a viruléncia fungica, a resisténcia ao
ataque microbiano e a sobrevivéncia acentuada em ambiente de estresse (VILANI-
MORENO; OPROMOLLA, 1997).

Na microscopia eletrbnica observou-se que as células macrofagicas
estavam repletas de um material eletrondenso, que corresponderia a parede do
fungo, em cujo citoplasma havia mitocéndrias, ribossomas, reticulo endoplasmatico
granular e vacuolos (OPROMOLLA et al., 1999a; BRITO, 1999; DINIZ, 2001).

Os estudos moleculares para obtengdo gendémica do L. loboi tém
enfrentado grandes dificuldades, sobretudo pelo fato de mais de cinquenta por cento
das células fungicas leveduriformes com infectividade tissular estarem mortas
(VILELA, 2005).

A dificuldade em obter éxito com a inoculagdo em animais de laboratério
pode ocorrer em virtude da pequena quantidade de L. loboi viaveis inoculados
(SILVA, 1996; VILANI-MORENO; OPROMOLLA, 1997). Os camundongos BALB/c
parecem constituir um bom modelo experimental, diferentemente da bolsa jugal de
hamster que n&o favorece a proliferagdo deste fungo (MADEIRA, 2000;
OPROMOLLA; NOGUEIRA, 2000a).

Inoculagdo em ser humano voluntario realizado por Borelli conseguiu
produzir nédulo de crescimento lento com tamanho de 3,0 cm apds quatro anos de
evolucdo, porém retirado material para inoculagdo em animais nao foi possivel
reproduzir a enfermidade (OPROMOLLA, 1999b; BRITO; QUARESMA, 2007).

Conforme citagdo de Brito e Quaresma (2007), o médico Leite, em 1967,
realizou auto-inoculagdo, por via intradérmica, na face anterior do antebraco
esquerdo, com material de paciente portador da DJL. Somente apds 19 meses,
surgiu no local do inoculo, lesdo do tamanho da cabega de alfinete, que evoluiu

progressivamente em forma de nodulo queloidiano, até atingir 4 x 3,5 cm. Apos 22
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anos de acompanhamento, a lesdo apresentou sinais de involugdo possivelmente

pelo uso prolongado de cloridrato de prazosina.

3.1.10Imunologia

Sao poucos os relatos sobre a imunidade na DJL. Apesar das lesdes
serem ricas em macrofagos e células gigantes, que fagocitam grande quantidade de
fungos, ha uma deficiéncia parcial da imunidade celular, com reagdo de
dinitroclorobenzeno (DNCB) negativa e aumento no tempo de rejeicdo ao enxerto

cuténeo, mas o teste tuberculinico € positivo (PECHER, 1994).

A associagado a imunodeficiéncia celular grave, como em pacientes HIV-
AIDS, nao altera o curso da doencga (XAVIER et al., 2006).

Brito e Quaresma (2007), em recente relato, fizeram a analise imuno-
histoquimica de lesbes cutédneas de 25 casos da DJL do Departamento de
dermatologia da Universidade Federal do Para (UFPA) e observaram positividade
para CD68 e intensa marcacdo para TGF-B. Observaram também inibicdo da
expressao de oxido nitrico e IFN-y, induzindo fibrinogénese e apoptose de algumas

células.

O marcador de atividade de macréfagos CD68 mostrou reatividade menor
que a esperada em virtude da grande quantidade das células de linhagem
macrofagicas que compde o infiltrado, podendo traduzir uma menor atividade
metabdlica microbicida dessas células (BRITO; QUARESMA, 2007; XAVIER et al.,
2008).

A citocina TGF-f inibe fortemente a atividade microbicida dos macréfagos,
que pode explicar em parte a fraca reatividade para o CD68 encontrada na DJL,
além de induzir fibrose, justificando as extensas areas colagenas e a auséncia de

granulomas bem formados observadas nas lesdes, que poderiam retratar o aspecto
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clinico queloidiano observado na maioria dos casos (BRITO; QUARESMA, 2007;
XAVIER et al., 2008).

O TGF-B induz a apoptose de células imunes e inibe a resposta
imunoldgica celular, levando a suscetibilidade a infecgbes crénicas e agudas como

acontece na hanseniase, febre amarela e hepatites cronicas (XAVIER et al., 2008).

Vilani-Moreno et al 2004 quantificou as citocinas em sobrenadante de
cultura de células de pacientes com DJL, e detectou uma diminuicdo de IL-2 e
aumento de IL-4 e IL-6. Esse predominio no perfil Th2, conforme a autora poderia
alterar a capacidade de regulagdo dos mecanismos responsaveis pela contencao do

agente etioldégico na DJL.

3.1.11 Terapéutica

Varias drogas empregadas no tratamento da DJL, como anfotericina B,
sulfas, cetoconazol, itraconazol, e 5-fluorcitosina, n&o tiveram resultados
satisfatérios. A cirurgia nas lesbes recentes de pequeno porte oferece melhor
possibilidade de cura, no entanto a recidiva é frequente, possivelmente pela
permanéncia de macrofagos parasitados ao redor e a distancia da lesdo, que se
disseminam principalmente por via linfatica (FUCHS et al., 1990; PRADINAUD,
1998).

Ha relatos de resultados favoraveis com a clofazimina, 100-200 mg/dia
por 1-2 anos, tornando as lesdes menos turgidas, com tendéncia a ulceragdes. Em
julho de 2006, Bravo empregou o posoconazol em um unico paciente, na dose de
400mgdia com redugdo do volume da lesdo na orelha esquerda (CACERES; TORO,
1991; CUCE et al., 1980; FUCHS et al., 1990; PRADINAUD, 1998; BRITO;
QUARESMA, 2007).
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3.1.12 Prognéstico

O prognéstico € bom quanto a vida, pois ndo afeta o estado geral, no
entanto é frustrante na terapéutica (RODRIGUEZ-TORO, 1993; PRADINAUD, 1998).

Ja foram relatados dois casos com evolugao de 40 anos de doenga, em
indios Caiabi, associados a carcinoma espinocelular como complicagdo da DJL, um
caso necessitou de amputacdo do membro afetado e outro faleceu com metastase
pulmonar (BARUZZI, 1989; RODRIGUEZ-TORO, 1989).

3.2 CELULA DENDRITICA (CD)

O termo CD foi originalmente empregado por Steinman e Cohn (1973)
para descrever um novo tipo de célula que estava presente no figado e linfonodos
normais de ratos (SUEKI et al., 1995).

As CDs sao consideradas células acessorias imunes, que se originam na
medula éssea. Expressam antigenos do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) classe Il, mostram relativa auséncia de atividade fagocitica e apresentam
uma potente fungéo no processamento e apresentacéo de antigenos (ABBAS, 2005;
SUEKI et al., 1993).

Para alguns autores, sdo as células apresentadoras de antigenos (APC)
mais potentes conhecidas e agem como sentinelas na iniciagdo de respostas de
linfécitos T a antigenos proteicos, e na rejeicao de érgaos transplantados, pois sua
funcado é a captura de antigenos estranhos e seu transporte para os 6rgaos linfoides
periféricos (NESTLE; BURG,1999).



40

Na sequéncia dos acontecimentos, as CDs sao capazes de captar o
antigeno, processa-lo, mové-lo para linfonodos adjacentes e apresentar o respectivo
peptideo antigénico em um contexto de moléculas do MHC para os linfécitos T, os
quais carregam um receptor de células T apropriado (ABBAS, 2005; NESTLE, 1993;
NESTLE; BURG,1999).

Distingue-se de outras células mononucleares por quatro principais
caracteristicas: pela morfologia, caracterizada por multiplas proje¢des, granularidade
e tamanho caracteristicos que Ihes atribuem propriedade peculiar na citometria de
fluxo; pela motilidade, que as capacitam a carregar o antigeno “in vivo” para os
linfonodos; pela ndo aderéncia ao plastico; e pela auséncia de marcadores para
células T, B e NK (NESTLE; NICKOLOFF, 1995).

Estdo presentes em drgéos linféides, nos epitélios da pele e nos tratos
respiratorios e gastrointestinais, bem como na maioria dos 6rgaos parenquimatosos
(NESTLE; NICKOLOFF, 1995; NESTLE, 1994).

A CD é o principal tipo de APC envolvida no processo de iniciar as
respostas das células T e o melhor estudo de APC na pele é a célula de Langerhans
(CL) epidérmica, apesar de uma populagao de CD, mais recentemente, também ter
sido identificada na derme humana, chamada de dendrdcito dérmico (ABBAS, 2005;
NESTLE; NICKOLOFF, 1995).

3.3 DENDROCITO DERMICO (DD)

Os DDs representam uma populacio de células dendriticas residentes no
tecido conjuntivo dérmico, originada na medula 6ssea, identificada por um marcador

relativamente especifico, o fator de coagulagao Xllla (FXllla) (SUEKI et al., 1995).

A descoberta de CDs expressando o FXllla remonta a 1984, quando Fear
e colaboradores constataram através de técnica de imunoperoxidase, a presenca

citoplasmatica desta enzima nas células do tecido conjuntivo, que esses autores
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haviam interpretado como fibroblastos. O termo DD foi primeiramente empregado
por Headington (1986) para descrever células polidendriticas na derme humana, que
foram diferenciadas dos fibroblastos dérmicos, como eram descritas anteriormente,
através de técnicas imunoenzimaticas em virtude de sua atividade oxidativa (HOYO
et al., 1993).

Os DDs representam macréfagos apresentadores de antigenos, que
fazem parte do sistema monocitico-macrofagico, sdo CD-1a e proteina S-100
negativas e expressam altos niveis de moléculas MCH classe Il (SUEKI et al., 1995;
NESTLE; NICKOLOFF, 1995).

No estudo de Nestle (1993), observou-se que as CD dérmicas exibem
achados tipicos como a morfologia, forte reatividade para antigenos do MHC classe
Il e a auséncia de marcadores para células T, B e NK. A imunotipagem positiva para
marcadores HLE-1 e CD34 confirma sua origem na medula 6ssea, além de partilhar
alguns antigenos de superficie celular com um sub-tipo de mondcitos-macrofagicos,

que se presume serem originarios da medula 6ssea (HOYO et al., 1993).

Tém  caracteristicas histoenzimaticas (estearase+, lisozima+,
quimotripsina+) e imuno-histoquimicas (OKM1+, S22+, S100-, OKT6-) que

demonstram suas diferengas com relagao as CL e fibroblastos (PAGLIARI, 2002b).

Podem agir como macréfagos, APCs ou participar na homeostasia de
macromoléculas da derme. Na microscopia 6tica se apresentam como fibroblastos,
com quem ja foram confundidos. Figuram entre as células mais dendriticas dos
tecidos humanos. Sua morfologia varia ligeiramente em fungdo da localizagdo, na
derme papilar sdo mais volumosas, na derme profunda, sdo mais estreitas e
fusiformes (HOYO et al., 1993).

Na pele normal, os DDs estdo concentrados em trés extratos dérmicos
definidos: diretamente abaixo da jungdo dermo-epidérmica (JDE), ao redor de vasos
sanguineos superficiais dérmicos (dendrécitos perivasculares) e difusos na derme

profunda (dendrdécitos dérmicos reticulares) (SUEKI et al., 1995).

Na derme média e profunda os DDs sdo observados no tecido conjuntivo

mole, envolvendo anexos cutaneos como glandulas sudoriparas e foliculos pilosos.
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Foram também encontrados no interior de filamentos nervosos dérmicos, entre as
fibras de colageno e no septo conjuntivo interlobular do tecido adiposo. Na papila
dérmica do foliculo capilar ha uma populagdo de DDs que aumenta na fase anagena

precoce do ciclo capilar (HOYO et al., 1993).

A proporcao numérica de DDs parece ser maior no feto, na crianca e nos
individuos com sinais de fotoenvelhecimento cutaneo, em relagdo as areas
fotoprotegidas do adulto (HOYO et al., 1993).

Os DDs parecem ter extensiva fungdo fagocitica a qual lhes permite
ingerir pigmentos como melanina, carvao e hemossiderina. Como APCs, ocupam
lugar estratégico ao redor de vasos sanguineos na derme papilar e entre as células
endoteliais, podendo agir como uma unidade funcional para supervisionar a chegada
de antigenos provenientes da epiderme ou derme (HEADINGTON; CERIO, 1990;
HOYO et al., 1993).

Esse novo membro da familia das CDs apresentadoras de antigenos
parece, para a maioria dos autores, ser um possivel precursor dérmico das CLs
epidérmicas, diferenciando-se nelas apds uma migragao intra-epidérmica e tem um
grande papel na resposta imune celular. No entanto, em outras publicagdes,
cientistas discordam dessa suposicdo. Os DDs em algumas situagdes tém
correlagao inversa entre sua densidade e as das CLs (HOYO et al., 1993; NESTLE;
NICKOLOFF, 1995).

Nestle (1998) evidenciou que os DDs sao tao eficientes quanto as CLs e
mais potentes do que os monécitos na internalizagdo, processamento e

apresentacao de antigenos proteicos soluveis, como o toxoide tetanico

Alguns fatores devem ser levados em consideracdo no mecanismo de
acao sobre os DDs. Em relagdo aos raios ultravioletas (UV), foi observada uma
diminuicdo na quantidade de DD na pele ndo exposta de pessoas idosas em relacéo
as pessoas jovens, diferentes das areas fotoexpostas de idosos que tem quantidade
semelhante aos jovens. Esse fato sugere que, em oposi¢do ao que ocorre com as
CLs, os raios UV agem como fator estimulante aos DD. A PUVA-terapia (psoraleno +

UVA) parece induzir a alteragdes similares (HOYO et al., 1993).
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Agentes farmacoldégicos como o acido retinoico topico induzem uma
hiperplasia do DD na derme papilar, possivelmente pela inflamagao resultante de
sua aplicagdo. Em contra partida, os corticoides topicos induzem a uma diminuicao
do tamanho e dos processos dendriticos dos DDs na derme papilar. Algumas
citocinas como a IL-1 levam a elevagao do numero, do volume e da dendricidade
dos DD e o IFN-y aumenta a expressdao dos antigenos HLA-DR. Finalmente
agressdes mecanicas podem também agir sobre os DD de diversas maneiras
(HOYO et al., 1993).

A expressao de FXllla em condicdes linfoproliferativas e em tumores de
células fusiformes varia, conforme observaram alguns autores; segundo Cério em
1993, as lesdes de cicatrizes e queloides sdo completamente negativas para FXllla,
porém Derrick et al., (1993) informaram que nas cicatrizes, queloides e morfeia, as
células FXllla sdo mais numerosas na borda da lesdo e ausentes nas regides

escleroticas centrais.

No histiocitoma cutis, papula fibrosa do nariz, angiofibromas faciais da
doenga de Bourneville, angioceratomas digitais, xantogranulomas juvenis e
fibroxantomas atipicos observa-se intensa marcagcdo para FXllla (CERIO et al.,
1990a).

O dermatofiboroma é rico em DDs, sobretudo, nas formas jovens. Sua
composicdo celular sugere uma participagdo de ceélulas monociticas-macrofagicas
HLA-DR positivas, CD1a negativas, portanto, diferentes das CLs, fato responsavel
pela criagdo do termo “dendrocitoma” para nomear o tumor em questdo. O seu
equivalente maligno, histiocitoma maligno e sua variedade superficial, o
fibroxantoma atipico, contém igualmente numerosas células FXllla positivas (HOYO
et al., 1993).

Outros tumores como dermatofibrosarcomas, leiomiossarcoma,
neurilemoma e schwanoma maligno quase nunca apresentam células FXllla
positivas. O xantogranuloma juvenil e os xantomas disseminados possuem
porcentagem consideravel (20 a 70%) de DD FXllla, enquanto que as células de

histiocitose Langerhansiana sdo FXIllla negativas (HOYO et al., 1993).
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A hipotese de que o DD poderia ser a célula de origem das células
fusiformes do sarcoma de Kaposi (SK) associado a AIDS, nao foi confirmada. Parece
que o DD é um componente do infiltrado reacional peritumoral, cuja densidade esta
diminuida no SK com imunodepressao, como na AIDS e nos transplantes de 6rgaos,
em relagdo ao SK classico. Sugerindo que os DDs ou seus precursores medulares
estdo submetidos a acao inibitéria dos fatores imunossupressores medicamentosos

ou virais, como as células imunocompetentes do organismo (HOYO et al., 1993).

Em tumores melanicos benignos como nevo de Spitz e malignos como o
melanoma, os DDs apresentam uma distribuicdo difusa ou na periferia do tumor, que
parece depender do modo de crescimento da lesdao e nao de sua natureza (benigna
ou maligna). Em linfomas cuténeos, principalmente na micose fungodide, os DDs

foram observados no infiltrado dérmico e na epiderme (HOYO et al., 1993).

As células FXllla estdo em grande numero no granuloma piogénico,
ausentes nas radiodermatites crénicas, e no carcinoma basocelular ha variagédo no
numero, na maioria esta ausente ou raro. A hiperplasia dessa populagao celular
pode ser considerada como um achado associado a hiperplasia vascular,
independente da doenca onde isso ocorra. A populacao celular se torna hiperplasica
quando ocorre uma angiogénese proeminente e ela desaparece no estagio tardio de
fibrose e esclerose, como na morfeia e carcinoma basocelular (ARRESE; PIERARD,
1990).

Essas células aumentam em alguns tumores cutaneos e estdo envolvidas
em dermatoses inflamatdrias onde agem através da produgao de citocinas (HOYO et
al., 1993).

Nas dermatoses crdénicas eritémato-escamosas como psoriase, eczema
atépico e eczema de contato, ha aumento no numero dos DDs perivasculares
(CERIO, 1993)

Nestle (1993) sugere que o estimulo original para o surgimento das lesdes
de psoriase parece comegar com a ativacio dos DDs que podem
subsequentemente iniciar a cascata de eventos que resulta no estabelecimento do

sistema de citocinas em ambos os compartimentos cutaneos; epiderme e derme.
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A maioria do infiltrado de células T na psoriase ¢é localizado na derme com
distribuicao perivascular, exatamente onde o maior numero de DD pode ser
detectado pelo imunoestadiamento. Como s&o as APCs que dirigem as respostas
celular T, um papel fundamental desses DDs talvez ocorra (NESTLE; BURG, 1999).

Alguns trabalhos sugerem que na psoriase, o DD estimulado por fatores
exogenos ou endogenos pouco conhecidos, produz TNF-a, em quantidade bem
maior que os mastocitos e as CLs, o qual age nos ceratindcitos induzindo um estado
hiperproliferante. Foi demonstrado in vitro que na psoriase os DDs induzem linfécitos
T a produzirem IFN-y e IL-2 (HOYO et al., 1993; PAGLIARI; SOTTO, 2002a).

Streilein (1989) evidenciou que em circunstancias fisiolégicas a indugao
da hipersensibilidade de contato por aplicacdo de haptenos epicutaneos conta

primariamente com a capacidade de APC da epiderme (CL) e da derme (DD).

Alguns autores sugerem que os DDs poderiam ser infectados com o HIV
no decorrer da AIDS, pois foi observado em pacientes HIV-positivos, que as células
FXllla + de lesdes de psoriase e SK continham unidades transcritas de HIV,
evidenciadas por hibridizagao in situ. Foi sugerido que o HIV poderia agir sobre os

DDs como um estimulo endégeno (HOYO et al., 1993).

Recentemente, um segundo tipo de célula dendritica dérmica,
denominada por alguns de “dendrécito dérmico II” (por oposi¢cao ao “dendrécito
dérmico I objeto do presente trabalho), foi identificado. Essa célula se distingue do
DD pela auséncia da expressao do FXllla e pela expressdo do antigeno das células
de origem hematopoiéticas CD34, presentes na pele normal e patolégica, numa
distribuicao particular, diferente do DD (HOYO et al., 1993).

O significado dos DDs n&o esta completamente estabelecido, mas
sugere-se que ha grande papel na resposta imune cutédnea, na reparagao de feridas
e na proliferacao de fibroblastos (DERRICK, 1993).

A presenca de DDs no adventicio perivascular ressalta a funcdo na
homeostase cutanea. E possivel que os DDs perivasculares sejam importantes no

abastecimento local da transglutamina necessaria para a estabilizagdo do coagulo e
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para a formacgao de fibronectina ligada,o que facilita a cicatrizacdo. O papel dessas

células nao se limita, provavelmente, a pele (CERIO, 1993).

3.4  FATOR XII (FXIII)

FXIIl é um fator de coagulagdo sanguinea existente no plasma e
plaquetas como um complexo tetramérico com dois tipos de subunidades; a e b, que
correspondem a duas cadeias de proteinas. A atividade catalitica do FXIIl como uma
transglutaminase reside no componente a, o qual se torna ativo apos a clivagem do
componente b por sua exposigdo a trombina e ions calcio. A catalise da ligagcéo
isopeptidica do FXllla esta envolvida com a estabilizacdo da coagulagéo de fibrina
(MUSBZEK et al., 1985; CERIO; JONES, 1990b).

Ha duas formas de transglutaminases; FXIIlI plasmatico ou extracelular e
FXIIl intracelular. A porgao extracelular € um tetrdmero que consiste no dimero da
subunidade ativa a (FXllla) aderida ao dimero da proteina carreadora. A porgéo
intracelular € o dimero da proteina isolada, sem a carreadora. A subunidade a de
ambas as formas ¢é idéntica (CERIO; JONES, 1990b).

Cério, Spaull e Jones (1988 apud CERIO et al., 1989) encontraram um
anticorpo policlonal de coelho para FXllla que é excelente marcador para fixar
células do tecido conectivo dérmico na pele normal. Essas células teriam aparéncia
de fibroblastos, mas provavelmente representam um reservatorio intrinseco de
fagécitos mononucleares, as quais, por Headington foram denominadas de DDs.
Outras células dendriticas residentes da derme como as células de Schwann,
mastocitos ou células endoteliais sdo FXllla negativas (CERIO; JONES, 1990Db).

Outros estudos indicaram que o FXllla e macréfagos marcados com MAC
387 coram-se separadamente, possibilitando uma nao sobreposicdo da populagao
celular na pele normal do adulto e em varias condi¢des patoldgicas (CERIO et al.,
1990a; PENNEYS, 1990).
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O padrao das células FXllla positivas € similar em ambos os sexos e ao
longo da vida, ultraestruturalmente tem um caracteristico nucleo dobrado e
membrana celular ondulada. O citoplasma aparece relativamente escuro, contém
mitocdndrias e lisossomos e nédo contém granulos de Birbeck, € CD1a negativa e
tem atividade fagocitica (SUVARNA; COTTON, 1993).

A concentracado de FXllla encontra-se elevada em condigdes nas quais a
sintese de proteina hepatica €& acentuada, como na sindrome nefrética e
hipertrigliceridemias e baixa quando a sintese de proteina hepatica esta prejudicada

como na doenga hepatica crbnica. (FEAR et al., 1984).

O FXllla é uma proenzima presente no plasma e plaquetas que faz parte
do caminho final da coagulagdo sanguinea comum, na qual se formam coagulos
pela juncdo da fibrina a proteina. Sugere-se que figue armazenado nas células que
rodeiam vasos superficiais para serem liberados extracelularmente, apds injuria
local, da seguinte maneira; o FXIIl liga o coagulo de fibrina a proteina estrutural,
estabilizando a coagulagdo e auxiliando na garantia da cicatrizagdo (PENNEYS,
1990).

Para alguns autores, o DD FXllla corresponde a uma populagao
pluripotencial capaz de em circunstancias diversas, ter funcdo efetora de
macrofagos, auxiliar na cicatrizacdo de feridas, fungdo de APC e talvez na
diferenciagdo em CLs com posterior migragdo para epiderme (HOYO et al., 1993;
ADANY et al., 1988)

3.5 IMUNOLOGIA DAS MICOSES PROFUNDAS

A patogenia da PCM depende, sobretudo, da resisténcia do hospedeiro e
da viruléncia e patogenia do fungo. Muitas pessoas sao expostas ao fungo, mas um
pequeno numero desenvolve a doenga, sugerindo uma resisténcia adquirida e inata.
A imunidade mediada por células é a preponderante, e macrofagos ativados

parecem providenciar uma maior linha de defesa. A resisténcia inicial a este
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patdgeno € governada por genes autossémicos dominantes ativando macrofagos e
controlando a habilidade fagocitica e microbicida dessas células (CALICH et al.,
1998).

Nas formas severas de PCM ha perda gradual da imunidade celular, altos
titulos de anticorpos especificos, com intenso envolvimento de varios 6rgaos e
progressivas lesdes que podem levar a morte. A forma mais branda da doenga, com
poucas lesdes localizadas, conserva uma resposta imune celular e baixos niveis de
anticorpos especificos. Individuos expostos a este fungo usualmente desenvolvem
infeccao assintomatica, provavelmente refletindo um bom balango e eficaz resposta
imune anti-P. brasiliensis, indicando que eles tém resisténcia ao hospedeiro (CALICH
et al., 1998; BERNARD et al., 2001, FORNARI et al., 2001).

Semelhante a outras doencas, na PCM, muitos fatores regulam a
resisténcia e suscetibilidade como a dose do antigeno, APCs e microenvolvimento
coestimulatorio, os quais auxiliam na determinacao da resposta imune preferencial a
ser ativada (ALMEIDA; LOPES, 2001).

Individuos que desenvolvem a PCM na forma aguda ou crbnica tém
reducdo na atividade microbicida, na apresentagdo de antigenos e formacgao de
granuloma. Na PCM, o granuloma reflete o sistema imune do hospedeiro tentando
destruir e conter o patoégeno (CALICH et al., 1998; BERNARD et al., 2001).

Conforme estudos de Almeida e Lopes (2001), em modelos experimentais
com PCM, ratos resistentes direcionam resposta imune para ativagao Th1 ativando
predominantemente a secregao de INF-y e IL-2, levando a resolugédo da doenca.
Diferentemente, ratos suscetiveis ativam Th2 com baixos niveis de INF-y e secrecao
precoce de altos niveis de IL-5 e IL-10, levando a doenga progressiva, além do
aumento de IgE, 1gG4, IgA e eosinofilia, que é um marcador de pior prognostico em
micoses endémicas (ALMEIDA; LOPES, 2001).

Muitos relatos tém demonstrado que a resisténcia da infecgdo ao P.
brasiliensis esta ligada a produgcdo de INF-y .Estudos in vitro mostram que
macréfagos ativados por IFN-y tém agdo fungicida para P. brasiliensis. Os

macrofagos ndo ativados, por outro lado, sdo destruidos apds infecgdo, permitindo a
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liberacdo de leveduras (BRUMMER et al., 1988; ALMEIDA; LOPES, 2001; GIMENES
et al 2006; PAGLIARI, 2002b).

Altas concentragcdes de TNF-a foram demonstradas em pacientes com
PCM. TNF-a age na ativagdo de macrofagos, células T independentes e produgao
de interferon-gamma (IFN-y ), o qual pode ativar macréfagos a secretar TNF-a e a
inibir a replicacdo do P. brasiliensis. Essa observagao sugere que o TNF-a liberado
pelos macréfagos acentua e perpetua as suas préprias sintese e secregdo, que
levam a acumulagcdo de macrofagos, diferenciagdo epitelidide e persisténcia de
granuloma bem formado (PAGLIARI; SOTTO, 2002a).

Certos estudos experimentais supdem que em modelos de protecao de
PMC, CLs, outras CDs e macrofagos podem ser as principais APCs, as quais
favorecem a preservagao da imunidade mediada por células que levam a doenca
benigna e cura espontanea. Nos modelos de exacerbagdo, mesmo que a presenga
de CLs seja encontrada na fase inicial, células B esplénicas dominam o caminho da
ativacdo, favorecendo o desenvolvimento da sub-populacido tipo 2 e imunidade
humoral, levando a doenca severa (BERNARD et al., 2001).

Ratos com deficiéncia de células T mantém a habilidade de regular a
populacdo fungica durante a fase precoce da doenca, indicando um importante
papel da imunidade inata da PCM (CALICH et al., 1998; BERNARD et al., 2001).

Gimenez et al., (1987) descreveram que o reduzido numero de células de
Langerhans encontrado em pacientes com PCM, talvez reflita a depressdo da

imunidade mediada por células secundarias a infeccao pelo P. brasiliensis.

Conforme Figueiredo et al., (1993), a viruléncia e patogenicidade do fungo
sdo correlacionadas com muitos componentes da sua parede celular. a-glucana
(polissacarideo que existe somente no parasita leveduriforme, ndo ha na forma
miceliana) da parede celular parece ser relacionada com a viruléncia e a B-glucana
da parede celular pode suscitar migracdo leucocitaria e reacado inflamatéria

granulomatosa.

Em relato feito por Puccia et al. (1986), utilizando o antigeno purificado do

P. brasiliensis, a glicoproteina gp43, e a imunoprecipitagdo, foram reveladas reagoes
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cruzadas em soros de pacientes com DJL. O mesmo achado foi obtido por Vidal et
al. (1997), utilizando varias provas imunoquimicas. Landman et al.,, (1988)
observaram antigenicidade cruzada entre L. loboi e P. brasiliensis, empregando
método imunoenzimatico com anticorpo policlonal de coelho anti-P. brasiliensis em

lesdes cutaneas de portadores de DJL.

Em condic¢des inflamatdrias, aumento do numero de DD FXllla+ tem sido
descrito, mas ndo em doengas granulomatosas como sarcoidose e tuberculose.
Alguns estudos demonstraram que em lesdes cutdaneas de PCM os DDs aparecem
hipertrofiados e hiperplasticos, e sdo encontrados com incomum frequéncia na
derme superficial e reticular ao redor de granulomas. Alguns autores sugerem que
essas alteragdes morfoldgicas ocorrem pela capacidade dos DDs em apresentar
antigenos (PAGLIARI; SOTTO, 2002a).

Na Coccidioidomicose, similar a PCM, o desenvolvimento da doencga esta
relacionado com a deficiéncia de IFN-y. A negativa correlagdo entre a secrecao de
IL2 ou IFN-y e a grande quantidade de anticorpos especificos produzidos por esses
pacientes, sugere fortemente que a rede de citocinas influencie no tipo de resposta

imune demonstrada pelo paciente (BERNARD et al., 2001).

Na Cromomicose, ocorre um predominio de resposta imune celular, sendo
que os macrofagos, as CLs e os DDs parecem funcionar como APCs. Nas formas
severas ha alta expressao de IL-10, baixos niveis de IFN-y e ineficiéncia na
proliferagdo de células T (SOTTO et al em 2004; GIMENES et al., 2006).

A Cromomicose parece ser uma doenca espectral bipolar, onde pacientes
com resposta imune pobre encontram-se sem granulomas verdadeiros, com perfil
fenotipico de células inflamatorias e expressao local de citocinas em especial a IL10,
refletindo perfil de resposta imune TH2 e, no outro polo, pacientes com boa resposta
imune encontram-se com granulomas bem formados, fendtipo celular e expressao

local de citocinas, como IFN -y, compativeis com o perfil de resposta imune TH1.

Na forma clinica verrucosa da Cromomicose, que corresponde a maioria
dos casos, ha granuloma supurativo, hiperplasia pseudoepiteliomatosa,

microabscessos com numerosas formas fungicas viaveis, muitos mastdcitos, células
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CD34+, grande proliferacao capilar e fibrose que correspondem a expressao de
IL10. Na forma clinica com atrofia, observamos granuloma tuberculdide, epiderme
atréfica, granuloma de células epitelidides, CLs, linfécitos e auséncia de
microabscessos, além de pouca quantidade de mastécitos e células CD34+, os
quais correspondem a expressdo de IFN-y (D’AVILA et al., 2002; SOTTO et al.,
2004).

A imunidade celular esta parcialmente deprimida, mas a imunidade
humoral ndo estd afetada nos pacientes com DJL (PECHER; FUCHS, 1988;
PECHER et al 1979).

Segundo Viani-Moreno et al.,, (2004), os mondcitos de pacientes
portadores de DJL sdo habeis em fagocitar o L. loboi, a semelhanga dos individuos
sadios. A fagocitose do micro-organismo representa um mecanismo de defesa
inespecifico de vital importancia para o hospedeiro. Os macréfagos e mondécitos sao
fagoécitos profissionais, que podem neutralizar, deglutir e destruir particulas, incluindo

agentes infecciosos, os quais possuem alto potencial fagocitico.

Em relacdo a DJL e PCM, alguns aspectos na morfologia fungica e na
histopatologia diferem, porém ha similaridades quimicas e antigénicas entre as
espécies. A parede celular de ambos os agentes, quando marcadas com corantes,
tém propriedades de formar complexos com alguns polissacarideos ou
oligossacarideos que mostram similares propriedades de pigmentacdo, sugerindo
algumas semelhangas das estruturas quimicas superficiais. O L. loboi parece

compartilhar antigenos com o P. brasiliensis (LANDMAN et al., 1988).

A imunologia da DJL é pouco conhecida sobretudo pelo agente etiologico
ainda néo ter sido cultivado in vitro, ndo havendo antigeno adequado para o teste
soroldgico. A estratégia para superar essa dificuldade consiste em usar anti-soros
policlonais produzidos contra P. brasiliensis, pois estes soros tém a capacidade de
reagir com os antigenos do L. loboi presentes no tecido das lesées cutaneas da DJL.
Essas reacgdes cruzadas podem ser demonstradas pela imunofluorescéncia e pelo

método enzimatico peroxidase-antiperoxidase (LANDMAN et al., 1988).
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Camargo et al. (1998) relataram que soro de coelho contaminado com P
brasiliensis reage com material histolégico de biopsias de pacientes com DJL, e soro
de pacientes com DJL reage com P brasiliensis nas culturas de imunofluorescéncia
indireta. Entretanto ndo conseguiram definir os antigenos envolvidos nesta
antigenicidade cruzada. ELISA e EIA identificaram que o gp43, antigeno maior do P
brasiliensis foi reconhecido pelo soro da DJL, sugerindo representar o principal
antigeno da reagao cruzada ou que seria compartilhado entre os dois fungos. Esse
assunto sera melhor entendido quando se tornar possivel a cultura in vitro do L.
Loboi.

A diminuicdo da populagdo de células de Langerhans em processos
patolégicos, como na hanseniase multibacilar, € descrita por varios autores. No
entanto, Quaresma et al. (2010), observaram que as CLs estdo presentes nas lesdes
cutaneas da DJL em quantidade similar aquelas encontradas na pele normal,
sugerindo algum mecanismo de escape imunoldgico do agente ou do hospedeiro.
Esses autores utilizaram a mesma amostra de pacientes do estudo que esta sendo

abordado.

Em relato descrito por Brito e Quaresma (2007), constatou-se que na DJL
ha positividade para CD68 e intensa marcagao para TGF-3 que inibe a expressao de
IFN-y. O marcador CD68 é responsavel pela atividade metabdlica microbicida celular
e apesar de presente, mostrou-se em menor quantidade que a esperada. O aumento
de TGF-B, induz a fibrose, fato este que poderia retratar o aspecto clinico
preponderante; a forma queloidiana, assim como a auséncia de granulomas bem

formados, padrao histopatolégico frequente nessa enfermidade.

Conforme relatos de Vilani-Moreno et al. (2004), pacientes com DJL
apresentam alteracdes no perfil das citocinas, representadas por predominio do
perfil Th2, o que poderia alterar a capacidade de regulagcdo dos mecanismos
responsaveis pela contengao do L. loboi, no entanto futuras investigacbes poderao
avaliar melhor a participagao de citocinas na interagdo célula-fungo, para elucidar a

patogénese da DJL.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo clinico-epidemiolégico do tipo transversal, de

carater retrospectivo e prioritariamente descritivo.

4.2 DESCRIGAO DA POPULAGAO

O estudo consiste na analise de fragmentos de pele parafinados, obtidos
a partir de biopsias cutaneas de 33 pacientes portadores da Micose de Jorge Lobo,
atendidos e diagnosticados no Departamento de Dermatologia do Hospital da Santa
Casa de Misericérdia do Para/ Universidade Federal do Para no periodo de 1955 a
2005. A excecao de um caso do Acre e outro do Amazonas, os demais pacientes
eram de varias localidades do estado do Para, com idade variando entre 25 e 80

anos, sendo a maioria do sexo masculino (APENDICE A).

4.3 PARECER DE ETICA

O Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical da
Universidade Federal do Para apreciou este projeto de pesquisa através do
Protocolo N. 034 /2006- CERP/NMT, segundo as exigéncias da Resolugéo 196/ 96-
CNS/MS e manifestou-se pela sua aprovagéo em reuniao realizada em 04 de julho
de 2006 (Anexo 1).
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4.4, PROCESSO PARA OBTENGAO DOS DADOS

Inicialmente, foram analisados os prontuarios para obtencdo dos dados
no que diz respeito a idade, género, profissdo, procedéncia, forma clinica e
localizagao das lesées. Em seguida, foram analisados, os aspectos histopatologicos
dos pacientes selecionados em laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE),
seguindo o protocolo estabelecido por Bancroft e Gamble (2007) (figura 1).
Posteriormente foram analisados pelo mesmo observador os aspectos imuno-
histoquimicos e realizadas as comparagdes entre ambas as analises. Finalmente os
achados foram comparados com os obtidos em pele normal, oriundas de pacientes
sem doengas dermatoldgicas e na pele acometida por PCM, em virtude das

semelhangas antigénicas e filogenéticas entre os agentes dessas 2 micoses

profundas.

Figura 1 — Infiltrado granulomatoso com abundantes fungos em macréfagos e células
multinucleadas (HE- 400x)
Cortesia: Prof. Dr. Arival de Brito.
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4.5 SELECAO DE PACIENTES

O material obtido no arquivo do Laboratério de Histopatologia do
Departamento de Dermatologia do Hospital da Santa Casa de Misericérdia do Para/
Universidade Federal do Para foi selecionado, de maneira aleatéria, a partir de um
conjunto de aproximadamente 100 blocos de parafina, seguindo os seguintes

critérios:
A- Critérios de Incluséo:
1. Blocos de parafina obtidos por biopsias oriundas de pacientes com
diagnostico histolégico de micose de Jorge Lobo.
2. Pecas com melhor estado de conservagao.

3. Quantidade adequada de fragmento cutaneo para analise.

B- Critérios de Exclusao:

1. Blocos de parafina obtidos por biopsias que apds processamento

mostraram-se inadequadas para analise.

46 CONTROLES

Foram utilizados dois grupos controles. O primeiro constituido por 10
blocos de parafina com biopsias de pele provenientes de pacientes sem doencas
dermatolégicas. E o segundo constituido por 61 blocos parafinados oriundos de

biopsias de lesbes cutaneas de PCM, o qual foi dividido em 3 grupos, um grupo
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formado por 20 blocos representando os que possuiam granulomas frouxos (GF),
outro com 22 blocos representando o0s que apresentavam granulomas bem
organizados (GBO) e outro formado por 19 blocos representando o padrdo de
resposta mista (GBO/GF).

4.7 TECNICA DE IMUNOMARCAGAO NO TECIDO

Para a imunomarcacgao tecidual, o anticorpo primario utilizado foi o DD
fator Xllla+ e o protocolo utilizado foi o descrito por Hsu et al. (1981), com

metodologia parcialmente modificada por Quaresma et al. (2006) (ANEXO B).

4.8  ANALISE QUANTITATIVA

A quantificagdo dos eventos histopatolégicos e do padrdo de
imunomarcacao foi feita pela contagem de células positivas para DD FXllla em cada
05 campos de grande aumento (400x) em gradiculo graduado com 10 x 10
subdivisdes e com 0,0625 mm? de area, com auxilio de microscépio éptico Nikon
Eclipse E200. Obtendo-se o resultado do numero de DD FXIllla+ por unidade de area

na derme total em lesdes cutdneas de DJL.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram estruturados em um banco de dados no
programa Microsoft Excel 2007, no qual também foram confeccionadas tabelas e
figuras para representacdo dos dados. Posteriormente foram analisados no

programa Bioestat 5.0 (AYRES, 2003), para a geragao de resultados estatisticos que
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comprovassem a associagao de variaveis pertinentes ao estudo, considerando o
intervalo de confianga (IC) 95% e nivel a 5% ( p-valor < 0,05), isto €, um achado sera

considerado estatisticamente significante se valor de “p” for menor ou igual a 0,05 e
sera considerado sem significancia estatistica se esse valor de “p” for maior que
0,05. Para a confirmagao da hipdtese de nulidade (HO) considerou-se p > 0,05 e
para a rejeicao, p < 0,05. Tendo-se a hipotese de nulidade aceita, significa dizer que
as variaveis envolvidas no teste ndo estdo associadas, ou seja, ndo exercem
nenhuma influéncia uma sobre a outra. Caso a hipdtese de nulidade seja rejeitada,
opta-se pela hipotese alternativa (H1), a qual afirmara que as variaveis estédo

relacionadas entre si.

Nas variaveis quantitativas foram realizadas as medidas de tendéncia
central, sendo calculado a média e a mediana com seus respectivos desvios

padroes.

O teste do Qui-quadrado foi utilizado nas comparagdes de n amostras
independentes, cujas propor¢cdes observadas nas diversas modalidades estao
dispostas em tabelas de contingéncia | x ¢, onde se determinou as propor¢des

observadas nas diferentes categorias.

A correlagao linear de Pearson foi utilizada para verificar a associacao
linear entre os niveis de FXllla e a idade dos pacientes (variaveis quantitativas) que
foi medida através do grau e diregdo do coeficiente de correlagdo linear (r). O
coeficiente de correlagao linear de Pearson pode variar de — 1 a +1, e quanto mais
proximo desses valores, mais forte € a associagao entre as variaveis estudadas. Um
escore proximo ao valor zero, indica fraca associagcédo, e quando se obtém o valor

zero, indica auséncia total de associagao entre as variaveis em analise.

O teste t e o teste de Kruskal-Wallis foram utilizados para comparar os
niveis de FXllla entre as amostras, rejeitando-se ou aceitando-se a hipdtese de

nulidade conforme os valores de “p” obtidos.

410 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA



58

As fotomicrografias foram obtidas através do sistema CARL ZEISS
formado por microscépico binocular e por sistema automatico de fotografia. A

maquina fotografica utilizada foi a Canon power shot A620.

As fotos clinicas foram cedidas pelo Prof. Dr Arival de Brito, que utilizou a

camera Nikon Coolpix de 5 megapixels.

411 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo da literatura foi realizada pelos sistemas Medline (Index
Medicus) e Literatura Latino-americana em Ciéncias de Saude- LILACS, sendo os

artigos periodicos ndo indexados ou livros-texto obtidos por busca direta.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Os 33 pacientes portadores de DJL analisados eram de supremacia
masculina (84,8%), agricultores (72,7%) continham principalmente a faixa etaria
entre 46 e 65 anos (51,5%) e eram procedentes em 51,5% do nordeste do estado do
Para (tabela 1, figuras 2, 3,4 e 5).

Tabela 1 — Distribuicdo dos 33 casos de DJL quanto ao género, faixa-etaria,
profissdo e procedéncia.

Caracteristicas epidemiologicas n % Teste estatistico
Género
Masculino 28 84,8 Qui-quadrado
Feminino 5 15,2 p < 0,0001
Total 33 100
Faixa etaria (anos)
25-45 11 33,3 Qui-quadrado
46 - 65 17 51,5 p =0,0379
> 65 5 15,2
Total 33 100
Profissao
Agricultor 24 72,7 Qui-quadrado
Do lar 4 12,1 p < 0,0001
Trabalhador da construcéo civil 4 12,1
Outros 1 3
Total 33 100

Procedéncia

Regido metropolitana de Belém 7 21,2 Qui-quadrado
Nordeste 17 51,5 p < 0,0001
Sudoeste 3 9.1
Sudeste 2 6,1
Marajé 2 6,1
Outros estados 2 6,1
Total 33 100

Fonte: Analise do estudo (2010)
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Figura 2 — Distribuicao dos 33 pacientes de DJL analisados, quanto ao género
Fonte: Analise do estudo (2010)
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Figura 3 — Distribuicdo dos 33 pacientes de DJL analisados, quanto a faixa etaria.
Fonte: Analise do estudo (2010)
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Figura 4 — Distribuicao dos 33 pacientes de DJL analisados, quanto a profissao.
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No que diz respeito a forma clinica desenvolvida pelo paciente, observou-
se que a forma queloidiana (figura 6) foi predominante com 81,8%, contra apenas

18,2% dos casos com a forma verrucosa (figura 7) da doenga (tabela 2, figura 8).

Figura 6- Forma clinica queloidiana da Doenca de Jorge Lobo
Cortesia: Prof. Dr. Arival de Brito

Figura 7 - Forma clinica verrucosa da Doenga de Jorge Lobo
Cortesia: Prof. Dr. Arival de Brito.
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Com relagdao aos sitios das lesdes, observou-se uma predominancia nos
membros inferiores (45,5%) e no pavilhao auricular (24,2%). Uma pequena parte dos
pacientes apresentou lesbées disseminadas, com 6,1% dos casos (tabela 2 e figura
9).

Tabela 2 — Distribuicdo dos 33 casos de DJL quanto a forma clinica e
localizagéo das lesoes.

Caracteristicas clinicas n % Teste estatistico
Forma Clinica
Queloidiana 27 81.8 Qui-quadrado
Verrucosa 6 18,2 p = 10,0005
Total 33 100,0
Localizacao
Membros inferiores 15 45,5 Qui-quadrado
Membros superiores 5 15,2 p=10,0001
Pavilhao auricular 8 24,2
Face 2 6,1
Labios 1 3,0
Disseminada 2 6,1
Total 33 100,0
Fonte: Analise do estudo (2010)
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Figura 8 — Distribuicdo dos 33 pacientes de DJL analisados, quanto a forma clinica.
Fonte: Analise do estudo (2010)
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Figura 9 — Distribuicdo dos 33 pacientes de DJL analisados, quanto a localizagéo
das lesdes.
Fonte: Analise do estudo (2010).

5.2 RESULTADOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

Os 33 pacientes com DJL estudados foram avaliados pela
imunoexpressao tecidual para dendrécito dérmico (DD) marcado com fator Xllla
(figura 10) . A analise realizada foi mensurada a partir da unidade de area por derme
total (UA/DT).
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Figura 10- Padrdao de imunomarcagdo para FXllla em lesbes cutaneas com
Doenca de Jorge Lobo. Notar positividade para reacdo localizada na derme,
apresentando células positivas que se dispdem principalmente ao redor de vasos na

derme, em meio ao infiltrado histiocitario caracteristico dessas lesdes (400 x).
Cotesia: Prof Dr Juarez Quaresma.

Por meio da estatistica descritiva, observou-se que o titulo minimo de
FXllla dentre os pacientes analisados foi 32 UA/DT e o maximo foi 224 UA/DT,
perfazendo uma amplitude total de 192 UA/DT. Quanto as medidas de tendéncia
central, obteve-se como média de 145,9 UADT e mediana de 160 UADT. O desvio

padrao encontrado foi de 42,8 (tabela 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo dos 33 casos de DJL quanto a quantidade de FXllla por
UA/DT.

Estatistica descritiva FXllla (UA/DT)

Tamanho da amostra 33
Valor minimo 32
Valor maximo 224
Variagéo 192

Média Aritmeética 145,9
Mediana 160
Desvio Padrao 42,8

Fonte: Analise do estudo (2010)

5.3 RESULTADOS COMPARATIVOS

Os resultados obtidos da quantidade de DD FXIIIA por UA/DT nas lesdes
cutaneas de DJL foram comparados conforme a idade, género, profisséo,

procedéncia, forma clinica e localizacado das lesdes nos 33 pacientes estudados.

Foram comparados os resultados imuno-histoquimicos das lesdes de
DJL, com amostras de pele normal oriundas de pacientes sem doengas
dermatolégicas e com pele acometida por PCM, sob as formas histopatologicas de
granulomas bem organizados(GBO), granuloma frouxo (GF) e padrdo misto
(GBO/GF)

Por meio da estatistica descritiva, observou-se que a idade minima dentre
os pacientes analisados foi 25 anos e a maxima foi 80 anos, perfazendo uma

amplitude total de 55 anos. Quanto as medidas de tendéncia central, obteve-se
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como média de 53,5 anos e mediana de 55 anos. O desvio padrao encontrado foi de
13,2 (tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicao dos 33 casos de DJL quanto a idade.

Estatistica descritiva Idade
Tamanho da amostra 33
Idade minima 25
Idade maxima 80
Variacao 55

Média Aritmeética 53.5
Mediana 55

Desvio Padrédo 13.2

Fonte: Analise do estudo (2010)

Através da Correlacao Linear de Pearson verificou-se uma tendéncia ao
aumento do DD FXllla com avancar da idade, porém houve uma dispersao
consideravel, ndo havendo carater significativo nesta distribuicdo ( p = 0,5161).
Observa-se também que o coeficiente de Pearson (r) € um valor proximo de zero,
atestando uma fraca associacéo entre essas variaveis estudadas . Isto é , apesar de
se ter observado essa tendéncia descrita acima, ndo pode-se aceitar como verdade.
Conclui-se, portanto, que nao ha relagao significante entre os niveis do DD FXllla e
a idade dos pacientes neste estudo, ou seja, independente da idade que o paciente
apresente, nada se podera inferir se 0 mesmo tera maior ou menor nivel do DD
FXIllla (figura 11).
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Figura 11 — Correlagao entre a quantidade de DD FXllla por UA/DT e a idade dos 33

pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010)

A anadlise comparativa da descricdo da contagem de DD FXllla entre
pacientes do sexo masculino e pacientes do sexo feminino, ndo mostrou
significancia estatistica (teste t, p = 0,7761), obteve-se a média de 146,9 entre os
homens e de 140,8 entre as mulheres, com valores minimo e maximo de 32 e 192,
respectivamente, para os pacientes pertencentes ao género masculino e de 32 e

224 para os pacientes do género feminino (tabela 5 e figura 12).
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Tabela 5 — Distribuicdo dos 33 casos de DJL quanto ao género.

. .. FXllla (UA/DT)
Estatistica Descritiva

Masculino Feminino
Tamanho da amostra 28 5
Minimo 32 32
Maximo 192 224
Variagao 160 192
Média Aritmética 146,9 140,8
Mediana 160 160
Desvio Padrao 37,9 70,1
Fonte: Analise do estudo (2010)
F=llla GEnera x Fxllla
(U&/DT) Teste t[p=07761)
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Figura 12: Correlagao entre a quantidade de DD FXllla por UA/DT e o género dos 33

pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010)
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A analise comparativa da descricdo da contagem de DD FXllla entre
pacientes com atividade laboral relacionado a agricultura e pacientes que exercem
outras atividades, ndo mostrou significancia estatistica (Teste t, p = 0,5765), obteve-
se a meédia de 143,3 entre os pacientes com atividades relacionadas ao campo e de
152,9 entre os pacientes que exercem outras atividades, com valores minimo e
maximo de 32 e 192, respectivamente, para os pacientes que trabalham na
agricultura e de 96 e 224 para os pacientes com outras atividades laborais (tabela 6

e figura 13).

Tabela 6 - Distribuicao dos 33 casos de DJL quanto a profissao

FXIlla (UA/DT)
Estatistica Descritiva
Agricultor Nao agricultor
Tamanho da amostra 24 9

Minimo 32 96

Méximo 192 224

Variagao 160 128

Média Aritmética 143,3 152,9

Mediana 160 160

Desvio Padrao 459 34,9

Fonte: Analise do estudo (2010)




71

Fxllla Profiszan « Fxllla
(Ua/DT) Teste t [p=0,5765]
2R0
200 I
T
150

100 l

all

Bgricultar M ac-agricultar

Figura 13 - Correlagao entre a quantidade de DD FXIllla por UA/DT e a profissao dos

33 pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010)

Observou-se que ndo houve diferenga estatistica nos niveis de DD FXllla
nos pacientes provenientes do nordeste paraense, quando comparados com o0s
niveis de DD FXllla encontrados nos pacientes procedentes da regido metropolitana
de Belém (Teste t, p = 0,5945) e de outras regides (Teste t, p = 0,4126). Isso
demonstra que a regido de onde & procedente o paciente, n&o influenciou nos niveis
de DD FXllla encontrados (tabela 7 e figura 14).
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Tabela 7 — Distribuicao dos 33 casos de DJL quanto a procedéncia

FXllla (UA/DT)

Estatistica Descritiva Regiao
Nordeste Metropolitana Outras
de Belém
Tamanho da amostra 17 7 9
Minimo 32 96 96
Maximo 192 224 192
Variagao 160 128 96
Média Aritmética 139,3 150,9 154,7
Mediana 160 144 160
Desvio Padrao 50,5 39 29,9

Fonte: Analise do estudo (2010)

Fxllla Procedéncia x Fxllla

(UA/DT) Testet
Nordeste x Reg.Met. Belém (p = 0,5945)

Nordestex Qutras (p = 0,4126)
240 Reg.Met. Belém x Qutras (p = 0,8279)
200 T
= T
150
100 1 J
50
0
Nordeste Reg metiopol.  Outras

Figura 14 — Correlagao entre a quantidade de DD FXllla por UA/DT e a procedéncia

dos 33 pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010)

Apesar de se ter observado uma contagem maior dos niveis de DD FXllla

nos pacientes com a forma clinica verrucosa em relagao aos pacientes com a forma
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clinica queloidiana, a analise comparativa da descricdo da contagem de DD FXllla
entre estes pacientes ndo mostrou significancia estatistica (teste t, p = 0,5893),
obteve-se a média de 144 entre os pacientes com a forma queloidiana e de 154,7
entre os pacientes com a forma verrucosa, com valores minimo e maximo de 32 e
192, respectivamente, para os pacientes pertencentes a forma queloidiana e de 112

e 224 para os pacientes com a forma verrucosa (tabela 8 e figura 15).

Tabela 8 — Distribuicao dos 33 casos de DJL quanto a forma clinica das
lesdes.

FXllla (UA/DT)

Estatistica Descritiva

Queilodiana Verrucosa
Tamanho da amostra 27 6
Minimo 32 112
Maximo 192 224
Variagao 160 112
Média Aritmética 144 154.7
Mediana 160 152
Desvio Padrao 441 38,8
Fonte: Analise do estudo (2010)
Fxllla Farma clinica » Fxllla
(U&/DT) Teste t [p= 05233
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Figura 15 — Correlagéo entre a quantidade de DD FXllIla por UA/DT e a forma clinica

das lesdes nos 33 pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010).
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Observou-se que nao houve diferenga estatistica entre a localizagao da
lesdo e FXllla, ou seja, independente do local da lesdo nada se pode inferir a
respeito do FXllla, pois os niveis encontrados desse fator, foram semelhantes em

todos os locais de lesdo analisados (tabela 9, figura 16).

Tabela 9 - Distribuicdo dos 33 casos de DJL quanto a localizacado das lesdes

FXllla
Estatistica Descritiva .~ ,
MMSS MMII Pavilhdo Auricular Outros
Tamanho da amostra 5 15 8 4
Minimo 32 96 96 80
Maximo 176 224 192 176
Variacao 144 128 96 96
Média Aritmética 131.2 160 148 136
Mediana 144 160 160 144
Desvio Padrao 57 34.2 30.5 42.3
Fonte: Analise do estudo (2010)
Fxllla Localizaggo da lesdo » FXlla Testet
(UA/DT) MMSS x MMII (p =0,1843)

MMSS x Pav.auricular (p=0,4988)
MMSS x Outros sitios (p =0,8929)

0 MMIIx Pav.auricular (p=0,4159)
MMIILx Outros sitios (p =0,2495)
I Pav.auric. x Outros sitios (p=0,5826)
200

50

MMSS MMII Pav. auricular Outios

Figura 16 — Correlacao entre a quantidade de DD FXllla por UA/DT e a localizagao

das lesdes nos 33 pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010)
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Observou-se que houve diferenga estatistica nos niveis de DD FXllla
entre o grupo de pacientes com a DJL e os grupos de pacientes com PCM com
forma histopatologica de granuloma bem organizado, de granuloma frouxo e com o
grupo controle. Sendo verificado que a média de DD FXllla no grupo Jorge Lobo foi
maior do que nestes trés grupos citados acima. Nao houve diferenca estatistica
quando comparado o valor do DD FXIlla entre os pacientes com DJL e os pacientes

com PCM com padréo de resposta mista GBO/GF (tabela 10 e figura 17).

Tabela 10 — Distribuicao descritiva dos valores de DD FXllla nos grupos de pacientes
com DJL, PCM com aspecto de GBO, GF, GBO/GF e grupo controle.

FXllla por Unidade de area na
Grupos derme total (UA/DT) Teste de Kruskal-Wallis
estudados *estatisticamente significante
MédiatDP Mediana Variagao

— Jorge Lobo x GBO (p < 0,05)*
Jorge Lobo (n 145,93+ 160 3 - 294

33) 42,85 Jorge Lobo x GF (p < 0,05 )*
Jorge Lobo x GBO/GF (p > 0.05)
GBO (n=22) 78,33t78,42 51,73 0-276,3
Jorge Lobo x Controle (p < 0,05 )’
GBO x GF (p>0.05)

GBO x GBO/GF (p > 0.05 )

GF (n=20) 78,50+67,07 63,46 5,33-211,2

GBO xsx Controle (p > 0.05)
GF x GBO/GF (p > 0.05)

GBO/GF (n=19) 99,19466,79 80 6,4 - 258,1

GF x Controle (p > 0.05)
Controle (n = 10) 17,51+15,26 15,46 0-43,6
GBO/GF x Controle (p < 0,05 )*

GBO: Granuloma bem organizado

GF: Granuloma frouxo

GBO/GF: Padrdo de resposta mista

Fontes: Analise do estudo (2010) + Dendritic cells and pattern of cytokines in
paracoccidioidomycosis skin lesions The American Journal of Dermatopathology
2003; 25(2): 107-112, 2003 .
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Figura 17 — Correlagdo entre a quantidade de DD FXllla por UA/DT nos grupos de

pacientes estudados.
Fonte: Analise do estudo (2010)
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6 DISCUSSAO:

DJL é uma micose cutanea-subcutanea causada pelo Lacazia loboi, fungo
nao cultivavel in vitro até o momento, de evolugao crénica e terapéutica insatisfatoria
que merece maiores observagdes, sobretudo, a respeito da sua patogenia e

imunologia.

Representa um grande desafio as comunidades médicas e cientificas,
pois a populacdo carente de zona rural, a mais acometida, encontra-se em constante
risco de contagio, uma vez que, para sua subsisténcia, necessita manter-se em

contato com o meio ambiente, onde o fungo tem seu habitat (TALHARI, 1988).

Ha casos descritos em varios paises da América Latina, no entanto as
caracteristicas hidrograficas e climaticas da regido amazénica, representadas por
floresta tropical, clima quente e umido, temperatura média anual de 24°C, alto indice
pluviométrico e opuléncia hidrografica, a fazem localizagcdo propicia para o
desenvolvimento da DJL (BRITO, 2007).

Sendo a DJL uma patologia de acentuada incidéncia na regido Amazdnica
brasileira, merece especial atengdo do Departamento de Dermatologia do Hospital
da Santa Casa de Misericérdia do Para/Universidade Federal do Para, local onde foi

realizado este estudo.

A doenca ndo tem preferéncia por etnias, porém afeta
predominantemente trabalhadores rurais, que vivem em contato constante com a
vegetacao e o solo, como é o caso dos agricultores da Amazonia, grupo profissional
acometido em 72,7% dos casos, neste estudo (VILANI-MORENO; OPROMOLLA,
1997).

O género feminino foi pouco acometido, como esperado, e representou
somente 15,2% dos casos, provavelmente pela pouca exposicdo das mulheres ao
trabalho no interior da floresta. Merece citacdo a exceg¢do das mulheres da tribo
indigena Caiabi, que representam 32% dos casos nesta comunidade, porque elas
participam mais ativamente do trabalho dentro das florestas (OPROMOLLA, 1999b.).
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Pode haver diversas formas clinicas no mesmo paciente infectado pela
DJL, no entanto neste estudo cada paciente sé apresentava um tipo de leséo

cutanea.

Em 90% dos casos a doenca se apresenta sob a forma clinica
queloidiana, classica, motivo das sinonimias micose queloidiforme ou blastomicose
queloidiana de Jorge Lobo. No trabalho em questdo a forma clinica das lesdes
também prevaleceu nesse padréo semidtico (81,8%) (SILVA; BRITO, 1994b).

Brito e Quaresma (2007) constataram que na DJL ha positividade para
CD68 e intensa marcacgao para TGF- que inibe a expressao de IFN-y. O aumento
de TGF-B induz a fibrose, fato que poderia retratar o aspecto clinico mais frequente:

a forma queloidiana.

O surgimento de carcinoma espinocelular ja foi registrado em alguns
casos de DJL e neste estudo trés pacientes evoluiram com degeneragéo

carcinomatosa sobreposta as lesdes cutaneas prévias (BARUZZI, 1989).

Na literatura é descrito, que na maioria dos casos o paciente esta na faixa
etaria entre 20 e 40 anos, a qual coincide com a época de maior produtividade
laborativa do individuo. Ha referéncia de dois casos precoces, um comeg¢ando com
dois anos de idade, descrito entre indios Caiabi e outro com inicio aos cinco anos,
descrito no Suriname (OPROMOLLA, 1999b).

Os pacientes analisados encontravam-se em 51.5% dos casos com faixa
etaria superior aos relatos da literatura (46 a 65 anos), possivelmente pela demora
na procura do atendimento médico, ja que a doencga é crbnica e assintomatica e por
acometer predominantemente a populagao rural, de baixo poder aquisitivo, que tem

dificuldade no acesso a saude.

Nos casos estudados e naqueles referidos por outros autores, as
extremidades foram mais frequentemente acometidas, possivelmente pela maior
probabilidade de traumas nessas localizagcbes. Os membros inferiores foram
acometidos em 45,5% dos casos e os membros superiores em 15,2% (BRITO,
2006).
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O frequente comprometimento do pavilhdo auricular, que representou

24,2% no trabalho em questéo, tem diferentes explicagdes.

Para alguns autores, o habito de carregar palha e madeira nos ombros
poderia justificar o traumatismo desta regido e a inoculagédo do fungo (MORAES;
OLIVEIRA, 1962). Por outro lado, Silva em 1994 sugeriu trata-se de fungo
oligotermofilo, o que justificaria a preferéncia da localizagdo das lesdes nas areas
mais frias do corpo, como as orelhas ou ainda a picada de artrépodes, carrapatos do

grupo ixodideos, que poderiam ser um tipo de vetor.

Em relacdo a procedéncia dos pacientes, a maioria era oriunda do
nordeste do estado do Para (51,5%), porém essa variavel foi de dificil interpretagao,
uma vez que os pacientes desta localidade tem maior acesso a servigos médicos

especializados.

Outra variavel pertinente para o estudo é o tempo de evolugao da doencga,
que geralmente € longo, tendo relatos com cerca de 50 anos de doenga, no entanto,
nos prontuarios analisados, nem todos os casos tinham a citacdo desta variavel,

comprometendo a sua avaliagao (BARUZZI, 1989).

Essa micose profunda de evolugao crbnica, apesar de nio ser letal e ter
evolugao lenta, pode se disseminar e adquirir grandes dimensdes, conferindo um

aspecto deformante e por vezes incapacitante ao paciente (PRADINAUD, 1998).

Ha pontos ainda passiveis de discussdo, em especial a possibilidade ou
nao do cultivo do agente etioldgico (VILANI-MORENO; OPROMOLLA, 1997).

Trabalhos da literatura tém sugerido a associagcdo da DJL com a
deficiéncia imunoldgica do hospedeiro humano, embasadas no grande acumulo de
fungos, na imaturidade das células gigantes, no pequeno numero de linfécitos, nos
raros granulomas tuberculdides tipicos e na ineficiéncia de eliminagdo dos fungos
mortos (OPROMOLLA et al., 2000).

No entanto, o L. loboi multiplica-se muito lentamente e ndo ocorre piora ou

disseminagdo do quadro clinico na DJL, quando ha associagcdo com
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imunodeficiéncia celular grave, a citar a infeccdo HIV/AIDS (OPROMOLLA et al.,
2000; XAVIER et al., 2006).

Para Opromolla et al, em 2000, quando analisamos cortes
histopatolégicos de DJL, tem-se a impressdo que o grande numero de células
macrofagicas € insuficiente para controlar o excesso de fungos. Parece haver a
primeira vista, uma incompeténcia imunolégica para destruicdo do fungo, mas em
geral, o quadro clinico é localizado e apesar da grande quantidade fungica, a maioria

estd "morta”, isto €, sé ha paredes celulares fungicas, ou capsulas “vazias”.

De qualquer maneira, o L. loboi é destruido e digerido, fato comprovado
através do grande numero de capsulas vazias no tecido infectado e da presencga de
restos de células fungicas no citoplasma das células epitelioides A fagocitose de
micro-organismos representa um mecanismo de defesa n&o especifica de vital
importancia para o hospedeiro, € mondcitos de pacientes com DJL sdo habeis em
fagocitar o fungo, a semelhancga dos individuos sadios (SESSO & BARUZZI, 1988 &
VILANI-MORENO et al., 2004).

Pode-se sugerir entdo, que o fungo é pouco patogénico, justificando a
cronicidade da doenca, porém é de dificil eliminagdo do hospedeiro, possivelmente
pela constituicdo quimica da sua parede celular e/ou pela imunidade celular do

hospedeiro, especificamente deficiente ao fungo (OPROMOLLA et al., 2000).

Pelos diferentes achados acima descritos, pode-se concluir que o real

papel da imunologia na DJL ainda € obscuro.

Doencas infecciosas e parasitarias, a citar. hanseniase, febre amarela,
leishmaniose, PCM dentre outros, representam um fascinante modelo para estudos
dos mecanismos imunolégicos de doengas por envolver uma complexa interagéo
entre seres vivos; 0 hospedeiro e o agente infeccioso, que pode resultar ou ndo em
doencga. No hospedeiro e no agente infeccioso, mecanismos de defesa e de escape
sdao finamente regulados, sob influéncia genética e muitas vezes de fatores
ambientais (PAGLIARI; SOTTO, 2003).

O real conhecimento da fisiopatogenia das doencas infecciosas torna-se

mais abrangente a medida que entendemos os mecanismos celulares e
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imunologicos desta interacdo. Progressos neste campo sédo fundamentais para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e sao imprescindiveis para o

monitoramento da doenca.

Entre as células cutdneas que possuem fung¢do imunoldgica, as CL séo
consideradas as mais importantes. Uma outra populacdo de células dendriticas da
pele, também com capacidade de ser APC, porém com localizagao na derme, foi
descrita inicialmente por HEADINGTON em 1986 e € denominada dendrdcito
dérmico (DD).

NESTLE et al.,em 1993 observaram que células dendriticas dérmicas em
cultura podem expressar a molécula CD1a e por isso propdem que essas células
(DDs) possam ser precursoras das CLs epidérmicas. MURPHY et al..em 1986
verificaram nos transplantes de medula 6ssea que macrofagos dérmicos, quando
estimulados, sao capazes de migrar para a epiderme, onde assumem caracteristicas

fenotipicas de CL.

Em virtude da similitude filogenética e antigénica entre o L. loboi e o P.
brasiliensis, a maioria dos estudos imunolégicos na DJL a correlacionam com a
PCM, micose profunda que ja possui um vasto conteudo imunolégico descrito,

motivo pelo qual esta enfermidade esta presente na investigagéao deste trabalho.

A PCM é uma doencga espectral e tem a imunidade mediada por célula
como seu principal fator de defesa. Ha o envolvimento do perfil Th1 e Th2. As
citocinas do perfil Th1 (IL-2, IL-12, TNF-o., TNF-B e INF-y ) s&o responsaveis pela
resisténcia do hospedeiro ao fungo e do perfil Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e
TGF-B) pela suscetibilidade (MOTA et al.,1985).

A diminuicdo da populagdo de CLs em processos patolégicos, como no
transplante de medula 6ssea, na hanseniase multibacilar e na maioria dos casos
estudados de PCM, tem sido descrita (QUARESMA et al., 2009). Na PCM, a reducéo
no numero das CLs pode ser resultado de sua inativacdo em funcao de fatores
produzidos pelo P. brasiliensis, ou ainda, pela sua migragcdo para a derme para
processar antigenos, onde poderiam sofrer alteragdes imunofenotipicas e nao mais
ser imunorreativas para o anticorpo CD1a (MURPHY et al.,1986, PAGLIARI, 2002b).
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No entanto, em recente trabalho realizado por Quaresma et al., (2010),
que utilizou a mesma amostra de pacientes do estudo que esta sendo abordado, foi
observado que as CLs estdo presentes nas lesdes cutaneas da DJL similar aquelas
encontradas na pele normal, sugerindo algum mecanismo de escape imunoldgico do

hospedeiro ou do préprio fungo em relagéo as CLs.

Os DDs sao células constitutivas da derme, originada na medula éssea,
identificada por um marcador relativamente especifico, o fator de coagulagao Xllla
(SUEKI et al., 1995). Sdo capazes de secretar o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), que é um fator mediador da inflamacéo e resposta imune celular, quando
estimulados pelo interferon-gama (IFN-y) (NESTLE et al., 1994, PAGLIARI, 2002b).

Cerio et al. (1990a) referiram a auséncia de DD FXIllla+ nos granulomas
da sarcoidose e tuberculose. Entretanto, Pagliari (2002b), observou DD FXllla+ na
PCM, ao redor dos granulomas na derme reticular e em torno de vasos, referindo
que sua capacidade de apresentar antigenos torna essa localizagdo ideal para

interagir com os linfécitos T que chegam pela circulagao.

Essa populagado celular, como os macrofagos, € capaz de fagocitar
(HEADINGTON, 1986, NESTLE et al., 1998). Através de reacao de dupla-marcagao
imuno-histoquimica, foi possivel verificar a presengca de formas fungicas do P.
brasiliensis no citoplasma de DD FXllla+ em 40% dos espécimes, ratificando a sua

possivel fungédo de célula apresentadora de antigeno na PCM (PAGLIARI, 2002b).

Nos casos aqui relatados de DJL foi detectada uma maior quantidade de
DD FXllla quando comparados ao grupo controle (de pele normal, oriundo de

pacientes sem doengas dermatologicas) e aos grupos de pacientes com PCM.

Podemos entdo, tentar correlacionar os achados dessas células
dendriticas na DJL, avaliando a quantidade de CL inalterada, similar a pele normal e

o0 aumento de DD FXllla.

Considerando que os DDs séao precursores das CLs, os niveis elevados
de DD FXIllla nos pacientes com DJL poderiam representar um reservatério dérmico
das CLs epidérmicas, se transformado nelas continuamente e assim nao deixando

seus niveis baixarem. Este fato explicaria como as CLs mesmo encontradas em
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quantidade similar aos dos pacientes sadios, parecem participar ativamente na

defesa imunoldgica do organismo

Outro ponto a ser observado € o perfil das citocinas. Ja foi comprovada
por Brito e Quaresma (2007) a elevagdo do TGF- B que leva a uma diminuigdo do
INF-y, mostrando um nitido predominio do perfil TH2. No entanto, neste trabalho foi
demonstrado uma elevagdo dos DDs o qual secreta INF-y, mostrando um

predominio do perfil TH1.

Em virtude deste confronto de resultados, muito ainda se especula sobre
a polaridade dos padrdes de produgao de citocinas e sua correlagdo com resisténcia

e susceptibilidade a diversas doengas.

Alguns autores acreditam que ao verificar a coexpresséo de citocinas de
ambos perfis imunolégicos na mesma doenga, sugere-se a existéncia de padrdes
mistos, que tenderiam por vezes mais para um polo e por vezes para outro (KELSO,

1995). Fato este que parece ocorrer na DJL.

Os resultados deste trabalho sugerem que a DJL € uma doencga espectral,
0 que poderia explicar talvez o porqué da existéncia de casos localizados mesmo
com longa evolugdo de doenca e em contrapartida, casos disseminados como

manifestacio precoce da doenca.

Assim, novos estudos devem ser realizados para um maior conhecimento
dessa doenga, sobretudo no comportamento imunoldgico, que continua desafiando

os pesquisadores.
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a imunomarcacéao tecidual para dendrécitos

dérmicos fator Xllla (DD FXllla) em lesées cutdaneas da DJL e os resultados

encontrados na amostra estudada sugerem algumas conclusdes:

1.

4.

A DJL acomete principalmente pacientes do sexo masculino, na faixa
etaria entre 46 e 65 anos, agricultores, procedentes da regido nordeste do
estado do Para, com forma clinica queloidiana e localizagao
preponderante das lesbes nos membros inferiores.

Os valores da contagem de DD FXllla n&o s&o influenciados pelas
variantes de género, idade, profissdo, procedéncia, forma clinica e
localizacao das lesdes dos pacientes portadores de DJL.

Os valores encontrados de DD FXIllla nos pacientes portadores da DJL
sdo maiores do que os encontrados no grupo controle de pele normal,
oriundo de pacientes sem doengas dermatoldgicas.

A quantidade de DD FXIlla encontrada nos pacientes portadores de DJL é
maior que a encontrada nos pacientes com PCM, tanto no aspecto

histopatolégico de GF, como no de GBO.
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APENDICE
APENDICE A
Forma

Paciente |pDFxllla| Sexo | Idade | Profissédo |Procedéncia clinica Localizacéo
1. 96 M 48 agricultor |Altamira-Pa queloidiana  |pavilhdo auricular
2. 160 M 51 agricultor |Cameta-Pa verrucosa MI
3. 128 M 55 agricultor |S. Domingos queloidiana Ml

Capim-Pa
4 112 M 60 agricultor |Acara-Pa verrucosa Ml
5. 160 M 55 agricultor |Mocajuba-Pa queloidiana  |pavilhdo auricular
6. 176 M 73 agricultor |Cameta-Pa queloidiana Ml / face
7 144 M 80 agricultor |Baiao-Pa queloidiana |MS
8. 128 F 44 dolar |Marituba-Pa queloidiana  fface
9. 160 M 45 bragal |Altamira-Pa queloidiana  fface
10. 176 M 42 agricultor |Mocajuba-Pa queloidiana MS
11. 144 M 64 agricultor |Altamira-Pa verrucosa MI
12. 32 F 42 agricultor |S. Domingos queloidiana MS /Ml

Capim-Pa
13. 128 M 64 | carpinteiro [Mamuri-Am verrucosa MI
14. 160 M 76 agricultor |Cajari-MA queloidiana  |pavilhdo auricular
15. 224 F 25 dolar |Castanhal-Pa verrucosa MI
16. 32 M 40 agricultor |Oeiras do Para-Pa | queloidiana MS
17. 176 M 42 agricultor |S. Domingos queloidiana Ml

Capim-Pa
18. 160 M 35 | mestre de |Mosqueiro-Pa queloidiana Ml

obras

19. 192 M 51 agricultor |Portel-Pa queloidiana Ml
20. 112 M 61 agricultor |Cameta-Pa queloidiana  |pavilhao auricular
21. 144 M 56 agricultor |Marituba-Pa queloidiana  |pavilhdo auricular
22. 144 M 50 agricultor |Belém-Pa queloidiana  MS
23. 160 M 56 agricultor |S. Domingos queloidiana |MS

Capim-Pa
24, 160 F 65 dolar |Oeiras do Para queloidiana Ml
25. 160 F 42 dolar |Belém-Pa queloidiana  pavilhdo auricular
26. 176 M 72 agricultor |Vigia-Pa queloidiana Ml
27. 192 M 65 agricultor |S. Domingos queloidiana Ml

Capim-Pa
28. 160 M 31 Op. de |Portel-Pa verrucosa MI

maquina

29. 96 M 38 |comerciario|Belém-Pa queloidiana Ml
30. 192 M 54 agricultor |Cameta-Pa queloidiana Ml
31. 160 M 66 agricultor |Maraba-Pa queloidiana  pavilhdo auricular
32. 80 M 55 agricultor |Acara-Pa queloidiana  [l&bio
33. 192 M 63 agricultor |Paragominas-Pa | queloidiana |pavilhdo auricular
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ANEXOS: Parecer de ética

ANEXO-1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

. ) NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS °

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°034 /2006-CEP/NMT

Projeto de Pesquisa: IMUNOMARCAGAO TECIDUAL DE FATOR Xllla+r EM
DENDROCITOS DA DERME EM LESOES CUTANES DA
DOENCA DE JORGE LOBO,

Pesquisador Responsavel: Clivia Maria Moraes de Oliveira Carneiro.
Instituigdo / Unidade:NMT/UFPA.

Data de Entrada: 07/06/20086.

Data do Parecer: 04/07/2006.

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em
tela e, verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovagao.

Parecer: APROVADO.

Belém, 2_9 de agosto de 2006.

(
"YQ\" IR

P/ Prof Teiichi Oikawa
~ Coordenador do CEP-NMT/UFPA.




103

ANEXO 2

O método imuno-histoquimico utilizado foi o de estreptavidina-biotina

peroxidase, detalhado a seguir:

Primeira etapa:

1. Cortes de 4 ym de espessura sao obtidos a partir de material embebido em
parafina e colhidos em laminas previamente preparadas com solu¢cao adesiva
de 3 amino-propyltriethoxy-silane (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO/USA,
Cdod A3648).

2. Submetidos a desparafinagdo em xilol por 20 minutos em estufa a 56°C.
Apds, passados no xilol por 20 minutos em temperatura ambiente.

3. Hidratados em concentragbes decrescentes de alcoois (95%, 80% e 70%) por
5 minutos cada.

4. Lavados com agua corrente, agua destilada e PBS por 5 minutos cada.

Segunda etapa: (Bloqueio da peroxidase enddgena)
1. Os cortes foram colocados em H202 a 3% em incubagdes de 10 minutos
cada.
Lavados com agua corrente, agua destilada e PBS por 5 minutos cada.
Feita recuperacéo antigénica de acordo com o antigeno pesquisado

Lavado em agua corrente, destilada e PBS.

o &~ DN

Incubado em leite molico 10 % por 30 minutos.

Terceira etapa: (Anticorpo primario)
Os cortes foram tratados com solugédo de anticorpo primario especifico ao antigeno
pesquisado, diluido em solugdo de soro-albumina-bovina (BSA)1% e deixados na

geladeira por 18 horas a 4°. C.

Quarta etapa: (Anticorpo secundario)

1. Os cortes foram lavados com PBS por 2 vezes de 5 minutos cada.
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2. Tratados com anticorpo secundario anti-imunoglobulina de coelho e anti-
imunoglobulina de camundongo (DAKO K 492) na diluicado de 1:1000 em PBS
por 30 minutos a 37°. C

3. Lavados em PBS por 2 vezes de 5 minutos.

Quinta-etapa: (Anticorpo terciario)
1 Os cortes foram tratados com anticorpo terciario Streptavidin-Biotin-Complex
(SABC) (DAKO K 492), diluicdo 1:1000 por 30 minutos a 37°c.

2 Lavados em PBS por 2 vezes por 5 minutos cada.

Sexta-etapa: (Revelagao por cromogenos).
1. Preparou-se solugdo contendo 30mg de 3,3 Diamino-benzidina diluida em
100ml de PBS
2. A mesma foi filtrada e misturada com 1200 micro litros de H202 a 3%.
Os cortes foram corados nesta solugao por 1,5 a 2 minutos e posteriormente lavados
em agua corrente, contra corados em hematoxilina, novamente de alcoois,

diafanizados em xilol montados em permount.



