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RESUMO

Introducdo: A Cromoblastomicose é uma doencga cronica e de evolugao lenta que
acomete o tecido celular cutdneo e subcutédneo, tendo como principal agente
etiolégico, Fonsecaea pedrosoi. Podendo apresentar aspecto polimorfico, de evolugéo
lenta, atingindo principalmente os membros inferiores de trabalhadores rurais.
Objetivo: Analisar os achados histopatolégicos correlacionando com tipo lesional,
gravidade e terapias realizadas em pacientes portadores de agentes da CBM.
Metodologia: E um estudo descritivo, analitico, longitudinal dos casos confirmados,
com amostra de conveniéncia, realizado no Centro de Referéncia Infecciosa e
Parasitaria da Universidade Federal do Maranh&o entre fevereiro/2017 a agosto/2018.
Os testes de pesquisa direta, a cultura do fungo e microcultivo foram utilizados para
confirmar o diagndstico e o histopatoldgico para realizar as correlagdes e andlises
deste estudo. O tratamento foi realizado com itraconazol, para os pacientes com
doenca leve (200mg/dia), e em doenca moderada e grave, itraconazol (400mg/dia).
Em pacientes com lesdes infiltrativas, associou-se imiquimode, tdpico, 3 vezes por
semana e nos pacientes com baixa resposta terapéutica e os que puderam
comparecer no ambulatério a cada 15 dias, associou-se nitrogénio liquido. Resultados:
A investigacgéo clinica e epidemioldgica dos 52 casos apresentou variagdo de idade
entre 50 a 60 anos (n=21;40%); predominancia: do sexo masculino (n=48; 92%), de
trabalhadores rurais, de gravidade moderada (n=25;48%), de lesdo em placa
(n=38;73,08%), de granulomas supurativos (n=20;38,46%) e oriundos em sua maioria
da Baixada Maranhense. Nas associa¢cdes de achados histopatologicos e lesdes,
houve maiores percentuais para polimorfonuclear, linfécitos e hiperplasia
pseudoepiteliomatosa, apontando para uma tentativa de eliminacdo do fungo
(p<0,0001). Na correlagdo entre os achados histopatolégicos e o tratamento, a
proliferacdo vascular apresentou em menor quantidade nos locais das lesdes,
podendo prejudicar assim a concentragdo do antifungico utilizado no tratamento. A
carga fungica apresentou reducdo nos tratamentos com itraconazol e itraconazol
associado com nitrogénio liquido. Discussao: O itraconazol € um medicamento
utilizado nas terapias de CBM que pode alcancar curas e melhoras dos quadros
clinicos da maioria dos pacientes, principalmente nos que apresentam gravidade leve
a moderada, apos longos periodos de tratamento. Ja em pacientes com lesées graves
nota-se uma resposta diferenciada, isto talvez, ocasionada pela diminuicdo das
concentracdes teciduais de itraconazol. Os fatores que podem estar envolvidos nestas
redugbes das concentragbes teciduais sao as fibroses teciduais, edemas e
coinfecgdes bacterianas, muito encontradas nos tecidos subcutaneos. E nesse
momento que outras estratégias terapéuticas podem ser utilizadas como as
associagcdes com o0 nitrogénio liquido local ou o imiquimode. Conclusdo: A
cromoblastomicose tem comportamento endémico no estado do Maranhdo. O
itraconazol em monoterapia apresentou os melhores resultados em termos de cura e
reducao de intensidade da carga fungica do que em associa¢dao com nitrogénio liquido.
O nitrogénio liquido apesar de apresentar reducdes na intensidade da carga fungica,
tem que ser avaliado seu custo beneficio. E a associacdo de itraconazol com
imiquimode nao apresentaram boa evolugdo, sendo evidenciada com aumento da
intensidade da carga fungica.

Palavras-chave: Cromoblastomicose; Fungo; Histopatologico; Tratamento.



ABSTRACT

Introduction: Chromoblastomycosis is a chronic and slowly evolving disease that
affects the cutaneous and subcutaneous cellular tissue. Its main etiological agent is
Fonsecaea pedrosoi. It may present polymorphic aspect, of slow evolution, reaching
mainly the lower limbs of rural workers. Objective: To analyze the histopathological
findings correlating with lesion type, severity and therapies performed in patients with
CBM agents. Methodology: This is a descriptive, analytical, longitudinal study of
confirmed cases with a convenience sample, conducted at the Infectious and Parasitic
Reference Center of the Federal University of Maranhdo from February / 2017 to
August / 2018. The direct research, fungal culture and microculture tests were used to
confirm the diagnosis and histopathology to perform the correlations and analyzes of
this study. Treatment was with itraconazole for patients with mild disease (200mg /
day) and for moderate and severe itraconazole (400mg / day). In patients with
infiltrative lesions, imiquimod, topical, was associated 3 times a week and in patients
with low therapeutic response and those who could attend the outpatient clinic every
15 days, was associated with liquid nitrogen. Results: The clinical and epidemiological
investigation of the 52 cases presented age variation between 50 and 60 years (n =
21; 40%); predominance: male (n = 48; 92%), rural workers, moderate severity (n =
25; 48%), plaque injury (n = 38; 73.08%), suppurative granulomas (n = 20; 38.46%)
and mostly from the Baixada Maranhense. In the associations of histopathological
findings and lesions, there were higher percentages for polymorphonuclear,
lymphocytes and pseudoepitheliomatous hyperplasia, pointing to an attempt to
eliminate the fungus (p <0.0001). In the correlation between the histopathological
findings and the treatment, vascular proliferation presented in smaller quantity in the
lesion sites, which may impair the concentration of the antifungal used in the treatment.
The fungal load decreased in treatments with itraconazole and itraconazole associated
with liquid nitrogen. Discussion: Itraconazole is a drug used in CBM therapies that can
achieve cures and improvements in the clinical condition of most patients, especially
those with mild to moderate severity after long periods of treatment. In patients with
severe lesions, there is a differentiated response, perhaps caused by the decrease in
tissue concentrations of itraconazole. Factors that may be involved in these reductions
in tissue concentrations are tissue fibroses, edema, and bacterial co-infections, which
are commonly found in subcutaneous tissues. It is at this time that other therapeutic
strategies can be used such as associations with local liquid nitrogen or imiquimod.
Conclusion: Chromoblastomycosis has endemic behavior in the state of Maranhao.
ltraconazole alone had the best results in terms of cure and reduction of fungal load
intensity than in association with liquid nitrogen. Liquid nitrogen, despite presenting
reductions in fungal load intensity, must be evaluated its cost benefit. And the
association of itraconazole with imiquimod did not show a good evolution, being
evidenced with increased fungal load intensity.

Keywords: Chromoblastomycosis; Fungus; Histopathological; Treatment.
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1 INTRODUCAO

A cromoblastomicose (CBM) é uma doencga crénica e de evolucao lenta que
acomete o tecido celular cutdneo e subcutadneo, tendo como principal agente
etioldégico, Fonsecaea pedrosoi. Pode apresentar aspecto polimérfico, atinge
principalmente os membros inferiores de trabalhadores rurais. (BONA, CANTON e
FUENTEFRIA, 2010; CORREIA, VALENTE et al., 2010; GOMES, VICENTE et al.,
2016).

Em 2018, a Organizagao Mundial de Saude incluiu a CBM entre as diversas
doengas tropicais negligenciadas que sado endémicas nas zonas tropicais e
subtropicais, acometem principalmente as areas com populacbes pobres, de zonas
rurais, com baixo acesso a salde e educacio, como a Africa (OMS, 2018).

A cromoblastomicose se apresenta de forma endémica em varias areas do
planeta e se destaca em diversos estados brasileiros por sua prevaléncia. Ja em 1973,
Bopp identificou trés focos da doenga no Brasil: um no Norte, com a contribuigdo do
Para, outro no Suldeste, com os estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais
e Espirito Santo e um terceiro, localizado no Sul do pais, abrangendo o Rio Grande
do Sul, Santa Catarina e Parana. No Nordeste poucos casos tinham sido relatados
(BOPP; BERNARDI , 1973).

Esse status de areas endémicas no Brasil sdo ainda hoje confirmadas por
Queiroz-Telles (2017), quando afirma a presenca de casos sem diagnéstico e
consequentemente sem tratamento, atingindo pessoas de baixo poder
socioeconémico, vivendo na zona rural, onde sobrevivem dos frutos da terra,
mantendo contato permanente com a vegetacao e o solo. (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017).

No Maranhao (MA), os primeiros relatos de cromoblastomicose na literatura
datam de 1981 feitos por Ferreira e colaboradores, com descricdo dos aspectos
histopatolégicos apresentados por oito pacientes portadores de cromoblastomicose
(FERREIRA et al., 1981). Na década seguinte, varios relatos foram publicados, tendo
como estudo referencial a publicacdo de 12 casos por Silva e colaboradores (1992),
quando se evidenciou que 83,3% dos casos eram oriundos da Baixada Maranhense,
constatando-se a existéncia de wuma provavel é&rea endémica para a
cromoblastomicose (SILVA et al., 1992). Sucessivamente, varios estudos continuaram
sendo realizados e relatados em 20 anos de cromoblastomicose no Maranh&o,



quando se apresentou 150 casos desta micose, com caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas e diagnostico etiolégico (AZEVEDO et al., 2012). Este estudo
evidenciou que 86,4% dos pacientes apresentavam forma moderada ou grave da
doencga, sendo 78,8% oriundo da mesorregiao norte (onde se localiza a Baixada
Maranhense), confirmando a regiao como endémica para esta patologia (AZEVEDO
et al., 2012).

Os desafios acerca desta patologia fungica continuaram ao longo dos anos no
Estado, apresentando importante casuistica, com nimero crescente de casos, tendo-
se cadastrado no servico de referéncia ao atendimento de cromoblastomicose, cerca
de 200 casos, nos ultimos 27 anos, em sua maioria, nas formas moderada e grave,
dificultando a resposta terapéutica diante dos antifingicos disponiveis para o seu
manejo.

Desta maneira, os estudos que iniciaram em 1989, gerando Varios
entendimentos desta doenga: como a observacao de uma area endémica no Estado
do Maranhdo (SILVA et al.,, 1992), a relacdo da quebra de coco babacu e
cromoblastomicose em regiao glutea (MARQUES et al., 2006), a relagdo entre
resposta Th1 com doencga leve e resposta Th2 com doengca moderada e grave
(GIMENES et al., 2005). Além da observagéo de producao de IlgG em maiores titulos
nos pacientes com doenca grave (AZEVEDO et al., 2012) e transformacao neoplasica
em pacientes com lesdes crbnicas pela cromoblastomicose (AZEVEDO et al, 2015).
Ainda ha uma lacuna sobre as manifestacées histopatolégicas apresentadas nestes
pacientes e suas repercussdées na apresentacao clinica, gravidade da doenca e

alteracdes apresentadas com os tratamentos realizados.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Historico

A Cromoblastomicose (CBM) foi descrita pela primeira vez por Maximilliano
Willibaldo Rudolph (1914), médico que escreveu em um periédico internacional “Sobre
a figueira brasileira”, nos estados de Minas Gerais e Goias (RUDOLPH, 1914). Em
1915, Medlar e Lane, publicaram, nos Estados Unidos, a partir de suas descobertas
sobre "uma infeccdo cutdnea causada por um novo fungo" em um paciente que
morava na cidade de Boston. As lesdes verrucosas estudada desse paciente foram

nomeadas Phialophora verrucosa e eram naturalmente idénticas as observadas



previamente nos pacientes brasileiros de Pedroso e Rudolph (LANE, 1915; MEDLAR,
1915; CASTRO; CASTRO, 1987).

Em 1922, Brumpt afirmou que o agente causador da infec¢do, no caso de
Pedroso nao era Phialophora verrucosa, mas uma nova espécie, que ele denominou
de Hormodendrum pedrosoi, em homenagem ao pesquisador brasileiro. Na Argentina
em 1936, Negroni, classificou taxonomicamente este fungo como Fonsecaea pedrosoi
(NEGRONI, 1936; BAYLES, 1989). Terra e colaboradores, em 1922, descreveram,
para estes fungos, um segundo método de esporulacdo que corresponde ao género
Acrotheca. E Carrion, em 1923, descreveu um terceiro agente causador da
cromoblastomicose, denominado Fonsecaea compacta (CARRION, 1936; MCGINNIS,
1983).

Terra e colaboradores em 1922, atribuiram o nome Cromoblastomicose para
designar infec¢des causadas por fungos dematiaceos que apresentam nos tecidos do
hospedeiro, células de cor castanho amarronzadas e paredes densas, denominados
corpos escleréticos, localizadas em microabscessos subcutaneos. No entanto, esse
termo foi proposto para distinguir um grupo de infeccées fungicas cutaneas e
subcutaneas crbnicas, conhecidas como dermatite verrucosa. No tecido, estes fungos
nao se reproduzem por brotamento, como € sugerido pelo nome cromoblastomicose
e, sim, por septacdo (TERRA et al., 1922; MOORE; ALMEIDA, 1935; MCGINNIS,
1983). Para corrigir este aspecto ambiguo da nomenclatura, foi introduzido o termo
"Cromomicose", que incluia todas as infeccbes causadas por fungos escuros,
independentemente de sua apresentagdo clinica, histopatoldégica e micoldgica,
tornando-se, por anos, enganoso, pois descrevia dois grupos distintos de infec¢des
que continham diferencas no diagnéstico, tratamento e prognéstico (MOORE;
ALMEIDA, 1935). Em virtude disso, Ajello et al. (1974), criaram o nome "Feo-
hifomicose" para designar um grupo importante, distinto e heterogéneo de infeccoes
micoticas exibidas no tecido celular como leveduras dematiaceas, filamentos de
pseudohifas e hifas, que podem ser curtas, grandes e distorcidas ou a combinagao
destas.

As células muriformes encontrados nos tecidos dos pacientes de
cromoblastomicose estdo ausentes nas lesbes e abscessos de feohifomicose.
Portanto, McGinnis (1983) e McGinnis e colaboradores (1985) propuseram que o
termo cromoblastomicose fosse usado para denotar infecgdo cronica de tecidos
cutdneo e subcutaneo, caracterizados por hiperqueratose, hiperplasia pseudo-



epiteliomatosa, microabscesso e presenca de corpos escleroticos ou células
muriformes, nos tecidos do hospedeiro.

2.2 Agente etiologico

Os fungos pertencentes a CBM, taxon6micamente sdao da ordem
Chaetothyriales e familia Herpotrichiellaceae, podendo ser agrupados em sete
géneros: Fonsecaea, Cladophialophora, Phialophora, Rhinocladiella, Exophiala,
Veronaea e Cyphellophora sendo a Fonsecaea e a Cladophialophora os géneros mais
frequentes causadores de infec¢des por fungos melanizados (QUEIROZ-TELLES et
al., 2017; NAJAFZADEH et al., 2010; ZHU et al., 2015; GOMES et al., 2016).

2.3 Epidemiologia

Os fungos causadores da CBM s&o encontrados em todo o mundo,
principalmente em regides de zonas tropicais e subtropicais (QUEIROZ-TELLES et al.,
2015; DE HOOG et al., 2004)

Organismos de vida saprofita sdo encontrados na matéria organica em
decomposicdo: vegetais, espinhos, fragmentos de madeira, troncos, folhas
contaminadas e na microbiota do solo e agua (MINOTTO et al., 2001; MENEZES et
al., 2008).

Os conideos encontrados na vida saprofitica se transformam em corpusculos
muriformes (corpusculos escleréticos), apdés trauma do tecido, ocorrendo
disseminagao por via linfatica. Ocorrem frequentemente em pessoas que exercem
atividades agricolas, demostrando uma natureza ocupacional da doenc¢a (ESTERRE;
QUEIROZ-TELLES, 2006).

A prevaléncia e incidéncia da micose causada pelos agentes da CBM séao
desconhecidas por serem casos esporadicos. Entretanto, a maioria dos relatos sao
de clima tropical e subtropical, sendo os paises de maior prevaléncia de CBM: Cuba,
Republica Dominicana, México Coldmbia, Venezuela e Brasil (SARKAR et al., 2017).

A maior prevaléncia da doenca esta localizada na parte norte da Venezuela e
em Madagascar. No Brasil, a regido amazbnica é a que possui maior numero de
registro (OMS, 2018).

O Brasil ocupa lugar de destaque na casuistica mundial, pois a doenca se
comporta como endémica em diversas regides, com estimativa de 1/196 mil

habitantes, encontrando-se em varias regides do pais: Regido Amazénica, Rio Grande



do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo e Maranhao, sendo o F.
Pedrosoi, o principal agente etiologico (MINOTTO et al., 2001; SILVA, 1998;
QUEIROZ-TELLES et al., 2003; CORREIA et al., 2010).

Doenca considerada ocupacional, por atingir trabalhadores rurais, coletores de
babacu, madeireiros, com quadros de infec¢cao mais frequentemente, em homens. Em
sua maioria, pessoas que nao utilizam qualquer prote¢do ao exercer suas atividades,
de péssimas condi¢des nutricionais e de higiene, favorecendo assim a instalagdo da
CBM (OMS, 2018).

E debilitante, de transmissao indireta, que leva a incapacidade para o trabalho,
desencadeando efeitos negativos sobre a vida do individuo, em todos os seus
aspectos: sociais, econdmicos, psicolégicos e familiares, gerando assim cronicidade
e perdas na qualidade de vida (PIRES et al., 2012; OMS, 2018).

2.4 Resposta imune na cromoblastomicose

Os fungos causadores da CBM afetam principalmente os individuos
imunocompetentes e a gravidade varia de acordo com a idade, a viabilidade e a
quantidade de inéculo do parasita (SOUSA et al., 2011).

Os mecanismos de defesa dos microrganismos que causam a CBM ainda néo
foram completamente elucidados, sendo colocada a possibilidade de que a imunidade
dos pacientes que desenvolveram a doenca, de forma crénica, possui algum tipo de
falha imunol6gica (MINOTTO, 2010).

Os macro6fagos realizam importante papel na resposta inata, para o controle do
crescimento fungico (WALTER et al., 1982).

A funcao de distribuicdo e de apresentacdo de antigenos em amostras de
bidpsias, foram investigadas em um estudo que definiu a maioria dos antigenos
visualizados, como material homogéneo ou granulados no citoplasma dos macrofagos
(SOTTO, 2004).

Os macréfagos ativados demostram ter uma acéao fungistatica e nao fungicida
permitindo a sobrevivéncia e até a proliferacdo da F. pedrosoi dentro da célula
(ROZENTAL et al.,1994).

Sotto et al. (2004) afirmaram que o numero elevado de macréfagos nas
biépsias de pele de pacientes com CBM demonstram o envolvimento da célula no
controle da infecgéo.



Clinicamente, a CBM é caracterizada por hiperplasia pseudoepiteliomatosa
com microabscessos epidérmicos e, granuloma dérmico, que tem sua a participacao
com macrofagos e neutréfilos que desencadeiam a ativacao das células T, através da
apresentacao de antigenos (AVILA et al., 2003). Os neutréfilos e macréfagos sao
células chave na resposta imune contra os fungos causadores da cromoblastomicose.
E as reagOes granulomatosas tipicas observadas em pacientes com a doenca séao
reguladas por polimorfonucleares (URIBE et al., 1989).

E comprovado que individuos de areas endémicas com exposicdo prévia aos
fungos desenvolvem uma resposta humoral especifica, embora ndo esteja clara a
correlacdo com o curso da doenca (ESTERRE et al., 1997).

Em estudos realizados em reacbes imunes mediadas por células nas lesdes
cutaneas, foram encontradas: nas lesées em placa verrucosa, presenga de granuloma
supurativo, apresentando muitas células fungicas, enquanto nas lesées em placa
atréfica, granuloma tuberculéide, com poucos fungos. Segundo os autores, 0s
pacientes com lesées em placa verrucosa apresentam resposta imunoldgica tipo Th2,
enquanto os pacientes com lesao em placa atréfica apresentam resposta tipo Thi.
(D’AVILLA et. al., 2003). Alguns estudos afirmam que os agentes da CBM induzem a
formacao de granulomas, porém ndo esta bem elucidado, e que a formacao do
granuloma pode ser induzida por baixas concentracdes de lipidios extraidos de
agentes como F. pedrosoi, F. compacta, C. carrioni e P. verrucosa (SILVA;
EKIZLERIAN, 1983). No entanto, outros autores verificaram que ndao somente o0s
lipideos retirados destes fungos, mas os que constituem a parede celular seriam
responsaveis pela formacéo do granuloma (SAN-BLAS, 1982; SILVA; FAZIOLI, 1985;
OKUDA, 1992).

2.5 Manifestacoes clinicas

As lesbes iniciais traumaticas através de agentes infecciosos em &areas
expostas do corpo, tem seu periodo de inoculacao variavel entre semanas e meses.
A progressao ocorre inicialmente de uma lesao de papula rosea e lisa para lesées que
podem se apresentar escamosas ou ainda mesmo com aspectos polimérficos,
facilmente confundidos com outras doencas infecciosas e nao infecciosas (MINOTTO,
2001; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Tendo como caracteristica a disseminagao por contiguidade, produzindo assim

lesbes satélites, normalmente acompanhada de prurido, um dos sinais importantes



desta patologia, a CMB apresenta classificagdo quanto ao tipo lesional (Figura 1) em:
nodular, verrucosa, tumoral, cicatricial, placa, mistas ou polimérficas (CARRION, 1950;
modificado por QUEIROZ-TELLES et al., 2003).

Figura 1. Classificagdes quanto ao tipo de les&o.
Fonte: Propria (2017).
Legenda: (A) Lesdo em Placa (B) Lesao Nodular (C) Lesao verrucosa (D) Lesdes Tumoral e Nodular.

Adicionalmente, pode-se classificar a CMB quanto a gravidade das lesdes
(Figura 2) em: leve, moderada e grave (QUEIROZ-TELLES et al., 2003). A gravidade,
pode estar relacionado ao tempo de evolugao da doenca, local da afeccéo e adesao
do paciente ao tratamento, assim como hébitos de higiene, os mecanismos de defesa
inatos do paciente. Apesar disso tudo a CBM ¢é prevalente em pacientes
imunocompetentes (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).



Figura 2. Classificagdes das les6es quanto a gravidade
Fonte: Propria (2018).
Legenda: (A) Leséao leve (B), Lesdo moderada (C) Leséo grave

As lesGes da CBM evoluem lentamente se néo tratadas, podendo atingir e
prejudicar a via linfatica levando a perda ou a incapacidade funcional do membro que
foi atingido, com fibrose tecidual, podendo complicar evoluindo carcinomas,
linfedemas entre outras doencas (MINOTTO, 2001).

2.6 Diagnéstico

Os diagndsticos mais utilizados para CBM s&o:

1. Exame direto de secregdo, raspado ou bidpsia lesional: preparado com
hidréxido de potassio a 20% (KOH). Observam-se estruturas arredondadas, de cor
marrom, com septacdes diametrais, lembrando moedas de cobre, também conhecidas
como corpos fumagéides, células escleréticas ou células muriformes (CARRION,
1936; LACAZ et al., 1984) (Figura 3A e 3C).



2. Exame histopatologico de material de bidpsia: as reagbes ocorridas em
resposta a presenca do agente dematiaceo sao facilmente demonstradas quando
corados com hematoxilina-eosina, caracterizando-se por ocorréncia de hiperplasia
epidérmica, reacdes granulomatosas, podendo ter microabscessos, infiltrado
inflamatério, principalmente composto de macréfagos e células gigantes; e eliminagao
transepitelial de fungos (BATRES et al., 1978; URIBE et al., 1989). (Figura 3A e 3B)

3. Cultura de secrecado, raspado ou biopsia: semeados em meio de agar-
Sabouraud glicose ou Mycobiotic, as colbnias suspeitas apresentam crescimento
lento, iniciando como pontos escuros, violaceos, cinzas ou verdes. A identificagdo do
agente etioldgico é feita por microcultivo em lamina, pela técnica de Ridell, que tem a
prioridade de visualizar a disposicao dos filamentos e do arranjo dos conidios (LACAZ
et al., 1984) (Figura 3A e 3D).

Figura 3. Apresentacao clinica macro e microscopica da CBM, na pele humana.

Fonte: Propria (2018).

Legenda: (A) Lesdes verrucosa e nodular, em paciente de 63 anos. (B) Anatomopatoldgico mostrando
o corpusculo muriférme aumento 40x. (C) Exame micolégico direto com KOH a 20% aumento 40x, com
visualizagado dos corpusculos muriférmes. (D) Microcultivo identificando Fonsecaea pedrosoi aumento
40x.



2.7 Tratamentos

Apesar dos avangos na terapia medicamentosa antifungica observada nos
ultimos anos, a cromoblastomicose ainda constitui um sério problema para os que
manejam esta doenca. Diversos foram os métodos empregados ao longo das décadas,
mostrando a ineficacia de varios deles. As modalidades terapéuticas podem ser
agrupadas em duas categorias: métodos quimicos e fisicos. Estas modalidades
podem ser empregadas isoladamente ou agrupadas (QUEIROZ-TELLES et.al., 2017).

2.7.1 Métodos quimicos

2.7.1.1 Polienos

A anfotericina B € o farmaco pertencente deste grupo, um dos mais utilizados,
antifungico desenvolvido a partir do Streptomyces nodosus que em 1995 se constituiu
em um polieno de primeira linha para as infecgbes invasivas graves, mas que
apresentou grave efeito nefrotoxico, sendo que esse efeito pode ser reversivel apds a
sua suspensao em algumas semanas, podendo ocasionar lesdes residuais em casos
em que o uso seja realizado de forma prolongada, gerando assim, a necessidade do
desenvolvimento de novas formulagdes que reduzam seus efeitos (RIVAS;
CARDONA-CASTRO, 2009).

Devido a isso, foram criadas novas preparacdes de anfotericina B com menos
lipidios, a citar: de dispersao coloidal, lipossomal e complexo lipidico de anfotericina
B, apresentam mecanismo de agado através da ligacdo ao ergosterol na membrana
plasmatica celular do fungo, fazendo com que haja o aparecimento de poros e este,
desorganiza a funcdo da membrana, permitindo a perda de potassio e outros cations,
até que ocorra a morte celular (MOREIRA, 2010). Estas formulacdes permitem seu
uso por tempo prolongado com menos efeitos nefrotéxicos e mielotéxicos, porém sem
constatacado in vivo na terapéutica da cromoblastomicose (GALERA, 2000).

Uma das limitagdes da anfotericina B na terapéutica da cromoblastomicose é o
alto grau de resisténcia a droga pelos organismos causadores da doenca. Gold et al.
(1956) mostraram que a concentragao inibitéria minima para as espécies Fonsecaea
pedrosoi, Fonsecaea compacta e Phialophora verrucosa era tao alta quanto 40mcg/ml.
Desta forma, o uso parenteral isolado dessa droga se tornou inviavel, pois as doses
toleraveis por seres humanos -1 a 1,5mg/kg/dia- produzem niveis plasmaticos de até



1,8mcg/ml, bastante inferior a concentragao inibitéria minima (COSTELLO; DEFEO;
LITTMAN, 1959).

Com isso, optou-se pelo uso subcutdneo da anfotericina B, possibilitando a
obtencéao de altas concentragdes tissulares sem manifestagdes deletérias sistémicas
(COSTELLO; DEFEOQO; LITTMAN, 1959; LESHCHENKO et al., 1989; SILVA et al.,
1999).

2.7.1.2 Azéis

No final da década de 60 surgiram os azdis, 0 mecanismo de acdo desta
medicacédo de agao fungistatica, é a inibicdo da biossintese do ergosterol a partir do
lanosterol, que desorganiza a estrutura e fungdo da membrana celular, inibindo assim
seu crescimento. Isto se da por agir no Citocromo P450 do fungo, inibindo a enzima
14-alfa-demethilase que é responsavel por transformar o lanosterol em ergosterol, que
é importante na formagéo e permeabilidade da membrana celular. Desta maneira, o
mecanismo de agao age inibindo a agdo das enzimas oxidativas que estao
relacionadas ao Citocromo P450. Além disso, acumula perdxido de hidrogénio
causando danos também as organelas celulares (MOREIRA, 2010) (Figura 4).

Os azdis se dividem em duas classes: imidazois e triazdis. Os imidazdis
sugiram na década de 60 a partir da necessidade de se obter novos medicamentos
como forma de reduzir os efeitos adversos da anfotericina B. Na década de 80 sugiram
os triazdis, que possuem uma maior especificidade no sitio alvo em comparacao aos
imidazois, apresentando desta forma, menores efeitos adversos, entre os mais
conhecidos desta classe estdo: fluconazol, posoconazol, itraconazol e voriconazol
(MOREIRA, 2010; WLHALEN et al., 2016).



Reticulo endoplasmético
(inibe a sintese de ergosterol)
Imidazdis

Triazéis

Nicleo j

Fuso mitético ’K

Griseofulvina Parede celular
Equinocandinas
Sintese de DNA

Flucitosina
Membrana plasmatica

Polienos (anfotericina B)

Figura 4. Alvos celulares dos antifingicos.
Fonte: (WHALEN, FINKEL, et al., 2016)

2.7.1.2.1 ltraconazol

E um triazol sintético, lipossolivel que interage com enzimas microssomais
hepaticas, de férmula molecular CssH3sCl2NsO4, com atividade antifungica, e
biodisponibilidade, com apresentacao oral, cdpsula e intravenosa, utilizadas com a
ciclodextrana como forma de aumentar a solubilidade e a biodisponibilidade (Figura
5). No entanto, no Brasil é encontrado apenas como capsula, 0 que compromete o
sitio de acdo. O farmaco possui uma boa distribuicdo nos ossos, tecido adiposo
(pulméo, figado, bago, unha, pele e cérebro) e, baixa concentragcdo no liquor
raquidiano e saliva (WLHALEN et al., 2016). Possui alta metabolizagdo hepatica e por
iSs0 € necessario realizar ajuste de dose em pacientes que apresentam
comprometimento hepéatico e pacientes com insuficiéncia cardiaca e disfuncao
cardiaca, ja que possui efeito inotropico negativo (MOREIRA, 2010; WLHALEN et al.,
2016).



Cl

CI/_?[,\O)_ P—{ :}—NCN N;;E >J

g o

N. N

Figura 5. Formula molecular do itraconazol C35H38CI2N80O4.
Fonte: (MOREIRA, 2010).

O itraconazol deve ser administrado imediatamente ap6s uma refeicdo, com
auxilio de agua, fato que favorece a biodisponibilidade; importante que haja acidez
estomacal suficiente para garantir que o itraconazol seja absorvido totalmente no
organismo. Importante ressaltar a administragdo de antiacidos somente antes ou
depois de duas horas ao uso do itraconazol (EUROFARMA, 2017).

E muito lipofilico podendo alcancar concentracdes teciduais de até 25 vezes
maior que o nivel sérico (ANDRADE et al., 2004).

E considerado a terapia de primeira linha de acordo com vérios ensaios clinicos
abertos e ndo comparativos. E o mais utilizado nos tratamentos para CBM, sendo
assim a terapia padrdo para esta doencga. As taxas de cura variam de 15 a 80%. Tem
a capacidade de inibir a biossintese do ergosterol da membrana celular via 14-esterol
desmetilase, uma coenzima do citocromo P450 oxidase, gerando membranas
celulares defeituosas que perdem a fluidez e a permeabilidade (QUEIROZ-TELLES
et.al., 2009).

A sua formulacao em capsula mostra atividade clinicamente significativa contra
a maioria dos agentes CBM, sendo mais eficaz contra C. carrionii do que contra F.
pedrosoi. No geral, sdo recomendadas doses para adultos de 200 a 400 mg/dia. A
duracdo do tratamento varia entre 8 a 10 meses. Embora esse medicamento é
administrado até que os critérios de cura sejam alcang¢ados. E a criocirurgia pode ser
usada conjuntamente para ajudar a remover as lesées cutaneas ativas restantes
(NAJAFZADEH, et.al., 2010).

Os primeiros casos relatados de cromoblastomicose responsivos ao itraconazol
foram divulgados por Lavalle et al. (1987) no México (LAVALLE et al., 1987). Tratava-
se de dois casos de cromomicose causados por Fonsecaea pedrosoi onde se obteve

a cura clinica e micolégica em um e melhora significativa no outro. Outro estudo inicial



mostrava a eficacia do itraconazol quando empregado nas doses de 100 a 200 mg
diarios por 6 meses em casos de cromoblastomicose causados por Cladophialophora
carrioni (BORELLI, 1987). Fato semelhante foi observado por Restrepo et al. (1988)
na doenca causada por Fonsecaea pedrosoi, porém com menor indice de cura
micolégica (RESTREPO et al, 1988).

Estudos experimentais em camundongos mostraram que o itraconazol faz com
que os cortes histopatolégicos apresentem menor infiltrado inflamatério dérmico,
diminuicdo do numero de células fungicas e aumento da fibrose dermo-epidérmica,
sugerindo assim que a droga deveria ser considerada uma nova opg¢ao na terapéutica
antifungica (DEFAVERI; GRAYBILL, 1990). No Brasil, Queiroz-Telles (1992) mostrou
excelentes resultados no tratamento cromoblastomicose com itraconazol, obtendo
cura clinica, micolégica e histolégica em 88% dos pacientes portadores de lesdes
leves e melhora significativa das lesbes em pacientes portadores de lesdes graves
QUEIROZ-TELLES et al., 1992).

Seishima et al. (2004) determinaram as concentracdes do itraconazol em
tecidos com lesdes causadas por Fonsecaea pedrosoi e em tecidos sem lesdes apds
tratamento oral com dose acumulada de 2,3g de itraconazol. Verificaram que as
concentragdes da medicacdo eram maiores na por¢ao central que nas regides
periféricas das lesdes (SEISHIMA et al., 2004). No itraconazol podem ocorrer baixos
niveis plasmaticos e concentracbes teciduais devido as deficiéncias de absorcao
intestinal. E devem ser observadas as interagcdes medicamentosas devido a inibicao
competitiva do sistema enzimatico do citocromo P450 3A4, pois ha pacientes que
recebem outros medicamentos que sdo metabolizados que utilizam essa via
(QUEIROZ-TELLES et.al., 2017).

A associacao do itraconazol com outras drogas é escassa na literatura, porém
Bolzinger et al. (1991) mostraram que o uso do itraconazol associado a 5-
Fluorocitosina promovia boa resolugdo das lesbes até em casos mais disseminados
(BOLZINGER et al., 1991).

2.7.1.3 Imiquimode

Surgiu em 1995, imiquimode, farmaco pertencente a classe das
imidazoquinolinaminas (amina heterociclica), sintetizado nos Estado Unidos (Aldara™,
3M Pharmaceuticals Saint Paul, Minnesota, Estados Unidos), pertence a classe de
agentes imunomoduladores da resposta imune; também referido como S-26308 ou R-



837, com formula equivalente a (1- (2-metilpropil) -1H-imidazo [4,5-C] quinolin-4-
amina) e férmula molecular C14H16N4, aprovada para o tratamento de verrugas genitais

e perianais, ja em 1997, pela Food and Drug Administration (FDA) (Figura 6)
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Figura 6. Formula molecular do Imiquimode C14H1sN4
Fonte: (HANNA, ABADI e ABBAS, 2016)

Em 2004 foi aprovada para o tratamento de ceratose actinica e carcinoma

basocelular superficial. Insoluvel em agua e de férmula farmacéutica disponivel em
emulsdo, tem sido bem tolerada, mas apresenta efeitos adversos como: dor,
queimacao, edema, coceira e erosao (SYED, 2001; HANNA et al., 2016).

O seu mecanismo de acéo ainda nao € muito claro, sabe-se apenas que 0 uso
tépico estimula as vias inatas e adaptativas do sistema imune através da inducdo da
producéo da citocinas que podem estimular a producao de interferon IFN-y, fator de
necrose tumoral IFN-y e interleucinas IL-6,8,3 e 4 (JOBANPUTRA et al., 2006; SYED,
2001; HANNA et al., 2016) (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo de agao do imiquimode de uso tépico.
Fonte: (HANNA et al., 2016)

De acado tépica, o imiquimode se liga ao TLR-7, agonista, faz parte da
imunidade inata e agonista de TLR-8 e, ativa NF- kB (desempenhando a sua fungao
de transcricao), produzindo citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, TNF-y, IL-6 e IL-8).
Indiretamente, 0 medicamento aumenta a imunidade adquirida, através do estimulo
da produgéo do TH1 citocina e IFN-y, que em altas concentragdes leva a apoptose de
células tumorais através da estimulacdo da proteina Bcl-2 e familia caspase de
proteases. De atividade pro-inflamatéria da via de sinalizagdo do receptor de
adenosina A (2A) e receptor da adenilil ciclase. O Imiquimode ou a adenilil ciclase
forma AMP- ciclico e estimula a transcricdo de novo gene (HANNA et al., 2016).

Foi utilizado em outras indicagdes de doencgas infecciosas e ndo infecciosas,
com resultados promissores, incluindo leishmaniose tegumentar americana (FIROOZ
et al., 2006). Tem um unico relato de seu uso para terapia de CBM, a 5% aplicado 4
a 5 vezes por semana mostrando ser um potencial agente adjuvante quando
combinado com itraconazol. Os efeitos colaterais sao raros, incluindo sensacao de
coceira e queimacgao. Apos uso prolongado, um infiltrado liquenoide pode surgir como
reflexo do aumento da imunidade local (SOUSA et al., 2014).



2.7.2 Método Fisico

Dentre os métodos fisicos, a cirurgia, é de exceléncia nas lesdes iniciais,
porém, nao aconselhavel em lesbes extensas, pois a excisdo cirurgica isolada
concorre com o risco de disseminagao; A termoterapia, terapia a laser e terapia
fotodindmica, adjuvantes ao tratamento, sédo utilizadas em combinagcdo com a
administragcdo de antifugicos (COSTELLO et al., 2012; QUEIROZ-TELLES et al.,
2017).

Outro método fisico importante € a crioterapia ou criocirurgia, compreende a
aplicacéo terapéutica de ar seco, frio, com temperatura entre -110 °C e -140 °C
(COSTELLO et al., 2012; SELFE et al., 2014).

A Criocirurgia € um método de baixo custo que pode ser realizado em
ambulatério e sem administracéo de anestésicos, de eficacia para o alcance da cura
da CBM, principalmente em lesdes localizadas (PIMENTEL et al., 1989). Nesta técnica
o congelamento deve alcangar 60 segundos, para que se forme uma espécie de bloco
de gelo que depois é descongelada fazendo com que haja a destruicao vigorosa do
tecido (MORAES et al., 2008).

Acredita-se que o frio ndo seja responsavel pela destruicao dos fungos negros.
Estudo demonstrou que as baixas temperaturas alcancadas ndo sao diretamente
responsaveis pela destruicao dos fungos nas lesées de CBM, uma vez que as colbnias
de fungos permanecem viaveis por até 12 dias apds exposicao a temperatura de até
-196°C. E provavel que as alteracdes teciduais induzidas pelo frio, como a necrose,
inflamagdo ou mesmo uma possivel adjuvancia imunolégica sejam os responsaveis
pela destruicdo tardia dos fungos (CASTRO et al., 2003).

Os efeitos adversos mais frequente apds crioterapia sao: bolhas,
hipopigmentacao pés-inflamatéria, edema, cicatrizes hipertréficas, dor e infecgéao
bacteriana secundaria (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). O primeiro relato do uso da
criocirurgia em cromoblastomicose foi realizado por Ramirez em 1978 (MORAES et
al., 2008).

A associacéao do nitrogénio liquido com itraconazol tem uma acao mais eficiente
em lesdes pequenas, mas também podem ser utilizadas em areas maiores que podem
ser congeladas parcialmente ou progressivamente. Sendo uma opc¢ao de tratamento

para cromoblastomicose, no entanto, recidivas podem ocorrer com o reaparecimento



de lesbes nodulares ou verrucosas, geralmente periféricas e as cicatrizes atroficas,
mas podem ser tratadas novamente com nitrogénio liquido (MORAES et al., 2008).

A combinacao de antifungicos e ou métodos fisicos, no geral, é utilizado na
pratica terapéutica como uma das ultimas op¢des nos casos de micoses refratarias e
avancadas de CBM. No entanto, ndo ha evidéncias que apoiem a superioridade da
combinacdo de dois antifingicos sistémicos sobre as demais combinacdes de
tratamentos da CBM (QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

o Analisar os achados histopatolégicos correlacionando com tipo lesional,
gravidade e terapias realizadas em pacientes portadores de agentes da CBM
atendidos no CREDIP (Centro de Referéncia em Doencas Infecto-Parasitarias) em
Sao Luis - Maranhao.

3.20bjetivos Especificos

o Conhecer os aspectos epidemioldgicos, forma clinica, e tratamentos realizados
e nos pacientes portadores de CBM,;

o Avaliar os graus de intensidade dos achados histopatolégicos, associados aos
diversos tipos lesionais e gravidade dada CBM,;

o Comparar os achados histopatolégicos encontrados da clinica da CBM, de
acordo com o tratamento implementado, no periodo estudado: itraconazol, em
monoterapia, € em associacao com crioterapia (nitrogénio liquido) e imunomodulador

tépico (imiquimode).
4. MATERIAL E METODO

4.1 Tipo de estudo e periodo de realizacao.

Estudo descritivo, analitico, longitudinal dos casos confirmados de CBM
atendidos no CREDIP (Centro de Referéncia em Doencas Infecto-Parasitarias), da
UFMA, no periodo de fevereiro de 2017 a agosto de 2018.



4.2 Local de Estudo

O estudo foi realizado no ambulatério do CREDIP, da UFMA, Centro de
referéncia, no Maranhao para a CBM, com assisténcia de profissional infectologista,
especialista em Doenca Infectocontagiosa, cadastrado na unidade e que realizaram
exames para CBM, num periodo de 10 anos, com atendimento e acompanhamento
de mais de 200 portadores da doenca.

4.3 Populacao e amostra

Amostra de conveniéncia, compreendendo a populacdo de individuos com
diagndéstico de CBM entre fevereiro/2017 a agosto/2018.

O estudo foi realizado com exame histopatolégico e microbiolégico no momento
do diagnastico clinico e entre 6 meses de tratamento, com outra coleta de bidpsia com
exame histopatolégico para avaliagcdo da resposta inflamatéria local. (Anexo A e
Anexo B).

Os dados foram anotados em uma ficha-protocolo do servico ambulatorial com
variaveis sociodemograficas, clinicas, terapéuticas, assim como a descricdo dos

achados histopatolégicos (Anexo C).

4.4 Critério de inclusao

Foram incluidos na pesquisa todos os pacientes com diagnostico de CBM,
cadastrados e em tratamento regular no CREDIP, que aceitaram participar do estudo
e assinaram o TCLE (Anexo D).

4.5 Critério de exclusao

Todos os pacientes com diagnéstico de CBM, em abandono do tratamento e/

ou em tratamento irregular e aqueles com diagnéstico negativo para a doenca.

4.6 Coleta das amostras clinicas

As amostras clinicas foram coletadas por bidpsia de tecido por meio de punch,
sob anestesia local de lidocaina a 5%, sendo acondicionadas em tubo de vidro estéril
contendo 2 ml de soro fisioldégico a 0,85% estéril e transportadas ao laboratério de
microbiologia, em caixas térmicas apropriadas, conforme recomendacao da RDC n®
302 (BRASIL, 2005). A escolha do local a ser biopsiado foi determinado pela presenca
de pontos negros (fungo) presentes nas lesdes com sinais de infeccdo secundaria.



4.6.1 Processamento laboratorial das biopsias

As bidpsias foram processadas na Microbiologia do Laboratério Cedro, Séao
Luis-Maranhéo e, colocadas em placas de Petri estéreis, fragmentadas em pequenos
pedacgos com auxilio de lamina de bisturi n®. 15. Os varios fragmentos foram utilizados

para realizar o exame micoldgico direto e a cultura para fungos.

4.6.2 Exame micoldgico direto das bidpsias

Fragmentos da biopsia foram examinados entre lamina e laminula com

hidréxido de potassio (KOH) a 20%, em microscépio 6ptico com objetiva 40x (ANVISA,
2008).

4.6.3 Cultura das amostras clinicas para isolamento dos fungos

Os fragmentos da bidpsia foram semeados em meios de cultura Sabouraud
Dextrose Agar Difco™ (SDA) e Mycobiotic Agar BBL™, incubados & temperatura de
28°C a 37°C em estufa bacterioldgica por um periodo de 12 a 30 dias e examinados
apos crescimento (ANVISA, 2008).

4.6.4 Identificacdo dos fungos isolados das amostras clinicas

As identificacbes das linhagens isoladas foram realizadas com base na
macromorfologia das colénias e na micromorfologia da conidiogénese segundo a
técnica de microcultivo Riddell (1950). Para os exames micromorfolégicos foram
utilizados o meio de Agar Batata Dextrose Difco™ (PDA). Dois cubos de PDA foram
cortados com auxilio de lamina de bisturi n® 15 estéreis e colocados sobre a superficie
de uma lamina de vidro acondicionada dentro de uma placa de Petri. Em seguida,
fragmentos da colénia do fungo dematiaceo foram inoculados em quatro pontos
laterais do meio PDA. Os cubos de agar entao recobertos com laminula, com adicdo
de agua estéril para fazer uma camara umida. As placas de microcultivos foram
incubadas a 28°C em estufa bacteriolégica por 12 a 30 dias. Apds esse periodo,
retiraram-se as laminulas contendo os crescimentos fungicos e, em seguida montadas
as laminas com lactofenol-azul de algodao. A leitura foi realizada em microscopio
optico com objetiva de 40x. (ANVISA, 2008) (Anexo B).



4.6.5 Exame histopatologico das bidpsias

No preparo do material de biépsia para exame histopatolégico, foi aplicada a
técnica de inclusdo em parafina e coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE). A partir
do ato cirurgico, os fragmentos coletados foram imersos em formaldeido a 10%,
garantindo a integridade do material, em seguida, encaminhado ao laboratério para o
processamento com desidratacdo em solucdo de alcool etilico em
concentracdes crescentes (70%, 80%, 90%, 100%) com banhos sucessivos de 1h.
Para garantir a total desidratagéo do tecido, a ultima etapa se repete em triplicata;
seguidamente o material é submerso em xilol | e [l com duragao de 1h em cada banho.
O xilol é solvente da parafina e desalcoolizante. Por fim, encaminhado para a estufa
de parafina absoluta a 54°C, por duas imersdes sucessivas, impregnando o material.

Na etapa seguinte, de inclusdo com a parafina liquida a 60° e com o auxilio de
uma forma de metal em “L”, foi constituido o bloco de tecido. A etapa seguinte confere
microtomia em micrétomo de parafina, com corte da fita de tecido na espessura de 4
a 7 micra, colhidas em laminas de vidro, a partir do banho — Maria, meio que favorece
0 desaparecimento das dobras da fita, para a posterior, leitura do diagndstico. O
material sobre a lamina leva um banho rapido de albumina para melhor adesédo no
vidro e, é encaminhado a estufa de secagem padrao por 10 minutos a 60°C para
derretimento da parafina. Seguidamente o material € imerso em solvente (xilol) em
banhos rapidos na etapa de desparafinagédo. Por fim, encaminhados a coloragcdo com
HE. Os cortes sdo hidratados, imersos em banhos rapidos com alcool etilico em
concentragdes decrescentes e logo hidratados, procedeu-se a coloragdo com
hematoxilina, com banho de 1 minuto, retirando-se o0 excedente do corante com agua,
em seguida o tecido foi imerso em eosina, lavado com alcool etilico em banho rapido
e clarificado com solvente xilol, também em banho rédpido. Na ultima etapa, de
montagem, uma gota de resina enteld foi colocada sobre 0s cortes e cobertos com
laminulas, expostos a temperatura ambiente para secagem. A leitura foi realizada em
microscépio 6ptico com objetiva de 40x. Todos os cortes processados e coloridos
ocorreram em triplicata, para garantir a visualizagdo do fungo em diferentes
profundidades do corte.

As analises das laminas foram realizadas para avaliar e quantificar os
elementos histopatolégicos (Anexo A). A contagem dos elementos histopatolégicos

foram realizadas por meio de microscopia Optica, sendo as estruturas analisadas na



objetiva de 100x, com contagem dos achados histopatolégicos. O grau de intensidade
da presencga destes elementos foi quantificado segundo os seguintes escores: 0
(Ausente), + (Raros), (Frequentes) ++ e (Numerosos) +++ (MINOTTO, 2009).

As variaveis histopatolégicas analisadas foram: hiperplasia
pseudoepiteliomatosa, granuloma epiteliomatoso, granuloma de Langerhans,
histiécitos, microabscesso, proliferacdo vascular, polimorfonuclear e corpusculo

muriforme.

4.12 Tratamento

O tratamento no estudo foi realizado com itraconazol para os pacientes com
doenca leve 200mg/dia, e em doeng¢a moderada e grave, foi itraconazol 400mg/dia.
Em pacientes com lesao infiltrativas, associou-se imiquimode, tépico, 3 vezes por
semana e naqueles com baixa resposta terapéutica e os que puderam comparecer no
ambulatorio a cada 15 dias, associou-se nitrogénio liquido.

5 CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Universitario do Maranhao/HU/UFMA, em 13 de Outubro de 2015 sob o nimero do
Parecer Consubstanciado 1.276.342.

6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram compilados em banco do Programa Excell 2000 e analisados
com auxilio do software SPSS 10.0 software, com aplicagdo de provas estatisticas do
teste t Student, teste ndo paramétrico de aderéncia e KRUSKAL-WALLIS; teste
ANOVA, o coeficiente de correlacdo de Pearson e teste de qui-quadrado de Pearson

. Em todos os testes aplicados foi considerado o nivel de significancia p < 0,05.

7 RESULTADOS

Foram avaliados 52 pacientes, com coleta de exames na primeira consulta,
com dados epidemiolégicos apresentados na tabela 1, observando-se maior
ocorréncia do sexo masculino (92%) (p<0,0001), idade entre 50 e 60 anos (40%)
(p=0.0027), com idade média de 57,9 anos e todos tinham atividade na lavoura, tendo
sido utilizado o teste de aderéncia para proporcoes esperadas iguais (Tabela 1).



Tabela 1. Distribuicdo das caracteristicas e de tratamento Epidemioldgicas de
pacientes com agentes da CBM, S&o Luis, Maranhéo, fevereiro/2017 a agosto /2018.

VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS PORTADORES DE CBM

n % (p)
Masculino 48 98

SEXO Feminino 04 08 <0.0001
30 [—40 03 06
40 |—50 11 21

IDADE 50 [— 60 21 40 0.0027
60 |— 17 33
PROFISSAO Lavrador 52 100
TOTAL GERAL 52 100

Legenda: n: total da amostra; %: porcentagem

As caracteristicas clinicas dos pacientes (Tabela 2) demonstraram que a
maioria dos pacientes tinham entre 1 e 10 anos de doenca do aparecimento dos
primeiros sinais e sintomas (63%), com maior ocorréncia de doenca moderada (48%);
lesédo em placa (73,08%); acometimento de membros inferiores (92%) e tratamento
realizado com itraconazol (55,17%), tendo sido definidos através de teste de
aderéncia para proporcdes esperadas iguais.



Tabela 2. Distribuicdo das caracteristicas clinicas de pacientes portadores de CBM,
Sé&o Luis, Maranhao, fevereiro/2017 a agosto/2018.

VARIAVEIS EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS PORTADORES DE CBM
VARIAVEIS CLINICAS n % (5))

01 |—10 33 63,00

TEMPO DE DOENGA (anos) —o =20 122300 hoo1
20 |—30 06 12,00
30 |- 01 02,00
Leve 10 19,00

GRAVIDADE Moderada 25 48,00 0.0388
Grave 17 33,00
Placa 38 73,08

TIPO DA LESAO Verrucosa 24 48,15 <0.0001
Nodular 14 26,92
Tumoral 04 07,69
MI 48 92,00

LOCAL DA LESAO MS 02 04,00  <0.0001
MI e outras partes do corpo 02 04,00
ITZ 16 55,17

TRATAMENTO ITZ + NL> 07 24,14  <0.0001
ITZ + IMQ 06 20,69

TOTAL GERAL 29 100

Legenda: n: total da amostra, %: porcentagem, IMQ= Imiquimode, ITZ = ltraconazol, NL2=Nitrogénio
Liquido, Ml = Membros Inferiores, MS = Membros Superiores.

Todos os casos eram autéctones do estado do Maranhdo, sendo a maioria
oriunda de cidades da Baixada Maranhense, sao elas: Pinheiro com o maior nimero
de casos (9,62%), Pedro do Rosario (3,85%) e Palmeirandia, Sdo Bento e Viana (com
1,92%, cada) ). A mesorregido norte apresentou o maior numero de pacientes
atendidos (n=39; 75%), seguido da regido oeste (n=8; 15,4%), regiao leste (n=3; 5,8%)
e centro oeste (n=2; 3,8%) (Grafico 1).
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Figura 8: Percentual de origem dos casos de CBM identificados nas regides do Estado no ambulatério

do CREDIP, Sao Luis, Maranhao, no periodo fevereiro/2017 a agosto/2018

Fonte: Propria, 2018

Foram investigados os granulomas na analise histopatolégica, tendo sido

encontrados: granulomas supurativos, granulomas mistos (supurativo e epiteliéide) e

granulomas epitelidide e avaliado os tipos lesionais. O granuloma supurativo foi o mais

prevalente em todos os tipos lesionais, sendo os granulomas mistos (supurativo e



epitelidide) o segundo mais encontrado. Tendo sido definidos através de teste de qui-

quadrado de Person (Tabela 3).

Tabela 3. Tipos de granulomas encontrados nos tipos lesionais

Placa Nodular Verrucosa Tumoral
Granulomas
. % p n. % p n. % p n. % P

Ausente 06 11,54 09 17,31 03 05,77 01 01,92
Epitelioide 01 01,92 01 01,92

; < < <
Supurativo 20 38,46 0,001 09 17,31 0,001 12 23,08 0,579 02 03,85 0,001
Misto 11 21,15 03 05,77 08 15,38 01 01,92
Total 38 73,08 21 40,39 24 46,15 04 07,69

Legenda: n: total da amostra; %: porcentagem

Nas lesbes em placa, nodular e tumoral os granulomas apresentaram-se mais
prevalentes (p < 0,0001) com excecao da lesédo verrucosa (p = 0,579).

A lesdo em placa, que foi o tipo lesional mais prevalente nos pacientes com
CBM, estava presente em 73,08% dos pacientes, dentre estes 38,46% tinham
granulomas supurativos (Figura 9) 21,15% pacientes com granulomas mistos

(supurativo e epitelidide) e 1,92% paciente com granulomas epitelidide.

Figura 9. Granuloma supurativo.
Legenda: HE 40 x. Granuloma supurativo. Descricdo: Detalhe para o grande nimero de leucécitos

polimorfonucleares circundados por histiocitos e linfcitos.
Fonte: Propria, 2018.

Sobre a associacao de achados histopatoldgicos e tipos lesionais, verificou-se
que todas as lesdes apresentaram escore maximo de polimorfonucleares, linfécitos e

hiperplasia pseudoepiteliomatosa foi obtido (p<0,0001) altamente significativo através



do teste ndo paramétrico de KRUSKAL-WALLIS, indicando a tentativa de eliminagao
do fungo (Tabela 4).

No entanto, os achados histopatoldgicos foram mais evidentes nas lesées em
placa e lesdes verrucosas, apos analise com auxilio do teste t de Student com p <0,05.

Tabela 4. Associacao entre achados histopatoldgicos e tipos de lesdes em pacientes
com agentes da CBM, S&o Luis, Maranhao, fevereiro/2017 a agosto/2018.

TIPOS DE LESOES

HISTORA D, QaICOS PLACA  TUMORAL VERRUCOSA NODULAR
n % n % n % n %

Corpusculo Muriforme 38 100 04 100 24 100 14 100
Hiperplasia Pseudoepiteliomatosa 38 100 04 100 23 9583 14 100
Granuloma Langerhans 27 71,056 02 50 19 79,17 11 78,57
Granuloma Epiteliomatoso 14 36,84 02 50 08 33,33 06 42,86
Histiocitos 32 84,21 03 75 20 83,33 13 92,86
Microabscesso 37 97,37 03 75 22 91,67 13 92,86
Proliferagcao Vascular 38 100 04 100 23 9583 14 100
PMN 38 100 04 100 24 100 14 100
Linfécitos 3 100 04 100 24 100 14 100
Total Parcial 38 100 04 100 24 100 14 100
Total Geral 52 100

Legenda: n = total da amostra; %: porcentagem.

A relacao da gravidade da doencga e os achados histopatoldgicos, encontrados,
mostram com aplicacao do teste ANOVA que granulomas de Langherans (20,83%) e
linfécitos (22,92%) foram mais frequentes em pacientes com doenca moderada (p =
0.0320). Também a doenca moderada apresentou maior intensidade de hiperplasia
pseudoepiteliomatosa (23,81%) e polimorfonuclear (20,63%) (p=0.0052). Esses
achados histopatolégicos: granulomas de Langherans, linfocitos, hiperplasia
pseudoepiteliomatosa e polimorfonucleares estao todos envolvidos no processo de
eliminacao transepitelial (Figura 10 e 11) (Tabela 5).



Figura 10. Corpusculo muriforme em tecido.

Legenda: HE em 40x. Descricdo: Anatomopatolégico mostrando corpusculos muriférmes em tecido
com hiperplasia pseudoepiteliomatosa e granuloma de Langerhans.

Fonte: Propria, 2018.

Figura 11. Eliminag&o transepitelial de corpudsculo muriforme na camada cérnea.

Legenda: HE em 40x. Descricdo Anatomopatol6gico mostrando corpuisculos muriférmes em camada
cornea.

Fonte: Propria, 2018.



Tabela 5. Associagdo entre os escores dos achados histopatoldgicos e niveis de Gravidade em pacientes com agentes da CBM,
Sao Luis, Maranhao, fevereiro, 2017 a agosto, 2018.

GRAVIDADE versus ESCORES DOS ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

0 — AUSENTES 1-RAROS 2 - FREQUENTES 3 - NUMEROSOS
ACHADOS Leve Moderada  Grave Leve Moderada  Grave Leve Moderada  Grave Leve  Moderada Grave
HISTOPATOLOGICOS
n Yo n Yo n Yo n Yo n Yo n %o N Yo n % n %0 %o n %0 n %
Hiperplasia 01 04,76 07 18,92 05 07,81 03 06,67 01 0476 05 1042 04 1250 03 17,65 15 23,81 09 23,68
Pseudoepiteliomatosa
Granuloma de 01 16,67 03 12,00 06 28,57 03 08,11 08 12,50 05 11,11 02 09,52 10 20,83 03 09,38 04 23,53 04 06,35 03 07,89
Langerhans
G-ral.luloma 04 66,67 17 68,00 09 4286 03 08,11 04 06,25 00,00 02 09,52 01 02,08 05 15,63 01 05,88 03 04,76 03 07,89
Epiteliomatoso
Histidcitos 00,00 04 16,00 03 14,29 07 18,92 15 2344 10 2222 03 1429 02 04,17 00,00 00,00 04 06,35 04 10,53
Microabscesso 00,00 01 04,00 04 19,05 04 10,81 07 1094 08 17,78 03 1429 06 12,50 04 12,50 03 17,65 11 17,46 03 07,89
Proliferacdo Vascular 01 16,67 00,00 00,00 05 13,51 13 20,31 07 1556 03 1429 05 1042 06 18,75 01 05,88 07 11,11 04 10,53
Polimorfonuclear 00,00 00,00 00,00 02 0541 04 06,25 07 1556 04 19,05 08 16,67 06 18,75 04 23,53 13 20,63 04 10,53
Linfécitos 00,00 00,00 00,00 06 16,22 08 12,50 05 11,11 03 14,29 11 22,92 04 12,50 01 05,88 06 09,52 08 21,05
Total Parcial 06 100,00 25 100,00 21 109,52 37 100,00 64 100,00 45 100,00 21 100,00 48 100,00 32 100,00 17 100,00 63 100,00 38 100,00

Total Geral

Legenda: n: total da amostra; %: porcentagem.



A analise de achados histopatoldgicos nos tratamentos propostos foi realizada
em 29 pacientes. Observou-se nesta andlise que continua ocorrendo a tentativa de
defesa do sistema imune contra o0 agente infeccioso, em todos os tratamentos. Sao
achados significantes para a relacdo Hiperplasia Pseudoepiteliomatosa e Granuloma
de Langerhans, Histidcitos; Granuloma de Langerhans e Histidcitos, Microabscesso,
Proliferagdo Vascular, Polimorfonuclear, Linfécitos, Corpusculo Muriforme; Histiocitos
e Microabscesso, Proliferacdo Vascular, Polimorfonuclear, Linfécitos, Corpusculo
Muriforme, com coeficiente de correlagédo de Pearson (p < 0.05, R? > 80%, (r) > 0.9).
A proliferagao vascular, que parece ajudar a transportar o medicamento até o local da
lesdo, mostra-se com grande intensidade no inicio do tratamento (Tempo 0) em todos
0s pacientes (n=29). Apds 6 meses de tratamento (Tempo 1) apenas 11 pacientes
apresentaram proliferacdo vascular nos locais das lesées. Os corpusculos muriformes
apresentaram reducdo nos tratamentos com itraconazol e itraconazol + nitrogénio
liquido, apds os 6 meses de tratamento (Tempo 1) No tratamento com imiquimode
nao ocorreu mudancga do numero de corpusculos muriformes 6 pacientes (Tempo 0 e
Tempo 1) (Tabela 6).

Tabela 6. Correlagédo entre achados histopatoldgicos e tratamentos.

ITZ ITZ+«IMQ ITZ+NL2 Total
Achados Histopatologicos Tempo p
0 1 0 1 0 1 0 1

Corpusculo muriformes 16 13 06 06 07 06 29 25
Hiperplasia pseudoepiteliomatosa 15 16 06 06 07 07 28 29
Granuloma de Langerhans 14 05 04 04 05 04 23 13
Granuloma epitelial 0z 08 05 Of 03 01 15 10
Histiocitos 13 15 05 05 06 07 24 27 <0,001
Microabscesso 15 13 06 05 07 07 28 25
Proliferagcdo vascular 16 06 06 01 07 04 29 11
Polimorfonucleares 16 16 06 06 07 07 29 29
Linfécitos 16 08 06 04 07 03 29 15

Legenda: ITZ = Itraconazol, IMQ= Imiquimode, NL2=Nitrogénio Liquido, 0= inicio do tratamento e 1=
durante o tratamento.

Nos graficos de 1 a 8 estdo demostradas as cargas fungicas e sua evolugcao
em relacao ao tratamento utilizado pelos pacientes. Nos gréficos de 1 a 4 indicam o
inicio do tratamento e nos gréficos 5 a 8 indicam a evolugao do tratamento com o total
de 29 pacientes. Ao analisar a intensidade da carga fungica, observou-se que houve

reducdo dos corpusculos muriformes, sendo mais evidente no tratamento com



itraconazol em monoterapia. Todos os pacientes no inicio do tratamento apresentaram
corpusculos (n=29) e a maioria dos pacientes possuem carga dos fungos entre raros
e frequentes, ressaltando que a maioria dos pacientes do estudo apresentaram lesdes
moderadas e grave.

Grafico 1. Carga flngica, inicio do tratamento Grafico 2. Carga fungica, inicio do tratamento
com ITZ (n=29 pacientes), sua evolugao e com ITZ + IMQ (n=29 pacientes), sua evolugao e
relagdo com o tratamento. relagdo com o tratamento.
Tratamento ITZ Tratamento ITZ + IMQ
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Ausente Raros  FrequentesNumerosos  Total Ausente Raros  Frequentes Numerosos Total
Grafico 3. Carga fungica, inicio do tratamento Grafico 4. Carga fungica, inicio do tratamento
com ITZ + NL2 (n=29 pacientes), sua evolugdo e com quantitativos totais (n=29 pacientes), sua
relacdo com o tratamento. evolugao e relacdo com o tratamento.
Tratamento ITZ + NL2 Totais
29
30 30 °
25 25
20 20
13
15 , 15 ° 9 ,
10 10
3 3
2/‘\1/‘/. 5 0
0 °
Ausente Raros  FrequentesNumerosos Total Ausente Raros  FrequentesNumerosos Total

Nos graficos de 5 a 8, 03 pacientes em tratamento com itraconazol e 01
paciente em tratamento com itraconazol + nitrogénio liquido apresentaram-se sem
carga fungica. Na carga fungica raros, o itraconazol e o itraconazol + nitrogénio liquido
continuaram apresentando boa evolugéo, com 06 pacientes utilizando o itraconazol e
04 pacientes utilizando o itraconazol + nitrogénio liquido. Observa-se assim a reducao
da intensidade da carga fungica em relagéo ao inicio do tratamento. O mesmo néo
ocorre em relacao ao tratamento com itraconazol + imiquimode, onde ha um aumento
da intensidade da carga fungica em frequentes e numerosos em relagdo ao inicio do

tratamento.



Grafico 5. Carga fungica, durante o tratamento ~ Grafico 6. Carga flngica, durante o tratamento

ITZ (n=29 pacientes), sua evolucéo e relacao ITZ + IMQ (n=29 pacientes), sua evolugdo e
com o tratamento. relagdo com o tratamento.
Tratamento ITZ Tratamento ITZ + IMQ
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Grafico 7. Carga fungica, durante o tratamento ~ Grafico 8. Carga flngica, durante o tratamento

ITZ + NL2 (n=29 pacientes), sua evolucéo e com quantitativos totais (n=29 pacientes), sua
relacdo com o tratamento. evolugao e relacdo com o tratamento.
Tratamento ITZ + NL2 Totais
29
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25 25
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4 4 ®
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Outro dado que deve ser observado é que durante o estudo com 52 pacientes,
04 (7,69%) pacientes abandonaram o tratamento, 10 (19,23%) pacientes ficaram
curados, sendo 09 (17,30%) pacientes fizeram tratamento com itraconazol e 01

(1,92%) paciente fez tratamento com itraconazol e nitrogénio liquido.



8 DISCUSSAO

Este estudo avaliou 52 pacientes com CBM oriundos do Estado do Maranhao.
Adultos, do sexo masculino, com idade de 50 a 60 anos e lavradores foram os mais
acometidos. Resultados corroborados por Correia et al. (2010), que em estudo com
27 voluntarios, mostraram maior prevaléncia de homens entre 51 a 60 anos e
trabalhadores rurais.

Os membros inferiores foram os mais afetados e o tipo de lesdo em placa a
mais prevalente, observagdo semelhante ao encontrado no estudo de Agarwal et al.
(2017), que mostrou 56,80% de comprometimento de membros inferiores e lesbes em
placas na sua amostra de 54,7% dos casos. O tempo de doenca menor que 10 anos,
mostra diferenca dos resultados de Melo e Silva et al. (1992) com estudo no
Maranhao, com tempo de doenca dos pacientes da amostra maior de 10 anos,
mostrando que a divulgagédo de informagdes sobre a patologia nas diversas cidades
do interior do Maranhao, tem apresentado resultados, com diagnéstico mais precoce.
Mas nao se pode ignorar que a dificuldade de acesso aos servicos de saude para
diagnostico e tratamento da doenga ainda influenciam no tempo de evolug&o, assim
como a gravidade das lesdes.

Os resultados da terapia com itraconazol sdo limitados principalmente pela
absorcao intestinal deficiente, consequentemente levando a baixos niveis plasmaticos
e teciduais, sendo necessario a monitorizacao terapéutica do farmaco. Infelizmente
estdo faltando ensaios clinicos comparativos para apoiar esta abordagem, bem como
avaliacédo de pacientes que recebem outros medicamentos que sejam metabolizados
pelo sistema enzimatico do citocromo P450 3A4. Outros fatores que podem estar
envolvidos nestas reducdes das concentragdes teciduais sao as fibroses teciduais,
edemas e coinfecgbes bacterianas, muito encontradas nos tecidos subcutéaneos (DE
HOOG et al., 2000). E nesse momento que outras estratégias podem ser utilizadas
como adjuvantes terapéuticos, dentre eles associagao de nitrogénio liquido local e o
imiquimode. A combinacao de itraconazol com nitrogénio liquido é uma alternativa
para reduzir o tamanho das lesdes extensas, pois estimula a destruicdo dos tecidos
atingidos pela doenca através do congelamento, promovendo as alteracdes da
resposta imunolégica no tecido (BONIFAZ et al., 1997; MORAES et al., 2008).



Ja o imiquimode, como imunomodulador tdpico, tem se apresentado como uma
nova alternativa de tratamento clinico em associacao com o itraconazol, devido suas
propriedades imunorreguladoras que estimulam, tanto a resposta imune inata quanto
a resposta imune adquirida (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Estudos realizados em
ratos infectados por Fonsecaea pedrosoi utilizaram o imiquimode que ajudou a
restaurar as respostas imunes inatas, resolvendo a infeccao sem efeitos adversos
(SOUSA et al., 2011). Em outro estudo, o imiquimode, foi aplicado inicialmente em
monoterapia em um paciente com bons resultados, sendo necessaria a associacao
apenas no final do tratamento com itraconazol e terbinafina para a obtencéo da cura
do paciente (SOUSA et al., 2014).

A Baixada Ocidental Maranhense tem-se apresentado como area endémica da
CBM no Estado, ja relatado desde 1992, em trabalho Mello e Silva et al. (1992) coloca
que a maioria dos pacientes eram procedentes da mesma area. A regido apresenta-
se alagadica, quente e Umida, o0 que proporciona boas condicbes para o
desenvolvimento do principal agente etiolégico da CBM. Fato confirmado por
pesquisas que relataram regides de clima tropical e subtropical como areas mais
prevalentes da doenca (LE et al., 2018; PIRES et al., 2012; CORREIA et al., 2010;
QUEIROZ et al., 2018).

Fonsecaea pedrosoi é um dos agentes mais comuns causadores da CBM,
sendo isolado em todos os casos da amostra no presente estudo. Esse agente
também se mostrou prevalente em estudo realizado no Para, onde os autores
avaliaram 47 casos, com isolamento de Fonsecaea pedrosoi (PIRES et al., 2012).

Histopatologicamente, a cromoblastomicose estd entre as doengas
granulomatosas que estimulam a concentragdo de células pertencentes ao sistema
fagocitico mononuclear e simultaneamente uma resposta do sistema fagocitico
polimorfonuclear. Os resultados apresentados neste estudo foram em parte
corroborados por Avelar-Pires et al. (2013), pois a maioria dos granulomas
encontrados foram os supurativos (46,5%), no entanto, foram encontrados
granulomas tuberculdides (33,3%) em lesbdes verrucosas (55,4%) e seguidos de
lesbes em placa (26,2%), no estudo descritivo de 65 pacientes. As inflamagdes
supurativas, sdo sugestivas de imunidade celular menos competente, pode ser o
motivo pela qual essas lesdes tornam-se mais graves.

Uribe-J et al. (1989) em seu estudo, mostra que o epitélio apresenta importante
papel na eliminacao transepitelial do fungo, revelando em sua amostra, hiperplasia



pseudoepiteliomatosa em 88,6% dos casos, com semelhanga ao encontrado neste
estudo. Ha autores que sugerem que nado somente a hiperplasia
pseudoepiteliomatosa faz com que o fungo se mova em direcéo a epiderme, mas 0s
polimorfonucleares em conjunto com outros elementos celulares formando os
microabscessos, buscam realizar a eliminagdo transepitelial do microrganismo
(MEHREGAN, 1977; URIBE et al., 1982). E nesse momento que o fungo é encontrado
na camada cérnea constituida de queratina para que seja eliminado. Entretanto, nesse
momento o fungo pode entrar em estado vegetativo regular, ou se tornar um agente
persistente alojando-se no tecido adjacente e prosseguindo com a infecgédo. Porém, o
fungo pode se utilizar desse mecanismo para se manter ativo e favorecer a reativagao
da doengca em momento oportuno.

No entanto, todo o mecanismo da eliminagao transepitelial ndo foi totalmente
esclarecido (BATRES et al.,, 1878; MINOTTO, 2009). Neste estudo, foram
encontrados 16 pacientes (30,76%) que apresentavam fungos na camada cérnea,
dado corroborado por Avelar et al. (2013), onde a eliminagao fungica foi encontrada
em 12 (18,5%) casos.

Em comparac¢do com estudo realizado com 51 casos de CBM obtiveram cura
de 31% dos pacientes, com varios tratamentos, entre eles, com itraconazol em 03
(5,76%) pacientes e criocirurgia e itraconazol em 04 (7,84%) pacientes, para
pequenas lesées (BONIFAZ et al., 2001). Sendo assim, obtiveram maior porcentagem
de cura com a variedade de tratamento, mas para o itraconazol e o nitrogénio liquido
neste estudo obteve resultados um pouco maiores por ter menor variedade de
tratamentos.

Diante dos resultados apresentados o itraconazol foi o tratamento que
apresentou melhores resultados na reducao da presenca de corpusculos muriformes
e na cura de pacientes mais do que em associacbées. O que leva a inferir que o
tratamento de escolha dentre estes analisados seria o itraconazol, sem necessitar de
associagdes, porém o que chama a atencdo sao os tratamentos coadjuvantes que
foram introduzidos por ndo haver resposta inicial em alguns pacientes ou por
apresentarem lesdes graves, de grandes extensdes. Ao fazer a associacdo com
nitrogénio liquido, demostrou bons resultados, por ser o nitrogénio liquido um
tratamento fisico que em conjunto com uma possivel adjuvancia imunolégica realiza
essa redugéo fungica que, no entanto, tem que ser avaliado o custo beneficio.



A associagdo com imiquimode mostrou aumento da intensidade da carga
fungica, podendo-se explicar que foi utilizada em grande parte, quando o itraconazol
nao apresentava boa resposta terapéutica. Ha poucos estudos sobre essa associacao
em casos de CBM, tendo-se um unico estudo com 04 pacientes por Sousa et al.
(2014), onde afirmaram que ao utilizar o imiquimode, haveria superagéo do defeito de
reconhecimento inato do sistema imune reforcando as respostas inflamatorias,
levando a depuracao do patdgeno e resolvendo assim a infeccdo. No entanto, no
estudo realizado por Sousa et al. (2014) foi realizada a associacao com a terbinafina.
Apenas em um dos quatro pacientes, foi feita a associacdo do imiquimode com
itraconazol, onde foram obtidos bons resultados, chegando até a cura. Nao tendo sido
corroborado por este estudo, fazendo-se necessario, mais pesquisas sobre a
farmacodinamica, farmacocinética e as interagdes medicamentosas, quando em
associagdes com outros tratamentos. No entanto, o que se pode afirmar é que o
itraconazol o melhor tratamento de escolha para Cromoblastomicose.

9 CONCLUSAO

Os resultados possibilitaram concluir que:

. A CBM acomete homens, com idade de 50 a 60 anos, trabalhadores em
contato direto com o solo;

. Os municipios que apresentaram maior prevaléncia de pacientes com
CBM, também dispdem de condigéo climatica e ambiental favoravel a proliferacdo do
agente;

o Reducéo significativa do tempo de ocorréncia da doencga, com gravidade
moderada e lesdes de placa, a divulgacdo de informacbes sobre a patologia nas
diversas cidades do interior do Maranhdo, tem apresentado resultados, com
diagndstico mais precoce;

. Achados, lesbes e histopatologia se confirmam aos principios de
referencial bibliografico, assim como o processo de eliminacado transepitelial na
atencao a evolucao da doenca e o tratamento disponivel;

. Fonsecaea pedrosoi € um dos agentes mais comuns causadores da
CBM isolados no Maranh&o;

J Os tipos de inflamagdo mais presente nas lesées em placa foram
granuloma supurativo e o granuloma misto (supurativo e epitelidide);



o O itraconazol em monoterapia, apresenta os melhores resultados em
termos de cura e reducao de carga fungica do que em associacao com imiquimode e
nitrogénio liquido;

o O itraconazol e o nitrogénio liquido apresentaram bons resultados, no
entanto, tem que ser avaliado seu custo beneficio;

o A associacdao de itraconazol com imiquimode nao apresentou boa
evolucao, sendo evidenciada com aumento da intensidade da carga fungica;

. Pesquisar mais sobre a farmacodindmica, farmacocinética e as
interacbes medicamentosas quando em associacdes com outros tratamentos;

o E necessario continuar a analisar os tratamentos e evolugdes dos

pacientes de Cromoblastomicose.
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ANEXO A- Ficha de leitura de lamina de dados histopatol6gicos

Cromoplastomicose: associagdo entre as alteragées histopatoldgica, formas clinicas e tratamento realizado
no Estado do Maranhéo

Ficha de dados histopatoldgicos
- Leitura de Lamina -

Identificagao

“““““‘ETAPA: DATA:

NUMERO DO ID:
]/

MUNICIPIO:

NOME DO PACIENTE:

MATERIAL ANALISADO/SITIO ANATOMICO:
MEDICAMENTO EM USO:

Instrugdes:

Nas colunas AUSENTE e PRESENTE marcar com um “X” os achados histopatoldgicos observados.
Na coluna ESCORE preencher com o cédigo correspondente ao resultado do exame:

Ausente (0 ), Raros (1), Frequentes ( 2 ) e Numerosos ( 3 );

Area hot spot em aumento 400 Ausente Presente Escore

Carga de Fungo (corpusculos muriformes)

Coloragdo Hematoxilina Eosina (HE) Ausente Presente Escore

Hiperplasia pseudoepiteliomatosa

Granuloma tipo epitelidide

Granuloma tipo células de Langerhans

Agregados histiocitdrios

Microabscesso

Proliferagdo vascular

Linfocitos

PMN (Polimorfonuclear)

Observagoes:

Avaliar o grau de confianga do diagndstico pela HE (Coloragdo Hematoxilina Eosina) em 3 niveis de corte de 5
micrometros.

Referéncia:
MINOTTO, R. Resposta polares a infecgdo pela cromoblastomicose antes e apds as terapias. Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (Tese de doutorado), 2009.



ANEXO B - Ficha de avaliagdo microbioldgica dos pacientes portadores de
cromoblastomicose no Maranh&o-Brasil

Exame micolégico direto e cultura para fungos

Nome do paciente:

Material analisado/sitio anatomico:

Numero do ID:

Exame micoldégico direto:

Data / /

Data da semeadura: / /

Temperatura de incubacao:

1-28°C

2-37°C

3 —40°C

Tempo de crescimento do fungo:
1 — 10 dias

2 — 20 dias

3 — 30 dias

Fungo isolado:

1 — Fonsecaea pedrosoi

2 — Phialophora verrucosa

3 — Rhinocladiella aquaspera
4 — Cladophialophora sp

5 — Exophiala sp.

6 — Veronaea sp.

7- Cyphellophora sp.

8 - Outros




ANEXO C - Ficha de Protocolo

Ficha protocolo

1. Identificacdo |
Nome: Sexo:1—-Mas[ ] 2-Fem[ |
Idade: Cor: Naturalidade:

Cidade: Estado:

Local onde adoeceu: cidade ; Estado

Profisséo atual: Profissdo quando adoeceu:

| 2.  Habitos de Vida

Lida com terra ou vegetais? Ha quanto tempo?

Sofre microtraumatismos? Usa protecgéo local?

Anda descal¢co?

3.  Exame clinico especifico

NUmero de lesdes:

Localizacao da lesao:
Dimensao da maior lesdo (no maior diametro):

Evolugdo em anos:

|4.  Sinais e Sintomas: |
Prurido? Descamacao? Linfedema?
Dor? Odor?
Adenomegalias? Secregao?

Forma Clinica:
| 5. Gravidade: |
1 —Leve( ) 2 —Moderado ( ) 3—-Grave ( )

| 6. Diagnéstico:

Exame Micolégico Direto: Cultura:

Fungo isolado: Exame Histopatoldgico:

DESCRICAO DAS ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS
19

29

| 7. Tratamento:

Tratamentos anteriores:

Tratamento atual:

| 8. Evolucéo:

(Anotar tempo de inicio da terapia, presenca de sintomas associados descritos
anteriormente, perguntar se houve melhora do quadro clinico e anotar a gravidade
atual da doenca e outras informagdes que julgar necessario.

Fonte: Ficha de protocolo do CREDIP (Centro de Referéncia em Doengas Infecto-Parasitarias).
Servico ambulatorial da UFMA.



ANEXO D - Termo de consentimento livre e esclarecido
TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: CROMOBLASTOMICOSE: Associacao entre alteracoes
histopatolégicas, formas clinicas e tratamento realizado.

O Sr(a). esta sendo convidado(a) pela Dra. Conceicdo de Maria Pedrozo e Silva de
Azevedo (CRM-MA: 2415), médica pesquisadora da Universidade Federal do
Maranhao, a participar deste projeto de pesquisa. Este projeto visa investigar o quadro
clinico, alteracbes laboratoriais e evolugcdo apds o inicio do tratamento da
cromoblastomicose. A Cromoblastomicose € uma doenca causada por um fungo
filamentoso ocasionada frequentemente ap6s por uma implantacao traumatica. E sua
evolucdo € insidiosa crbénica podendo desencadear complicacées. Essas
complicacdes levam a incapacidade para o trabalho e cronicidade da doenga. Dessa
maneira solicitamos que vocé responda a algumas perguntas relacionadas a doenca
e também a seus dados pessoais (idade, sexo, profissao, nivel de escolaridade,
cidade de nascimento e de residéncia). Também acompanharei sua evolugéo, durante
o tratamento e apds término do tratamento, por um periodo de 2 (dois) anos. Coletarei
os dados de exame fisico e exames laboratoriais que estdo no seu prontuario.
Compreenda que o objetivo principal desta pesquisa é avaliar CBM, analisar a forma
clinica, gravidade da doencga e se esta ocorrendo uma melhora no seu quadro clinico
a partir do tratamento que vocé utilizara e se mantera cura ap6s 2 anos do tratamento
da CBM. Os principais beneficios esperados sdo entender a apresentacao clinica e
as provaveis evolucdes o que pode vir a reduzir as complicagcdes, comuns a estas
doencas. Também se espera que com a avaliagdo das apresentacdes clinicas, da
resposta terapéutica e evolucdo pds tratamento, bem como todas as alteracoes de
exames laboratoriais, pode-se aumentar o conhecimento e melhorar o tratamento da
doenca. Esta pesquisa ndo oferece nenhum risco para sua saude, visto que néo irei
interferir em seu tratamento, apenas irei acompanha-lo, durante o periodo previsto.
Os riscos a que estara sujeito serdo com relacdo a quebra de sigilo ou sentir-se
constrangido em responder a questionamentos sobre sua doenca, mas asseguro o
sigilo do seu diagnéstico e tudo sera feito de acordo com sua vontade para que se
sinta bem durante a entrevista.

Afirmo que vocé nao é obrigado a participar do estudo e que isso ndo trar4d nenhum
prejuizo ao Sr(a). ou seus familiares. Explico que ndo recebera nenhum pagamento
por participar da pesquisa, e que se participar, tem o direito de desistir a qualquer
momento. Garantimos que as informacdes dadas ao projeto permanecerao em sigilo
durante todas as etapas desta pesquisa, inclusive na publicacdo dos resultados da
mesma.

Também afirmo que podera solicitar qualquer esclarecimento ou fazer qualquer
reclamacdo com a Dra. Conceicdo de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo ou outro
membro de sua equipe, pessoalmente ou pelos telefones (98) 30821193 e (98)
88036918. Também forneco o telefone do CEP (Comité de Etica na Pesquisa), para
que possa fazer qualquer reclamacdo ou tirar duvidas sobre questbes éticas
relacionadas a pesquisa. Tel: (98)21091250.

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

Por fim, apds ler esse documento, pode solicitar qualquer explicacdo que deseje da
equipe, e caso ndo possua mais duvidas, concorda em participar como voluntario do
projeto e estudo agora proposto, o que fica confirmado pela sua assinatura abaixo.



Assinatura:

IMPRESSAO DATILOSCOPICA (quando se aplicar)
TESTEMUNHAS:

Assinatura:




ANEXO E — Termo de Anuéncia.

TERMO DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins, que o Laboratério Cedro autoriza a realizacao
do projeto de pesquisa intitulado Cromoblastomicose: Associagdo entre
alteragdes histopatolégicas, formas clinicas e tratamento, de autoria da
aluna Yankee Costa Magalh&es Diniz, coordenado pela pesquisadora Profa.
Dra. Conceigéo de Maria Pedrozo Silva de Azevedo e a co-orientadora Dra.
Sirlei Garcia Marques, que sera apresentado ao Mestrado de Ciéncias da
Satide da Universidade Federal do Maranh&o, e assume o compromisso de
apoiar o desenvolvimento da referida pesquisa nesta instituicdo durante a
realizagdo da mesma. Declaramos conhecer e cumprir as Resolugdes FEticas
Brasileiras, em especial a Resolucao 466/2012 do CNS.

sgo Luis, 22 _de _dtZombuste 2016

Samira GeorgeéHachem Muniz
Diretora Administrativa/Financeira
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