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RESUMO

SILVA AAL. Avaliacdo imuno-histoquimica de elementos da resposta imune e
metaloproteinases em lesGes cutaneas verrucosas na cromoblastomicose [tese].

Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose cronica cosmopolita muito comum
em regides rurais de paises subdesenvolvidos, que compde o grupo de doencgas
tropicais negligenciadas. Apesar de seu conhecimento centenario muitas sao as
guestbes a serem aclaradas, especialmente do ponto de vista imunolégico. Em
um estudo transversal retrospectivo, avaliamos por imuno-histoquimica células
dendriticas, macréfagos polarizados (M1 e M2) e marcadores de matriz
extracelular e os comparamos com espécimes higidos, além de avaliacéo
intragrupal separando as espécies F. pedrosoi e F. nubica; duas das tantas
causadoras de CBM. Os achados evidenciaram participacao de CD206*, células
CD207/I1L-17*, predominio de macrofagos M2, degradacéo da matriz extracelular
através de alta expressdo de MMP-2, MMP-9, Fibronectina e Laminina,
entretanto, os niveis de colageno IV estéo preservados. O compilado de dados
nos leva a crer que mediante ao invasor as células de Langerhans e CD207/IL-
17* possivelmente se mobilizam para sinalizar a infec¢ao, enquanto macrofagos
polarizados contribuem para a captura do patégeno e juntos, células dendriticas
e macrofagos, orquestram o estabelecimento da resposta de defesa. Ademais,
as incessantes tentativas de contencédo da infeccdo ndo sé ndo conseguem
eliminar o fungo como provocam a degradagdo da matriz extracelular,
contribuindo para a formacéo de lesdes exuberantes e a cronicidade da doenca,
mantendo tal padrdo de resposta quer o patdgeno seja a espécie F. pedrosoi
guanto a F. nubica. O presente estudo espera contribuir com a melhor
compreensao da imunopatologia da CBM e fomentar a discusséao sobre op¢oes

terapéuticas mais efetivas em um futuro proximo.

Descritores: cromoblastomicose; células dendriticas; macréfagos; matriz extracelular;

Fonsecaea pedrosoi; Fonsecaea nubica; imuno-histoquimica.



ABSTRACT

SILVA AAL. Immunohistochemical evaluation of elements of the immune
response and Metalloproteinases in  Verrucous skin lesions on
Chromoblastomycosis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2018.

The Chromoblastomycosis (CBM) is a chronic and cosmopolitan mycosis very
common to rural regions in underdeveloped countries, which makes up the group
of neglected tropical diseases. Despite the centennial discovery of the disease,
there are many issues to be clarified, especially from the immunological point of
view. We evaluated by immunohistochemistry dendritic cells, polarized
macrophages (M1 and M2), markers of extracellular matrix from CBM human skin
lesions and compared with healthy specimens. In addition, the group of lesions
was compared between F. pedrosoi and F. nubica; two of the many cause of
CBM. The findings showed participation of the CD206%, cells co-expressing
CD207/IL-17*, predominance of macrophages M2, degradation of the
extracellular matrix through the high expression of MMP-2, MMP-9, Fibronectin
and Laminin. However, there is preservation of the levels of Collagen IV. The
compiled data leads us to believe that, in contact with the invader, Langerhans
cells and CD207/IL-17* cells possibly mobilized to signal infection, while
macrophages polarized contribute to the capture of the pathogen and together,
dendritic cells and macrophages, orchestrate the establishment of the defense
response. Moreover, the incessant attempts to containment of infection not only
is unable to eliminate the fungus but also cause the degradation of the
extracellular matrix, contributing to the formation of exuberant lesions and the
chronicity of the disease, maintaining this pattern of response against both F.
pedrosoi or F. nubica. We believe that our study can contribute to the better
understanding of the immunopathology of CBM and encourage the discussion on

more effective therapeutic options in the near future.

Descriptors: chromoblastomycosis; dendritic cells; macrophages; extracellular matrix;

Fonsecaea pedrosoi; Fonsecaea nubica; immunohistochemistry.
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A cromoblastomicose (CBM) é uma infeccdo fungica cronica cutanea e
subcutanea !. Apesar de tratar-se de uma doenca cosmopolita 0 nimero de
casos é expressivamente mais elevado em regides tropicais e subtropicais, além
de acometer especialmente trabalhadores de regides rurais 2.

Desde 2017 a CBM compde o preocupante grupo das doencgas tropicais
negligenciadas, cerca de vinte doencas tais como dengue, raiva e hanseniase,
cuja classificacao expressa a tamanha segregacéo e esquecimento vividos pelos
mais de um bilh&do de individuos por elas acometidos 3.

O termo “doencgas tropicais negligenciadas” foi proposto pela Organizagéao
Mundial de Saude (OMS) em meados de 2001 com a finalidade de classificar as
doencas relativas as populacbes menos abastadas que encontram-se as
margens das acdes de instituicdes governamentais, das agéncias de saude e da
industria farmacéutica 4.

Individuos acometidos por cromoblastomicose ndo evoluem ao obito pelo
estabelecimento da infec¢cdo em si, mas pelas comorbidades que eventualmente
podem apresentar’®, a exemplo de diabetes mellitus, neurocisticercose,
imunossupressao induzidas por farmacos e coinfec¢des por outros agentes ©.

Muito embora ndo seja sinbnima ao Obito a doenca acarreta dificuldades
laborais e, devido ao frequente sangramento e o odor fétido das lesdes, resulta
em significativos danos biopsicossociais. Fatores que fazem da CBM um estigma
social que essas pessoas experienciam por anos a fio %57,

Em face de sua recente identificacédo, pouco mais de 100 anos, os diversos
e variados estudos disponiveis ainda ndo preencheram lacunas que possam

propiciar terapéutica absolutamente efetiva para a doenca 8.
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Ha algumas opg¢bes de tratamento que variam de acordo com o quadro
clinico apresentado pelo paciente, mas independente da estratégia terapéutica
adotada o tratamento é longo, registrando expressivas taxas de
descontinuidade, de recrudescéncia e minima porcentagem de cura clinica 8.

A literatura cientifica da CBM envolve estudos do ambito do parasita, do
hospedeiro e da interacdo entre ambos. Partindo do pressuposto que 0 sucesso
terapéutico depende especialmente da estratégia que o sistema imunoldgico do
hospedeiro arquitetard sua defesa, estudos imunolégicos podem ser
determinantes para o futuro da cromoblastomicose.

Diante do exposto, o presente estudo visa avaliar elementos da resposta
imune de pacientes com cromoblastomicose a fim de ampliar o conhecimento
sobre a doenca de forma tal a contribuir com possiveis terapéuticas mais

assertivas em um futuro préoximo.



1. Objetived
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2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem por escopo caracterizar a resposta imune in situ de
lesbes tegumentares  verrucosas de pacientes acometidos  por
cromoblastomicose, visando ampliar o conhecimento disponivel sobre a
interacdo e relevancia dos diversos elementos imunes e metaloproteinases para
0 estabelecimento do género Fonsecaea; um dos géneros causadores da

doenca.

2.2 Objetivos Especificos

1- Investigar a imunoexpressao de células dendriticas CD207*; de macréfagos
polarizados de classes 1 através dos biomarcadores iINOS e pSTAT-1 e
macrofagos de classe 2 através dos biomarcadores Arginase-1, c-Maf, e
CD206; das metaloproteinases MMP-2; MMP-9 e dos marcadores de matriz
extracelular: Laminina, Fibronectina e Colageno IV;

2- Avaliar comparativamente a imunoexpressao dos marcadores supracitados
entre os espécimes de Fonsecaea pedrosoi e Fonsecaea nubica;

3- Identificar correlatos entre os achados obtidos e a evolugcédo clinica da

cromoblastomicose.



3. Rewindo da Citenatund
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3.1 Os agentes etioldgicos e sua distribuicéo

Embora tenha sido observada em primeira mao em 1911 por Pedroso e
Gomes em pacientes da Santa Casa de Misericérdia em Sao Paulo, a primeira
publicacdo sobre a cromoblastomicose sé se deu em 1914 por Max Rudolph °
relatando pacientes de Estrela do Sul em Minas Gerais e tardiamente registrada
a primazia de observacdo, em 1920 1°.

A cromoblastomicose é produto da inoculacdo traumatica de uma gama de
espécies de fungos melanizados que pertecem a ordem Chaetothyriales
e familia Herpotrichiellaceae, entre os quais pode-se citar Cladophialophora
carrionii, Chaetomium funicola, Cyphellophora Iludoviensis, Exophiala
jeanselmei, Exophiala spinifera, Fonsecaea nubica, Fonsecaea monophora,
Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea pugnacius, Phialophora verrucosa,
Rhinocladiella aquaspersa, Rhinocladiella similis e Rhinocladiella tropicalis 812,

A CBM néo dispde de notificagdo compulsoria, limitando o mapeamento
da doenca e maiores investigacdes epidemioldgicas. Ainda assim, nota-se que
€ uma doenca cosmopolita, estando presente em quase todos os continentes,
embora seja endémica em regides tropicais e subtropicais 81112,

Estudos recentes apontam que o0 género Fonsecaea esta mais presente
em regifes de alta umidade e é responsavel por cerca de 90% dos casos totais
relatados pelo mundo, seguido pelo género Cladophialophora que se refere a
41% dos casos registrados nas regides semi aridas 812 .

Ja os demais géneros possuem relatos menos frequentes, ndo permitindo

maior detalhamento 812, como ilustrado no mapa a seguir:
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Figura 01. Distribuicdo geogréafica da cromoblastomicose
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>2,500

Fonte: Elaborado por Queiroz-Telles et al., 2017.

O conhecimento e identificacdo da doenca encontram-se em expansao,
apos a publicacdo do mapeamento supracitado novo caso foi identificado em
regido nunca relatada antes. Relatou-se o acometimento de uma mulher de 47
anos no Vietnd, o qual a analise molecular revelou infeccdo pela espécie
Fonsecaea pedrosoi 13,

No Brasil, séo considerados endémicos os estados do Rio Grande do Sul,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e a regido amazbnica. Mas vale
ressaltar que a precéria qualidade do sistema brasileiro de saude, especialmente
em regides rurais, faz com que os doentes migrem de seu local de origem para
os grandes centros em busca de melhor atendimento médico. Tal fato acaba por

dificultar a identificacdo precisa das areas endémicas no pais %12,
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3.2 As lesbes

Tal qual o agente etiolégico as lesbes também apresentam certa
diversidade, podendo se apresentar clinicamente como: nodulares, verrucosas,
tumorais, placas ou cicatriciais %124,

As lesBes sdo de alta relevancia para o diagnostico clinico de CBM, mas
por guardar similaridade com outras doengas infecciosas como a
Paracoccidioidomicose, Esporotricose, Leishmaniose cutédnea, e mesmo com
doencas néo infecciosas como Psoriase, faz-se necessario a corroboracédo da
suspeita através de analises complementares, seja por exame micolégico direto,
cultura da lesdo ou avaliacdo histopatoldgica 51214,

N&o somente os aspectos macroscopicos das lesdes, mas a quantidade
e a extensao que apresentam sdo importantes para a conduta médica. Ha uma

classificacdo bastante difundida para andlise da gravidade das lesées °:

Figura 02. Classificacdo de gravidade das lesdes de cromoblastomicose

Forma leve

LLesao unica. Tipo placa ou nodular com menos de

cinco cm de diametro.

Forma moderada

Lesao unica ou multipla. Tipo placa, nodular ou
verrucoso. Quando multipla, presenga de um ou varios tipos de
lesao. Localizam-se em uma ou duas regioes cutaneas
adjacentes medindo menos que 15 cm de diametro.

Forma grave

Qualquer tipo de lesao unica ou multipla, adjacentes
0u nao, recobrindo extensas areas do tegumento.
Quando multipla, presenca de um ou varios tipos de lesao.

Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de Queiroz-Telles et al., 2009.
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3.3 Diagnostico e Terapéutica

Diante da confirmacdo diagnéstica ha algumas opcbes terapéuticas
disponiveis, as quais variam de acordo com o quadro clinico apresentado pelo
paciente 2.

As opcbes incluem cirurgia excisional, crioterapia, termoterapia,
laserterapia com CO: e terapia fotodinamica, todos associados ao uso de
antifngicos como lItraconazol, Terbinafina ou a administragdo combinada de
ambos, sendo que o Itraconazol tem apresentado melhores resultados 2.

Na tentativa de aumentar a eficiéncia terapéutica para cromoblastomicose,
pesquisadores avaliaram terapias com imunoterapéuticos, a exemplo de glucano
13 e de Imiquimode 16,

O uso de Glucano intramuscular foi utilizado como terapia complementar
ao tratamento ja em curso com Itraconazol, enquanto que o Imiquimode foi
testado tanto como monoterapia quanto como terapia coadjuvante e em ambos
0s estudos, todos os pacientes mostraram melhora da resposta imune celular e
reducdo significativa das lesdes. Diante disso pode-se especular que a aposta
em imunoterapéuticos, apesar de ainda em processo moroso, mostra-se uma
opcao relevante e promissora para o tratamento da cromoblastomicose 121516,

Apesar das opcoes terapéuticas atualmente disponiveis, as taxas de
recaida e cura sdo inversamente proporcionais, ambas muito longe do cenario
ideal, de modo que a melhor opcéo frente a CBM ainda é a prevencéo 2,

A cromoblastomicose, tal qual outras micoses de implantac&o, ndo possui
vacina comercialmente disponivel e acomete majoritariamente individuos

adultos, especialmente individuos que atuam como trabalhadores de regides
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rurais. Desta forma a mais efetiva medida profilatica é o uso rotineiro e adequado
de protecdes individuais, tais como cal¢cados, vestimentas que preservem 0S

membros inferiores e superiores, além de chapéus, luvas e méascaras 2.

3.4 A Imunologia da Cromoblastomicose

O sistema imunolégico envolve 6rgaos, células e moléculas em uma
estratégia de defesa contra os mais diversos patdgenos com o intuito de manter
e promover a homeostase do organismo, bem como a salide do hospedeiro 7.

Como destacado outrora, 0s agentes causais da CBM sdo espécies
fungicas altamente bem sucedidas. Tendo em vista que, mesmo infectado, 0
microambiente permanece viavel ao hospedeiro e ao parasita por longo periodo,
ainda que com alguns ébices ao paciente 1°.

Sendo o sistema imunolégico um especialista em identificar e eliminar
invasores, 0 que acontece na relacdo parasita/hospedeiro na cromoblastomicose
gue permite o estabelecimento e evolugcéo da infeccéo?

Sabe-se que a infeccao se inicia por inoculacédo traumatica, mas a forma
exata de contaminacdo ainda nao foi perfeitamente compreendida. Foram
detectados hifas e esporos de F. pedrosoi nos espinhos de Mimosa pudica, um
pequeno arbusto comum em regides tropicais, e também células escleroéticas
similares as avistadas nos tecidos de individuos infectados, mas nao € possivel
afirmar com certeza que as trés formas séo infectantes 18.

O estudo das lesBes evidenciou a presenca de células neutrofilicas no

microambiente de CBM 8, Tais células sdo importantes para a reacdo de
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granulacdo e opsonizagao, a¢des cruciais no recrutamento de outros elementos
imunes e estabelecimento da cascata imunoldgica 1"1°,

Uma vez identificada a invaséo, elementos imunes capazes de capturar o
patdbgeno como células de Langerhans e macréfagos sdo recrutados 7. Sotto e
colaboradores em um estudo in situ evidenciaram que macréfagos, células de
Langerhans e dendrdcitos dérmicos Fator Xllla* integram a resposta imune da
cromoblastomicose e parecem participar da apresentacdo de antigenos nesses
pacientes 2°.

Anos depois, outro grupo com estudo de natureza experimental
demonstrou que células dendriticas e macr6fagos assumem papel ainda mais
relevante na imunopatologia da CBM e ndo somente participam da apresentacao
de antigenos como sugerido outrora, mas ambos os grupos celulares participam
também do processo fagocitico. Neste estudo, revelou-se que as ceélulas
macrofagicas fagocitam em maior quantidade, entretanto, a fagocitose por
células dendriticas é mais efetiva na eliminacéo de células escleréticas 2.

Do ponto de vista comparativo entre géneros e espécies, Hayakawa e
colaboradores observaram que a fagocitose mediada por macrofagos atinge
maiores niveis de efetividade na presenca de Fonsecaea pedrosoi e
Rhinocladiella aquaspersa que de outros fungos %2.

Da mesma forma, a atividade fagocitica mediada pelo Sistema
Complemento obteve maior taxa de atividade diante da presenca de Phialophora
verrucosa e Rhinocladiella aquaspersa, evidenciando que a resposta imune
pode variar de acordo com o0 agente invasor e ainda que dentre os fungos
avaliados, Rhinocladiella aquaspersa € o mais suscetivel a resposta do

hospedeiro %2.
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Ha outros estudos que avaliam a possivel relacdo entre o desenvolvimento
da resposta imune e as diferentes apresentacdes de cromoblastomicose. Os
resultados de Gimenes e colaboradores evidenciaram que as formas graves da
doenca possuem correlacdo com alta producao de IL-10, baixos niveis de IFN-Y
e resposta ineficiente de células T, enquanto que as formas mais brandas
apresentam perfil oposto 3.

Em raciocinio similar, D’avila e colaboradores avaliaram pacientes de CBM
a partir do aspecto de suas lesdes, separando-0os em dois grupos: verrucoso e
placa. Tal qual o estudo de Gimenes, D’avila identificou que o grupo de melhor
resposta constituia lesbes em placa com o perfil Thl de resposta enquanto que
a resposta menos favoravel ao hospedeiro constituia lesées verrucosas e perfil
Th2 de resposta imune 24,

A resposta imune celular é altamente dependente da presenca e atividade
de linfécitos TCD4, TCD8, linfocitos B e macréfagos €. Para investigar mais
detalhadamente o papel de Células T na cromblastomicose um estudo com
camundongos deficientes de células TCD4 e TCD8 avaliou a evolucdo da
doenca apos indculo com F. pedrosoi 2.

Curiosamente, os camundongos infectados e com deficiéncia de células
TCD4 apresentaram a forma mais grave da doenca, hipersensibilidade tardia e
menor producédo de IFN-Y, enquanto que os camundongos deficientes de células
TCD8 parecem nao ter sofrido alteracdo no padréo de resposta ao fungo 2°.

Explorando outras classes de linfocitos T, Silva e colaboradores
evidenciaram gue os principais grupos celulares de apoio as respostas efetoras

(Treg e Th17) apesar de participarem do microambiente da CBM encontram-se
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em desequilibrio em pacientes com o tipo verrucoso de lesdo, havendo
predominio da resposta Th17 em detrimento da resposta Treguladora 6.

Outras tantas populacbes celulares importantes para a cascata
imunolégica da cromoblastomicose ainda nédo foram investigadas, bem como
andlises comparativas entre géneros, espécies e as lesdes apresentadas ainda
precisam de maiores esclarecimentos.

Os estudos acerca da resposta humoral na CBM s&o menos frequentes.
Ha um estudo realizado com 136 amostras de pacientes com CBM por meio dos
testes de ELISA e Western blot ao longo de um ano de terapia com terbinafina
em que os resultados evidenciaram anticorpos imunodominantes fortemente
reativos cujas massas moleculares foram 18,5, 36 e 40 kDa para F. pedrosoi e
23,5, 26, 33 e 40 kDa para C. carrionii, correspondendo a alta prevaléncia e
concentracdo de anticorpos, de modo que os pacientes infectados por C.
carrionii mostram piores resultados que os infectados por F. pedrosoi 27,

Segundo os autores, além de ser possivel identificar altos niveis de
anticorpos especificos no soro dos pacientes com CBM, os achados permitem
inferir que os niveis de IgG sdo correlatos aos niveis de anticorpos
antineutrofilicos e impactam na cronicidade e extensédo das lesdes 2.

Outro estudo mostrou que antes do tratamento, os pacientes com CBM
grave apresentavam niveis mais elevados de IgG, IgG1, IgG2 e IgG3 em relacéo
a pacientes com a doenca moderada ou leve. Enquanto que ao longo do
tratamento, os titulos médios de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2 foram reduzidos,
evidenciando importante padrdo da resposta humoral em pacientes com

cromoblastomicose 28,
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Em um aspecto altamente inovador, Siqueira realizou um trabalho
experimental em ratos Wistar infectados com F. pedrosoi e tratados com uso de
Itraconazol e Anfotericina B. Os ratos foram submetidos ao uso da vacina de
DNA-hsp65 com o intuito de constituir um modelo animal seguro o suficiente que
pudesse abrir novos horizontes para as medidas profilaticas e terapéuticas para
CBM 2°,

A vacina é capaz de estimular a producao de 6xido nitrico permitindo que
a defesa do hospedeiro seja direcionada para uma resposta mais efetiva,
acelerando o processo de cura. Apesar da necessidade de novos estudos mais
especificos e abrangentes, os dados deste estudo parecem altamente
promissores 2°.

Como é possivel observar, mesmo diante do crescente nimero de estudos,
das mais variadas naturezas e escopos, ainda ndo € possivel afirmar com
precisdo as exatas falhas do sistema imunolégico e/ou mecanismos do fungo
gue permitem o estabelecimento e a evolucdo da cromoblastomicose, mas

vagarosamente caminha-se a elucidacao desse processo.
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4.1 Biopsias

O presente estudo de natureza transversal retrospectivo foi composto por
biopsias de nove pacientes diagnosticados clinica e anatomopatologicamente no
Laboratorio de Dermatopatologia da Divisdo de Clinica Dermatoldgica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&do Paulo

(HC-FMUSP).

4.1.1 Critérios de inclusao

¢ Primeira bidpsia da leséo, utilizada para o diagndstico da doenca,;
e Bidpsia com diagnostico de CBM e presenca do fungo na leséo;

e Espécimes com area expressiva para a quantificacdo dos marcadores.

4.1.2 Critérios de exclusao

e Segunda ou demais biépsias de lesées do mesmo paciente;
e Biodpsias de controle terapéutico;
e Biopsia com diagnostico de CBM sem presenca parasitaria no tecido;

e Espécimes com area insuficiente para a quantificacdo dos marcadores.

Apos a delineacgédo, o projeto de estudo foi devidamente aprovado pela
Comisséo de Etica para Andlise e de Projetos de Pesquisa do Hospital das

Clinicas e FMUSP, sob o niumero 818.315 de 2014.
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O estudo histopatolégico das lesbes se deu através da coloracdo de
Hematoxilina-Eosina (HE) para clara observacdo do agente, de alteracOes
epidérmicas, dérmicas e grau de parasitismo.

O grau de parasitismo foi avaliado por meio de semiquantificagdo em
cruzes, onde foi estabelecido 0 para auséncia de formas fungicas, + para a
presenca discreta de formas fungicas, ++ para a presenca moderada e +++ para

a presenca intensa de formas fungicas ao longo da area do espécime em andlise.

4.2 Método molecular para identificacdo das espécies

Paralelo as biépsias, o Nucleo de Colecdo de Microorganismos do
Instituto Adolfo Lutz (IAL) de S&o Paulo (SP-BR) realizou e analisou estudo do
sequenciamento génico nos espécimes dos sujeitos de pesquisa dessa
casuistica a fim de identificar os agentes da doencga (Apéndice 01).

A elucidacao das espécies se deu por meio de sequenciamento multilocus
dos genes rDNA (regido do ITS 1, 5.8S e ITS2) e Beta tubulina. Parte dos
resultados obtidos, os quais concernem com a presente casuistica, foi

gentilmente cedida para o desenvolvimento deste trabalho °.
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4.3 Método imuno-histoquimico

Uma vez realizada a biopsia, os espécimes foram emblocados em
parafina e por microtomia resultaram em cortes histologicos de 4pum de
espessura depositados em laminas de vidro com carga eletrostética positiva.
Sequencialmente utilizou-se o protocolo de método imuno-histoquimico
desenvolvido pelo Laboratério da Disciplina de Patologia de Moléstias
Transmissiveis, da Faculdade de Medicina da USP, o qual consiste nos
seguintes estagios:

Os cortes foram desparafinizados (em dois banhos de xilol por vinte
minutos cada, a temperatura ambiente), hidratados (em seguimento decrescente
de etanol passando de 100%, 95% até 70%, durante cinco minutos em cada
solucédo) e lavados (em agua corrente, em agua destilada e em tampao “
Phosfate Buffer Saline (PBS) com pH 7,4 por cinco minutos em cada etapa).

A peroxidase enddgena foi bloqueada com trés imersbes de quinze
minutos cada em solugéo de agua oxigenada (H202) a 3% em camara escura e
novamente lavadas em agua corrente, agua destilada e PBS por cinco minutos
cada.

A exposicao antigénica foi realizada através de calor amido, imergindo os
cortes histologicos em tampao TRIS/EDTA pH 9,0 ou tampé&o citrato pH6,0, de
acordo com a indicacdo do biomarcador a ser avaliado (Tabela 01), por vinte

minutos em banho-maria a 95°C e mais uma vez aplicou-se a sequéncia de

lavagem.
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Com a finalidade de bloguear a expressao de proteinas inespecificas no
tecido, utilizou-se leite desnatado na concentracao de 10% em agua destilada e
os cortes foram incubados por trinta minutos.

Seguiu-se a incubagdo com os anticorpos estudados diluidos em solucao
de albumina bovina (BSA) a 1% “over night” a 4°C.

No dia seguinte, realizou-se lavagem em PBS por dez minutos e seguiu-
se com a incubacdo do anticorpo secundario durante trinta minutos a 37°C na
estufa, apds realizou-se nova lavagem em PBS e incubagcdo com complexo
estreptavidina-biotina ou sistema de polimeros, conforme especificado na tabela
01, por mais trinta minutos a 37°C na estufa.

A revelacdo das imunorreacoes foi realizada com 3,3 Diaminobenzidina
(DAB), 0,4% em PBS, acrescido de 1200 pl de a4gua oxigenada a 3%.

A seguir as laminas foram lavadas em agua corrente e contracoradas com
hematoxilina de Mayer. Por fim seguiu-se a desidratacdo dos cortes em
seguimento crescente de etanol (70%, 95% e 100%), diafanizacdo em xilol e

montagem com resina.
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4.3.1 Dupla reacdo imuno-histoquimica

Dentre o0s elementos imunes aqui avaliados algumas populacdes
implicaram na investigagcdo de antigenos expressos em concomitancia, a
exemplo de CD207/IL-17 para as células de Langerhans e de CD68/c-Maf para
0s macréfagos M2.

Nos casos referenciados acima aplicou-se a técnica imuno-histoquimica com
dupla marcacéao, a qual segue as etapas iniciais idénticas ao protocolo
supracitado, no item 4.3 “método imuno-histoquimico”, até lavagem com agua
corrente apos a revelacdo com DAB acrescido de agua oxigenada.

A partir disso, os cortes foram lavados em agua corrente por dez minutos,
em agua destilada por cinco minutos, posteriormente aplicou-se o bloqueador de
fosfatase alcalina “Dual Endogenus Enzime Block” (DAKO, S2003) por dez
minutos em temperatura ambiente e seguiu-se a aplicacdo do outro anticorpo de
cadeia primaria a ser pesquisado, também diluido em solucdo de albumina
bovina (BSA) a 1% e incubado “over night” a 4°C.

No terceiro dia de experimento, realizou-se lavagem em PBS por dez
minutos e incubacdo com o sistema de polimeros “EnVision G2 System AP
Enzyme” (DAKO) durante trinta minutos a 37°C na estufa e revelado com a
solugdo cromogena “Permanent Red” (DAKO).

Apoés a ultima revelacdo os cortes foram lavados em agua corrente e
destilada, ambas por cinco minutos e aguardou-se a completa secagem para a

montagem das laminas com resina.
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4.3.2 Dupla reagao por imunofluorescéncia

Para corroborar e evidenciar com maior precisdo a co-localizagdo da
expressdo simultdnea de CD207 e IL-17 em células dendriticas, adotou-se a
metodologia complementar de imunomarcagéao por fluorescéncia.

Para tanto, seguiu-se o protocolo de imuno-histoquimica até 0 momento
da aplicacdo do anticorpo de cadeia primaria diluido em solucao de albumina
bovina (BSA) a 1%, mas 0s espécimes permaneceram incubados a 4°C por
guarenta e oito horas.

Passados os dois dias, os cortes foram lavados com PBS em trés
sequéncias de cinco minutos cada e prosseguiu-se com a incubacdo dos
fluoréforos “Alexa Fluor” (INVITROGEN) nas especificacbes 488 e 546, ambos
diluidos em PBS, BSA a 1% e DAPI (“4’,6- Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride, INVITROGEN), onde reagiram por duas horas em camara
escura.

Posteriormente, as laminas foram lavadas em PBS por trés vezes de cinco
minutos cada e finalmente montadas com glicerina diluida a 50% em PBS.

Devido a fotossensibilidade apresentada pelos reagentes utilizados nessa
metodologia, as laminas do experimento permaneceram em ambiente
refrigerado até o momento da analise em microscopio de fluorescéncia confocal
a laser, gentiimente disponibilizado pelo Nucleo de Microscopia Confocal/

Fluorescéncia da Rede de Multiusuarios do Sistema FMUSP/ HC-FMUSP.
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4.3.3 Grupo controle positivo para reacdes imuno-histoguimicas

A avaliagcdo comparativa dos marcadores CD206, CD207, MMP-2, MMP-
9, Fibronectina, Laminina e Coldgeno nos pacientes com cromoblastomicose
teve como parametro a expressao em individuos com pele saudavel.

Foram selecionados dez fragmentos de pele higida, provenientes de
cirurgia de joelho realizadas no HCFMUSP, sem qualquer atividade inflamatoria

ou infecciosa no ato cirdrgico.

4.3.4 Grupo controle negativo para rea¢cdes imuno-histoquimicas

Durante a padronizacdo dos anticorpos em questao, os espécimes foram
submetidos ao teste de omissdo do anticorpo primario com a finalidade de
garantir que o anticorpo secundario é de fato especifico ao reconhecimento do
anticorpo primario e ndo aos antigenos dos tecidos estudados, evitando assim

resultados erroneamente positivos.

4.3.5 Avaliacdo quantitativa e estatistica

A expressdo positiva dos marcadores foi quantificada levando em
consideracdo nove campos dérmicos randomizados por espécime com auxilio
de um microscépio Zeiss® Primo Star para registrar a area média de 0.0705mm?

no aumento de 400X e do programa Image Pro Plus®verséo 4.5.0.29.
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As células imunomarcadas foram expressas na unidade de células/mm?
engquanto que as imunomarcacdes de fibras e espacos extracelulares foram
expressos em fracdo de area dérmica ou epidérmica, de acordo com o marcador,
e foi calculada a proporcéo de area positiva em relagdo a area total do espécime
analisado.

Para a avaliacdo epidérmica dos marcadores CD207, Laminina e
Colageno 1V, foi utilizado reticulo graduado (40x) acoplado a ocular (10x) do
microscopio.

Considerou-se positividade quando os pontos do reticulo, a interseccao
de duas retas, coincidiam com a imunomarcagéo e o numero de pontos positivos

sobre a area avaliada determinou a fracdo de area epidérmica positiva.

Tabela 01. Relacao de anticorpos primarios e sistemas de deteccéo

Anticorpos Diluicao Sistema Controle positivo
Arginase-1 (Anti-ARG1, Sigma) 1-3000 Novolink 9.0 Amigdala
CD206 (MCA55527 Bio-Rad) 1-200 Novolink 9.0 Placenta
CD207 (12D-6 Novocastra) 1-400 CSA-I 6.0 Pele higida
C-Maf (sc7866, Santa Cruz) 1-100 Advance 9.0 Apéndice
Colageno IV (CIv22, Cell Marque) 1-50 Novolink 6.0 Pulmao pneumococico
Fibronectina (Fibronectin, Serotec) 1-100 LSAB 6.0 Rim
iNOS (NB300-605, Novus) 1-500 Novolink 6.0 Amigdala
LLaminina (NCL-Laminin, Novocastra) 1-50 Novolink 6.0 Placenta
MMP-2 (NCL-MMP2-507, Novocastra) 1-100 Novolink 9.0 Carcinoma de mama
MMP-9 (Anti-MMPS Clone EP1255Y, Abcam) 1-50 LSAB 6.0 Pulmao

PSTAT-1 (SC135648, Santa Cruz) 1-50 Novolink 9.0 Adenoma de paratiredide
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5.1 Dados demogréaficos da amostra

A presente casuistica € composta em sua totalidade por individuos do
sexo masculino que apresentam lesdes do tipo verrucoso, sendo 77,78% (n=7)
nos membros inferiores, 11,11% (n=1) no membro superior e 11,11% (n=1) ndo
h& especificacdo em seu prontuario.

Dentre 0s nove sujeitos de pesquisa, 66,6% (n=6) apresentou positividade
no sequenciamento de rDNA para Fonsecaea pedrosoi e 33,3% (n=3) para
Fonsecaea nubica, cuja média de idade ficou em 63,6 anos para o grupo de F.

pedrosoi e 51 anos para o grupo de F. nubica.

Tabela 02. Dados demogréficos da amostra

Paciente Sexo Idade Localdalesao Agentie
1 M 43 Naoinformado  F. pedrosoi
2 M 69 M. inferior D F. pedrosoi
3 M 50 M. inferior E F. pedrosoi
4 M 76 M. inferior D F. pedrosoi
5 M 60 M. inferior E F. pedrosoi
6 M 84 M. inferior D F. pedrosoi
7 M 51 M. inferior E F. nubica
8 M 52 M. inferior E F. nubica
9 M 50 M. superior E F. nubica
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5.2 Achados histopatoldgicos

Observa-se hiperqueratose, acantose irregular e microabscessos na
regido epidérmica, além de granulomas epitelidides, alguns com centro
supurado, infiltrado inflamatério constituido por células gigantes, células
epitelidides, macréfagos, linfocitos, plasmécitos e eosindfilos na derme.

A analise dos espécimes evidenciou parasitismo de moderado a intenso

(++/+++), ndo havendo diferencas expressivas entre 0s grupos de analise.

Figura 03. Coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) em lesGes de CBM
evidenciando infiltrado inflamatério repleto de células gigantes, fungos
naturalmente corados em marrom em expressiva quantidade, eosindfilos,
macrofagos e linfécitos em 200x (A). Vista da contencédo dos fungos por células
gigantes sinalizadas por setas e alguns fungos esparsos no tecido sinalizados
por asteriscos, em 400X (B). Detalhe de células fangicas em 1000X (C).
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5.3 Achados imuno-histoquimicos

5.3.1 Células de Langerhans

A pesquisa imuno-histoquimica permitiu identificar células dendriticas do
tipo Langerhans através da expresséo de seu marcador especifico, o CD207.

As células CD207* estavam distribuidas ao longo da epiderme e na
derme; na regido superficial e reticular média, com intensidade de leve a
moderada. Foram avistadas ainda, permeando infiltrados inflamatérios e

formagdes granulomatosas.

Figura 04. Reacao imuno-histoquimica em les6es de CBM evidenciando a
expressdo de CD207 nas regifes epidérmica (em 200x e 400x, respectivamente

A e B) e dérmica (em 200x, C) e em detalhe da regido granulomatosa em 400x

(D).
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A presenca de células CD207* nas regides e, de modo especial,
granulomatosas incitou a investigacdo mais aprofundada para caracterizar a
populacao celular em questdo. A dupla imunomarcagéao resultou em positividade
para IL-17.

Células CD207/IL-17* foram observadas na derme, camada basal e em
guantidade significativa na regido epidérmica, tais células se apresentavam com

morfologia dendritica, fusiforme e arredondada.

IL-17 em vermelho

CD207 em marrom
IL-17 em vermelho

.
R *

Figura 05. Dupla reagéo imuno-histoquimica em lesées de CBM evidenciando
a expressdo concomitante de CD207 e IL-17 em espécimes de CBM. Em 400x
(A,B) e o detalhe das dupla imunomarcacéo (C), estando o CD207 representado

marrom e IL-17 em vermelho.
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Uma vez identificada a co-localizacdo dos marcadores por meio da
técnica convencional, o achado imuno-histoquimico foi corroborado com o uso
do método de imunofluorescéncia a fim de ressaltar a co-expressao dos
marcadores.

A dupla marcacdo por imunofluorescéncia evidenciou tanto células
dendriticas quanto células arredondadas em ambos os grupos de lesédo, tais
elementos celulares pareciam transitar entre as camadas dérmicas e

epidérmicas dos pacientes, como mostra a ilustragcao a seguir:

Figura 06: Dupla reacdo imuno-histoquimica por microscopia confocal em
lesbes de CBM evidenciando, através de secgBes da mesma regido, a
expressdo de CD207 em vermelho (A), de IL-17 em verde (B), os nucleos

celulares em azul (C) e a sobreposicao dos marcadores (D).
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5.3.2 Macréfagos polarizados

A caracterizacao de macroéfagos polarizados do tipo 1 se deu por meio da
imunoexpressao citoplasmatica de iINOS e da imunoexpressdo nuclear de

pPSTAT-1, conforme ilustrado abaixo:

e e

Figura 07. Reagdo imuno-histoquimica em lesdes de CBM evidenciando a
distribuicdo da expressao de iNOS pela derme em 200x(A) e no detalhe
aumentado em 400x(B) e da expresséo de pSTAT-1 em 200x (C) e no detalhe

aumentado em 400x (D).
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J& a imunoexpressao citoplasmatica de Arginase-1 e a expressao nuclear

de c-Maf caracterizaram o tipo 2 de macréfagos.

Figura 08. Reacdo imuno-histoquimica em lesdes de CBM evidenciando a
distribuicdo da expressdo de Arginase-1 pela derme em 200x(A) e no detalhe
aumentado em 400x(B) e da expressao de c-Maf em 200x (C) e no detalhe

aumentado em 400x (D).
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As células estavam esparsas ao longo do tecido dérmico e em
guantidades sobressalentes circundando regides de granulomas e abscessos.
Entretanto, os marcadores do perfil M2 mostraram-se expressivamente superior
aos do perfil M1, tanto em espécimes de F. pedrosoi quanto de F. nubica.

Para garantir que o perfil predominante de células imunomarcardas séo
seguramente macrofagos M2, realizou-se dupla marcacdo do marcador CD68,
uma glicoproteina expressa por células macrofagicas associado ao marcador

nuclear de macréfagos M2, c-Maf.

q-} | O.' +——— Célulafungica

CD68 em vermelho e
c-Maf em marrom

CD68 em vermelho e x 53

c-Maf em marrom

cbe8emvermelho ——,
'L ' ‘

Figura 09. Dupla reacdo imuno-histoquimica em les6es de CBM evidenciando a
expresséo concomitante de CD68 e c-Maf; caracterizando um macréfago polarizado
M2.



49

A presenca de CD206, um receptor de manose expresso por macréfagos
polarizados, foi identificada em todos os espécimes avaliados, variando de
discreta a intensa em ambos os grupos, conforme apéndice 01.

O achado, a priori, pouco significativo para o atual contexto levou a
avaliacdo do marcador também em espécimes de pele higida. A expresséao foi
igualmente absoluta nos espécimes higidos, entretanto, nota-se diferenca
significativa da intensidade de expressao entre 0s grupos, enquanto 0s pacientes
de CBM apresentam intensa expressdo em 55,5% da amostra, o grupo higido

mostra intensidade unanimemente discreta.
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Figura 10. Reacdo imuno-histoquimica em lesGes de CBM evidenciando a
presenca de CD206 permeando fungos e toda a formacgéo granulomatosa na
regido dérmica de espécimes de CBM em 200x (A) e em 400x (B, C).
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5.3.3 Matriz extracelular

A avaliacdo das metaloproteinases pela expressao de MMP-2 esteve
positiva na regido fibrética, abundantemente em linfocitos, raramente em
neutrofilos, nas células da membrana basal e alguns espécimes apresentam
expansdo da positividade na regido epidérmica. J& nos espécimes do grupo

controle o marcador esteve absolutamente ausente.

Figura 11. Reacdo imuno-histoquimica em lesdes de CBM evidenciando a
presenga de MMP-2 em células, no meio extracelular, em abscessos e de
maneira exuberante no interior de células gigantes do tipo Langhans com
algumas células fungicas englobadas em 200x (A), em 400x (B) e no detalhe
aumentado de 400x (C).
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A expressdo de MMP-9 mostrou-se similar a expressdo de MMP-2,
estando positiva no meio extracelular, em numerosos linfocitos e de maneira
exuberante as células gigantes, tanto do tipo Langhans quanto de corpo
estranho. Os espécimes que compdem o grupo controle também mostraram-se

negativos para a imunorreacdo de MMP-9.

Figura 12. Reagdo imuno-histoquimica em lesbes de CBM evidenciando a
presenca de MMP-9 em 200x (A), em 400x (B) e no detalhe aumentado a
ilustracao da participagdo do marcador na contengéo fangica em 400x (C).
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A imunoexpressao das glicoproteinas Laminina e Fibronectina quando
comparado a expressao em espécimes higidos também mostrou-se superior.

A imunomarcagéo de Laminina foi avistada ao longo de toda a camada
basal, tanto do grupo controle como do grupo de leséo. Apesar disso, o grupo de
lesdo evidenciou presen¢a mais acentuada, abrangendo regides extracelulares

na derme e alto nUmero de vasos sanguineos, freqientes em lesées de CBM.
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Figura 13. Reag¢do imuno-histoquimica em les6es de CBM evidenciando a
presenca de Laminina especialmente ao redor de vasos sanguineos em 200x
(A) e 400x(B). No detalhe aumentado, avista-se discreta expressdo ao redor de

uma célula gigante em 400x (C).
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Ja aimunomarcacao de Fibronectina distribuiu-se de maneira exuberante

na regido dérmica, foi visualizada na regiéo extracelular, em células endoteliais

e em células dos infiltrados inflamatérios dérmicos, como linfocitos e neutrofilos.

Além de mostrar-se positiva em eventuais queratinécitos.
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Figura 14. Reacdo imuno-histoquimica em lesGes de CBM evidenciando a

presenca de Fibronectina destacada em linfocitos em 200x (A), a alta expressao

em granulomas 400x(B) e no detalhe a expressdo no meio extracelular e em

raros queratindcitos em 400x(C).
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Diferente dos demais marcadores de MEC, a expresséo de Colageno IV
ndo diferiu entre os grupos de andlise, estando presente especialmente em

células endoteliais.

Figura 15. Reacdo imuno-histoquimica em lesGes de CBM evidenciando a
presenca de Colageno IV especialmente ao redor do endotélio (A em 200x, B

em 400x) e sem qualquer interacdo com as células fungicas (C em 400x).
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5.4 Achados quantitativos e estatisticos

5.4.1 Células de Langerhans

Células CD207* estavam presentes em 100% dos espécimes analisados
nesse estudo, tanto em pacientes com lesfes quanto em pacientes com pele
saudavel.

A analise comparativa da expressdo de CD207 epidérmica entre o0s
espécimes de CBM e espécimes higidos evidenciou maior densidade dessas
células no grupo saudavel, entretanto sem diferenca estatisticamente

significante (p=0,0764).

CD207

0.10+
0.08-

0.06+

0.04+

Fragaode area epidermica

0.02-

0.00 T

CBM PN

Gréfico 01. Avaliacdo comparativa da expressao de CD207 entre espécimes

de cromoblastomicose e espécimes higidos.
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A avaliacdo intragrupal dos espécimes de lesdo evidenciou que a
expressdo do marcador é semelhante entre as duas espécies (p=0,1429), nao

conferindo diferenga estatisticamente significante.

CD207

enire especies
0.025-

0.020+

0.015-

0.010+

Fracao de drea epidarmica

0.005-

0.000-

F. pedrosoi F. nubica

Grafico 02. Avaliagdo comparativa da expressao de CD207 nos espécimes

de cromoblastomicose entre as espécies F. pedrosoi e F.nubica.

A expressao concomitante de CD207 e IL-17 apesar de perfeitamente
identificavel, conforme ilustrado nas figuras 05 e 06, ndo permitiu analise
guantitativa em funcéo de limitacdes técnicas. Nota-se perda significativa dos
niveis de expressdo dos marcadores quando comparado com suas reacdes

imuno-histoquimicas isoladas.
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5.4.2 Macréfagos polarizados

Os macrofagos M1 estavam presente em 77,7% da casuistica total, tanto
pela expressado de INOS quanto de pSTAT-1. J4 a expressao da classe M2 pelos
marcadores Arginase-1 e c-Maf mostrou-se unanime (n=100%).

Quando avaliado o balanco das populacdes macrofagicas, a analise
estatistica conferiu diferenca estatisticamente significante entre os perfis M1 e
M2 tanto dos marcadores citoplasmaticos iINOS X Arginase-1 (p=0,0039) quanto
dos marcadores citoplasmaticos pSTAT-1 X c-Maf (p-0,0002), embasando o

predominio do perfil M2 sobre M1 em espécimes de cromoblastomicose .

Macrofagos
800- Marcadores citoplasmaticos Marcadores nucleares
700+ S
600+
£ 500+
% 4004 —
300+
200+ —
100+
0- —_— .
iINOS Arginase-1 PSTAT-1 c-MAF

Gréfico 03. Avaliagdo comparativa entre os marcadores de macréfagos M1
(iNOs X Arginase-1) e de M2 (pSTAT-1 X c-Maf) nos espécimes totais de
CBM.
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A andlise dos marcadores citoplasmaticos de macréfagos M1 e M2 entre
as espécies causadoras de CBM evidenciou maior expressado de macrofagos M2
pela presenca de Arginase-1 nos dois grupos fungicos. Entretanto, a
comparacao da densidade de iNOS entre as espécies ndo conferiu diferenca

estatistica (p>0,9999) e nem mesmo a expressao de Arginase-1 (p=0,3810).

Macrofagos
Marcadores citoplasmaticos entre espécies
1000+
900+
800+ T
= 700-
£ 600
S 500+
© 4004
3004
200+
100- 1
0- 1 ]
iINOS Arginase-1 INOS Arginase-1
L | L
F. padrosoi £ nubica

Grafico 04. Avaliacdo comparativa entre os marcadores citoplasmaticos de

macréfagos polarizados entre as espécies causadoras de CBM.
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Resultados semelhantes foram obtidos a partir da analise dos marcadores
nucleares de macrofagos M1 e de macréfagos M2 entre as espécies estudadas
no presente trabalho. H4 expressao mais elevada da classe M2 em relacéo a

M1, entretanto, ndo houve diferenca estatistica para pSTAT-1 (p=0,2024) nem

para c-Maf (p=0,2).

Macrofagos

Marcadores nucleares entre espeacies

500+
400-
300+

200+
T

100+

Células/mm?

PSTAT-1 c-Maf PSTAT-1 c-Maf
(| [

F. pediosci E nubica

Grafico 05. Avaliacdo comparativa entre os marcadores citoplasmaticos de

macréfagos polarizados entre as espécies causadoras de CBM.
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Quanto a expressao de CD206, a quantificacdo da positividade do marcador
se deu por avaliagdo semi quantitativa variando de 0 para ausente, 1 para
presenca discreta, 2 para moderada e 3 para presenca intensa. A expressao nos
espécimes com cromoblastomicose é superior a expressdo em espécimes

higidos (p=0,0035).

CD206

Grau de intensidade

CBM PN

Grafico 06. Avaliacdo comparativa da intensidade de expressédo de CD206

entre espécimes de cromoblastomicose e espécimes higidos.
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Quando realizada a andlise intragrupal, nota-se presenca moderada do
marcador nos espécimes de ambos os grupos, ndo havendo diferenca

estatisticamente significante (p=0,0764).

CD206

4- entre espécies

Fracao de drea epidarmica
N
[

F. pedrosoij F. nubica

Grafico 07. Avaliacdo comparativa da intensidade de expressédo de CD206

entre as espécies causadoras de cromoblastomicose.
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5.4.3 Matriz extracelular

A analise comparativa entre a expressdo extracelular de MMP-2 entre
espécimes com CBM e espécimes higidos conferiu diferenca estatisticamente
significante (p=0,0050) uma vez que o marcador encontra-se ausente em

ambiente saudavel.

MMP-2

0.254

0.204

0.154

0.10-
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0.00-

CBM PN

Grafico 08. Avaliacdo comparativa da expressdo extracelular de MMP-2

entre espécimes de cromoblastomicose e higidos.
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A expressao celular de MMP-2 em espécimes higidos € igualmente nula,

conferindo diferenca estatisticamente significante p=0,0165 em relacdo aos

espécimes acometidos por CBM.

MMP-2

800+

600-

4004

Celulas/mm2

200+
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Gréafico 09. Avaliacdo comparativa da expressao celular de MMP-2 entre

espécimes de cromoblastomicose e higidos.
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Assim como ocorre na expressao de MMP-2, os espécimes higidos nédo
apresentam expressao extracelular de MMP-9, portanto, h& diferenca
estatisticamente significante (p=0,0010) entre a expressdo de MMP-9 quando

comparada aos espécimes de CBM.

MMP-9

0.20+ x

0.15-

0.10-

Fracdode drea dérmica

0.05+
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Gréafico 10. Avaliacdo comparativa da expressao extracelular de MMP-9

entre espécimes de cromoblastomicose e higidos.
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O mesmo padrdo é observado quando avaliada a expressao celular de
MMP-9 entre espécimes de CBM e espécimes higidos, a expressao em ambiente

saudavel é completamente nula; conferindo diferenca estatistica entre os grupos

de comparacao (p=0,0010).

MMP-9

15001 «

1000+

Celulas/mm2
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Gréafico 11. Avaliacdo comparativa da expressao celular de MMP-9 entre

espécimes de cromoblastomicose e higidos.
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A adequacgdo do protocolo imuno-histoquimico para a pesquisa de
Fibronectina implicou no comprometimento da integridade dos espécimes
higidos, impossibilitando a quantificacdo do marcador.

Embora correspondam ao mesmo tecido de andlise, o tegumento, a
técnica foi realizada com sucesso em espécimes de lesdo. A expressao foi
observada em células de ambos os grupos de CBM, entretanto, sem diferenca

estatisticamente significante (p=0,3810).

Fibronectina

entre espécimes
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Grafico 12. Avaliacdo comparativa da expressdo celular de Fibronectina

entre as espécies causadoras de cromoblastomicose.
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A imunoexpressado por fragdo de &rea de Laminina entre espécimes de
CBM e espécimes higidos mostrou-se estatisticamente significante (p=0,0010)

uma vez que o marcador ndo € expresso em ambiente saudavel.

Laminina
0.15- =
E 0.10-
§~ 0.05-
0.00- T
CBM PN

Grafico 13. Avaliacdo comparativa da expressao extracelular de Laminina

entre espécimes de cromoblastomicose e espécimes higidos.
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A imunoexpressdo por fragdo de éarea de Colageno IV mostrou-se

semelhante entre os espécimes de CBM e os espécimes higidos (p=0,0649).

0.154

0.104

Fragadode drea dérmica

0.054

0.00-

Grafico 14. Avaliacdo comparativa da expresséo extracelular de Colageno IV

Colageno IV

CBM

PN

entre espécimes de cromoblastomicose e espécimes higidos.
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Os marcadores Laminina, Coldgeno IV e Fibronectina foram avaliados
ainda atraveés de sua expressao por fracdo de area levando em conta 0s grupos
de lesdo. Os trés marcadores mostram positividade em todos os espécimes de
lesdo e em quantidades similares entre os grupos de F. pedrosoi e F. nubica,
nao conferindo diferenca estatistica (Laminina p=0,1548; Colageno IV p=0,3810;

Fibronectina p=0,5476).
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Gréafico 15. Avaliacdo comparativa da expressao extracelular de Laminina,

Colageno IV e Fibronectina entre as espécies causadoras de CBM.
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Ha meados de uma centena de anos da primeira observacdo da
cromoblastomicose ° e, embora diversos grupos de pesquisa se dediquem a
compreendé-la, ainda ha muitas questdes a serem aclaradas, de modo especial
do ponto de vista imunopatoldgico da doenca °.

A ineficiéncia da resposta imune na eliminacdo de células fungicas e na
contencdo da doenca em pacientes com lesGes verrucosas de
cromoblastomicose é bem descrita 21?2, No entanto, os motivos pelos quais o
hospedeiro ndo é capaz de erradicar o fungo e atingir o estagio de cura merecem

maiores esclarecimentos.

6.1 Células de Langerhans

Dentre o agrupado de achados apresentados neste estudo, evidenciamos
a participacdo de células de Langerhans atravées da presenca de CD207 nos
espécimes de pacientes com CBM. Tais células foram avistadas com ampla
distribuicdo ao longo de toda a epiderme, bem como no grupo controle.
Entretanto a analise comparativa da expressao epidérmica evidenciou
diminuicdo significativa das células CD207* no grupo de leséo, sinalizando
possivel migracdo desses elementos para outras regifes do tecido ou mesmo
para outros tecidos do organismo.

Curiosamente, nos espécimes de CBM detectamos a presenca de células
CD207* também na derme superficial e reticular média, fato ndo observado em

espécimes higidos.



72

A elaboracéo da resposta imunoldgica envolve diversos processos e ha
populacdes celulares essenciais para a sua instauracao. O evento primario da
cascata imunoldgica é a apresentacdo de antigenos, atividade exercida com
maestria pelas células de Langerhans 1732,

A minimizacdo da apresentacdo de antigenos epidérmicos e a presenca
destes na regido dérmica ja justificariam a investigacdo como ilustrativo da
provavel atividade migratéria dessas células em direcdo as células efetoras na
CBM. Entretanto, a alta densidade dessas células em infiltrados inflamatérios e
formacOes granulomatosas chamou atencdo para avaliacdo mais aprofundada
desses elementos.

Mais que detectar a presenca de Células de Langerhans e seu processo
migratorio caracterizamos uma subclasse dessa linhagem celular ainda pouco
compreendida, as células CD207/IL-17*.

Em estudo transversal retrospectivo prévio nosso grupo avaliou o
desempenho das populagdes linfocitarias de apoio Thl7 e Treg em lesGes de
pele de CBM. Os dados obtidos na ocasido evidenciaram o predominio do perfil
Th17 sobre as células T reguladoras e acredita-se que tal desequilibrio pode ser
um dos principais contribuintes para a ineficiéncia da resposta imune
estabelecida 2°.

Uma andlise paralela entre os achados atuais e os prévios permite inferir
gue a resposta linfocitaria preponderante nos espécimes de CBM sofre
influéncias ja na apresentacdo de antigenos, corroborando com dados da
literatura sobre a capacidade das células dendriticas de agirem como

moduladores do microambiente em que estdo inseridas 2.
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Apesar disso, nossos dados levantam uma incognita sobre as células
identificadas. De acordo com os dados de Ratzinger e seus colaboradores, as
células de Langerhans sdo o subtipo de células dendriticas mais potente para a
estimulacdo de células T citoliticas; uma subclasse de células TCDS8 capazes de
destruir exclusivamente células portadoras de antigenos associados a produtos
de MHC de classe | e capazes ainda de promover a homeostase tegumentar por
meio de células T reguladoras .

Embora células T reguladoras tenham sido identificadas outrora no
microambiente das lesGes verrucosas de CBM, nota-se que sua presenca e/ou
desempenho nédo séo suficientemente capazes de modular a resposta imune de
maneira a atingir efetividade ideal para a eliminacdo do fungo e contencéo da
doenca 2%, o que nos permite explanar no momento sobre as células CD207/IL-
17* se tratarem de outro subtipo de células dendriticas que apesar de guardar
semelhangas, ndo séo Langerhans.

Outros grupos cientificos descreveram células CD207 em ambiente
dérmico. Mostraram sua capacidade de repovoamento, que aparentemente nao
é tipico em CL 34, mostraram inclusive a expressdo concomitante de IL-17 em
lesdes de pele e osso de Histiocitose de células de Langerhans 3°. Mostraram
ainda, que essas ceélulas estdo inseridas em um contexto de baixa expresséao de
TGF-B 35, tal qual em nosso estudo prévio com espécimes de CBM 25,

Esse conjunto de fatores reforca a ideia de que as células aqui
identificadas, células dérmicas CD207/IL-17*, podem ser uma nova
subpopulacéo de células dendriticas distintas das Langerhans e que, pelo menos

em nosso estudo, parecem cooperar com a cascata da resposta imune de Th17.
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6.2 Macrofagos polarizados

E sabido que o sucesso da resposta imune do hospedeiro frente a um
patdgeno é altamente dependente da capacidade que as células imunes tem de
trabalhar em sinergia, agindo com elementos das respostas imunes inata e
adaptativa em equilibrio tal que seja fatal ao agressor, preferencialmente sem
causar Obices significativos ao organismo hospedeiro 7%, Dito isso, tdo
importante quanto a apresentacao de antigenos é o processo de fagocitose.

A investigacdo de macréfagos polarizados na presente casuistica
evidenciou que ambos os perfis estdo presentes no microambiente da CBM.
Entretanto o perfil M2, caracterizado pela expressdo de Arginase-1 e c-Maf, é
predominante.

A avaliacdo do CD206 tornou evidente a presenca do marcador tanto em
ambiente saudavel quanto nas lesdes de cromoblastomicose, mas nota-se que
no ambiente de lesdo sua expresséo torna-se mais acentuada.

Por vezes atrelado ao perfil M2 de resposta macrofagica 3/, esse receptor
de manose é também expresso por ceélulas dendriticas, células endoteliais e
outras classes celulares, o que explica sua presenca nesses espécimes 48,

Um estudo envolvendo CD206 em experimento imuno-histoquimico e de
citometria de fluxo constatou que células dendriticas do tipo “ndo Langerhans”
(CD1a*/CD206*/ negativas para granulos de Bierbeck em microscopia
eletrbnica) expressam o marcador e aparentemente o utilizam para endocitose
nos contextos de dermatite atépica e psoriase 3. Diante disso, a presenca
elevada deste marcador de CD206 no presente contexto é fundamentado por

duas das populacdes aqui estudadas, permitindo afirmar apenas que ele
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participa da indugéo da resposta inflamatoria da cromoblastomicose, mas sem
maiores explicagdes quanto a sua ontogenia e ativacao.

Os agentes causadores da CBM sao fungos que possuem melanina em
sua parede celular 394! e estd bem documentado que a presenca de melanina
compromete a resposta oxidativa dos macréfagos através do impedimento da
sintese de Oxido nitrico, permitindo a replicacdo dos fungos no interior dos
fagocitos e a consequente evolucdo da infecgéo 4245

Vale ressaltar que a resposta imune classica contra fungos é orquestrada
via fagocitose realizada por macréfagos com auxilio de IFN-Y, que presta suporte
a acdo de neutréfilos e dos proprios macréfagos. Sendo assim, qualquer
instabilidade na acdo macrofagica contra fungos pode significar importante
prejuizo ao hospedeiro #6 e como ja vimos na reviséao literaria do presente estudo,
as lesdes verrucosas constituem o perfil de resposta menos efetiva, com discreta
incidéncia de IFN-Y 25,

Gordon e Martinez 4’ explanam sobre a alta plasticidade macrofagica, que
pode leva-los a se diferenciar em M1 ou M2 ao decorrer do processo de resposta
ao agente agressor. E possivel que a presenca de iNOS e pSTAT-1 na atual
casuistica signifique uma tentativa de resposta local mais efetiva em um dado
momento da infeccéo, provavelmente no estagio inicial da infeccdo, mas que a
interacdo melanina/macrofago néo a permita se firmar.

Fairweather e colaboradores #® acreditam que assim como as infeccdes
evoluem de aguda a crénica levando o perfil linfocitario a se adaptar de Thl para
Th2, é possivel que alguns microorganismos modulem a resposta macrofagica
com o intuito de que essas células se direcionem a um perfil mais ameno, de

tolerancia, corroborando com o raciocinio exposto no presente trabalho.
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Mosser e Edwards “° afirmam que o recrutamento de macréfagos M2 pode
por vezes beneficiar o hospedeiro, pois o intuito dessa classe celular € atenuar
a resposta imune e impedir que a severidade da resposta M1 gere dbices ao
organismo, no entanto, a presenca dessas células tem sido apontada como
fomentadora da cronicidade de doencas infecciosas °°.

Um estudo mais recente discute os beneficios e prejuizos dos macréfagos
polarizados. Segundo 0s autores, uma resposta excessiva de macréfagos M1
pode potencialmente levar a um estado de inflamacéo cronica, enquanto que o
excesso de macréfagos M2 pode levar a fibrose do tecido e até, em alguns
contextos, promover o aparecimento de tumores. Desta forma a questéo sobre
0s macrofagos polarizados estaria mais ligada a sua quantidade que a sua
polaridade °.

Os achados de D’avila 2* mostram que situacéo semelhante ocorre com
as populacdes linfocitarias nesses espécimes: as lesdes verrucosas de CBM
mostram predominio do perfil Th2 de linfocitos em detrimento de Thl, de forma
gue a resposta efetora estd mais associada a tolerancia imunolégica do que a
eliminacao do agente.

Frente as informacfes apresentadas cresce o questionamento sobre o
mecanismo de acdo dos macréfagos na CBM. Estariam eles protegendo o
hospedeiro ou favorecendo o invasor?

Fato comprovado € que o processo fagocitico em lesdes verrucosas de
cromoblastomicose € ordenado por macrofagos do tipo M2 com sutil participacéo
de células M1.

Quer seja para evitar a disseminacdo da infeccdo e eventuais danos ao

organismo, quer seja para albergar o fungo, o perfil regulador dessas células
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parece impactar direta e negativamente na evolugdo de uma resposta imune
mais robusta contribuindo para a evolucédo e cronicidade da doencga, além de

estar em consonancia com a resposta linfocitaria estabelecida.

6.3 Matriz extracelular

Ainda que a resposta imunoldgica estabelecida ndo seja a mais eficaz do
ponto de vista do hospedeiro, o sistema imune permanece na tentativa de reagir
ao agressor 352, No caso da cromoblastomicose, as tentativas incessantes de
contencgdo da infecgao resultam no surgimento de fibrose, de numerosos vasos
neoformados, entre outros 2.

Para explorar outros eventuais danos que a fisiopatologia da
cromoblastomicose possa resultar ao paciente avaliamos a matriz extracelular
guanto a sua sustentacao, tensdo e sinalizacéo celular.

A anélise comparativa entre a expressao de colageno IV entre espécimes
de CBM e espécimes higidos evidenciou indices similares do marcador,
permitindo inferir que mesmo com a intensa atividade imunologica as fibras
colagenas responsaveis pela sustentacdo, ou ao menos parte delas, do tecido
tegumentar permanecem preservadas.

Um estudo in vitro com leveduras de P. brasiliensis, micose que guarda
muitas similaridades com a CBM, evidenciou que o fungo se utiliza de enolase
recombinante (rPbEno) para conseguir a ligacdo com moléculas de Colageno

do tipo I, Fibronectina e macréfagos para se estabelecer no meio 3.
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Realizando um comparativo entre os dados de ambas as micoses, pode-
se levar em conta a possibilidade de que manter as fibras colagenas faga parte
da estratégia do género Fonsecaea para se estabelecer, o que justificaria 0s
resultados aqui apresentados.

Quando avaliadas as metaloproteinases, observamos que a expressao na
CBM é inversamente proporcional a expressao na pele sd. Enquanto 100% do
grupo de lesdo mostra a presenca dos marcadores, 0 grupo controle é
absolutamente negativo.

As metaloproteinases servem como parametro de tensdo entre 0s
componentes da matriz de modo que a positividade de expressao desses
elementos pode traduzir que a alta atividade imunolégica durante a infeccéo
altera a estrutura do tecido tegumentar >*>°, fato ndo identificado em espécimes
saos.

Um estudo imuno-histoquimico dos momentos pré e pos tratamento com
terbinafina em pacientes de CBM avaliou a qualidade de colageno do tipo | ,
MMP1 e 9. Os achados desse estudo evidenciaram reducdo dos marcadores
avaliados pré e poés terapia, bem como de fibroblastos, macréfagos, neutréfilos
e transglutaminases, apontando que citocinas e fibroblastos epidérmicos séo
essenciais para a regulacdo da matriz extracelular e esta, por sua vez, em
associacdo a presenca abundante de TGF-B contribuem para a formagao de
fibrose, fator tdo presente nas lesées de CBM 5,

Em outro contexto, no melanoma in situ, experimentos mostram que no
processo de degradacdo da matriz extracelular as MMP 2 e 9 tem a funcao de
atuar especificamente sob o colageno denaturado e do tipo IV a fim de preservar

a estrutura do tecido tegumentar 7.
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Diante disso, podemos inferir que tal qual a MMP1 e o colageno |, as MMP
2 e 9 e 0 colageno IV também desempenham papel importante na formacao de
fibrose, bem como na tentativa de manter a integridade da matriz extracelular.

Nos espécimes da presente casuistica as metaloproteinases (2 e 9)
encontram-se superiores enquanto que as fibras de coladgeno IV mostram-se
similares aos espécimes higidos, o que pode suscitar duas possibilidades: ou o
género Fonsecaea nao interage com fibras colagenas do tipo IV ou a interacao
ocorre no estagio inicial da doenca, precedente ao momento da realizacao da
bibpsia, e posteriormente retoma aos niveis de pacientes saudaveis.

Caberia como suporte a segunda hipétese o estudo realizado em pulmdes
de camundongos acometidos por P. brasiliensis, onde a destruicdo das fibras
colagenas dos tipos 1,1l e IV ocorre até o terceiro dia pés infeccdo e do quarto
dia em diante as fibras voltam a se regenerar %3, ainda assim ha necessidade de
estudos mais aprofundados para confirmar tal hipotese.

O dultimo aspecto observado foi o de sinalizagdo celular, por meio das
glicoproteinas Laminina e Fibronectina, responsaveis pela orientacdo da
migragdo celular 3%, A andlise comparativa da imunoexpressdo dos
marcadores evidenciou que ambos os marcadores tiveram maior densidade de
expressao no grupo de leséo.

Em citacdo prévia, a alta expressao de Fibronectina foi documentada
também na presenca de P. brasiliensis e os autores discutem sua importancia
para o fungo, uma vez que ele parece se utilizar das caracteristicas de alguns

dos componentes da MEC para instaurar a infecgéo 8.
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No contexto do estudo realizado com células A549, Gonzalez e
colaboradores mostraram que a inibicdo de Fibronectina, Fibrinogénio e
Laminina minimiza a disseminacéo de conideos de P. brasiliensis 52

Segundo os autores a degradacdo da MEC é um evento chave para o
desencadeamento da resposta imunoldgica ja nos primeiros dias pos infeccao e,
tal qual ao processo fagocitico, os fungos se aderem aos componentes da MEC
para migrar para outros tecidos, alastrando a infecgéo 2.

Altos niveis de fibronectina foram associados também ao pobre
prognostico de tumores de cabeca e pescoc¢o e especialmente em carcinomas
epiderméides, uma predisposicdo dos pacientes acometidos por
cromoblastomicose. Acredita-se que as células tumorais também sejam capazes
de produzir fibronectina, de modo a facilitar sua adeséo as células higidas e a
migracéo ao longo do estroma tumoral .

Em suma, os dados supracitados evidenciam o aumento da
imunoexpressédo das Metaloproteinases 2 e 9, Fibronectina e Laminina, além da
preservacao dos niveis de colageno 1V, sinalizando a ocorréncia de degradacao
da matriz extracelular e ao mesmo tempo a preservacao de algumas estruturas
de sustentacao do tecido tegumentar nos pacientes acometidos por CBM.

N&o é possivel afirmar se as alteragcdes na matriz extracelular ocorrem
pela atividade imunolégica do hospedeiro, pela atividade fungica ou por ambos,
ainda assim, tais achados inferem que a degradacdo da MEC parece funcionar
mais como um dos sistemas de transporte do fungo e agravante do aspecto
verrucoso das lesdes do que de fato um auxiliador de identificacdo do patdégeno

e de resolucdo da doenca, isso porgue mesmo identificado pelo organismo
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hospedeiro, 0 microambiente permanece favoravel a estadia do fungo por longa

periodo.

6.4 As espécies avaliadas

A avaliagdo intragrupo dos espécimes de cromoblastomicose evidenciou
a presenca das espécies Fonsecaea pedrosoi e Fonsecaea nubica. Dos nove
pacientes que compdem a casuistica, seis sao da espécie F. pedrosoi e trés F.
nubica.

Dos parametros epidemiol6gicos, histopatolégicos e imuno-histoquimicos
agui avaliados ambas as espécies mostram padrédo de estabelecimento muito
semelhante.

E bem descrito que a cromoblastomicose pode ser causada por diversos
agentes fingicos, bem como as apresentacgées clinicas sdo variadas 5112, Mas
ainda nao é conhecido um algoritmo que determine a forma mais branda e a
melhor resposta frente a doenca .

E possivel e altamente provavel que espécies diferentes tenham
mecanismos de acéo diferentes e essas diferencas se correlacionem com as
formas clinicas e imunopatologia da cromoblastomicose, mas os achados
obtidos no presente trabalho ndo identificaram diferencas significativas entre as

espécies estudadas. Até porque ambas resultaram na apresentacao verrucosa

da doenca e formacé&o granulomatosa com os mesmos elementos e disposicao.
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Ainda assim, sendo a Fonsecaea nubica uma das mais recentes espécies
identificadas como causadora da cromoblastomicose 1% 62 os achados deste

estudo contribuem para seu melhor conhecimento.

6.5 Considerac0es finais

Em dltima andlise podemos conjecturar que mediante a presenca do
patégeno as células CD207/IL-17* se mobilizam para sinalizar a contaminacao
do meio, bem como as células macroféagicas polarizam-se para contribuir com o
englobamento do patégeno e juntos, células dendriticas e macréfagos,
orquestram o estabelecimento da resposta de defesa, direcionando a resposta
imunologica de acordo com o fenétipo do microambiente.

Nas lesbes em questdo, institui-se o predominio do eixo Th2/M2, com
guantidade expressiva de células Th17 e discretas células T reguladoras, além
de formacao granulomatosa pouco organizada, constituindo um microambiente
de tolerancia de alta atividade imunoldgica.

Muito embora haja um arsenal imune robusto envolvido nas tentativas de
contencdo da infeccédo, o padrédo de resposta imune estabelecido ndo s6 néo
consegue eliminar o fungo como provoca degradacdo da matriz extracelular
cutanea, contribuindo para a formacéo de lesdes exuberantes e a cronicidade da
doenca, quer seja esse patdgeno F. pedrosoi ou F. nubica, como ilustra o

esguema a seguir:
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Figura 16. Conjecturas sobre a imunologia das lesGes de cromoblastomicose.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Adaptado de D’avila et al., 2003; Sotto et al., 2004; Mazo et al.,

2005; da Silva et al., 2007; Silva et al., 2014.

Dado que a cromoblastomicose compde 0 grupo de doencas tropicais
negligenciadas, o presente estudo espera contribuir com a melhor compreensao
da doenca e fomentar a discussdo sobre opcdes terapéuticas que propiciem o
equilibrio entre os eixos Th1l/Th2 e M1/M2 e sejam mais efetivas para a

resolucao da infecgéo.
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6.6 Limitagdes do estudo

A delineacdo do presente estudo partiu do apanhado de trinta e nove
bipsias coletadas de vinte e dois pacientes atendidos na Divisédo de Clinica
Dermatoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP) ao longo de dezesseis anos (1994-
2010).

Para assegurar a consisténcia dos dados que seriam posteriormente
apresentados foram aplicados filtros que permitissem uma amostra fidedigna ao
proposto: as primeiras biépsias de atendimento no servico do HC-FMUSP, sem
inicio terapéutico, com diagnostico seguro de cromoblastomicose, espécimes
com area suficiente para avaliacdo dos elementos imunes e informacdes
adicionais sobre o agente.

Por tratar-se de um estudo retrospectivo de uma doenca onde a alta
incidéncia é em regides rurais >'15° e o0 atendimento médico nos dltimos tempos
estar cada vez menos centralizado, o afilamento do niumero dos sujeitos de
pesquisa foi inevitavel, resultando em nove espécimes inquestionavelmente
adequados para 0 escopo proposto.

Além disso, o estudo imuno-histoquimico in situ permite avaliar e
mensurar 0s elementos apenas no momento exato da biépsia sem que se possa
enumerar a ordem de sucessdo de eventos. Por outro lado, possibilita a

ilustracao veraz do momento da bidpsia.



1. Conclundesn
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A molécula CD206, células CD207*, macréfagos polarizados dos tipos 1

e 2 participam da resposta imune in situ na cromoblastomicose;

Identificamos células dendriticas dérmicas com fendtipo CD207/IL-17,
possivelmente uma subclasse diferente das Células de Langerhans
CD207*, que nesse microambiente parecem cooperar para a evolugéo da

resposta Thl7;

Ambos os perfis de macrofagos polarizados (M1 e M2) participam da
resposta imune in situ da CBM. Entretanto, ha predominio do perfil M2,

favorecendo a cronicidade da doenca,;

As metaloproteinases 2 e 9 encontram-se significativamente mais
expressas em espécimes de CBM que em espécimes higidos, sinalizando
importante  dano a matriz extracelular decorrente da infeccdo

estabelecida;

Mesmo com a acao das células fungicas e do acionamento da cascata

imune os niveis de colageno do tipo IV permanecem preservados;

Os niveis de Fibronectina e Laminina sdo mais elevados no grupo de
lesGes que no grupo controle. Especula-se que o fungo se utilize dessas

glicoproteinas como parte de sua estratégia para instaurar a infeccao;
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e Os elementos imunes frente ao Fonsecaea nubica e ao Fonsecaea
pedrosoi parecem se comportar de maneira semelhante, ao menos no

contexto das lesdes verrucosas de cromoblastomicose.
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