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RESUMO

A Doencga de Jorge Lobo (DJL) € uma micose cronica causada pelo fungo Lacazia
loboi, descrita em varios paises da América do Sul, sendo que na Amazbnia
brasileira é se que se concentra 0 maior numero de casos. A apresentacgao clinica
mais comum € a de lesdo queloidiana, localizada principalmente nos membros
inferiores em homens que exercem atividade agricola. O fungo pode ser
identificado pelo exame micologico direto e anatomopatoldgico. O principal objetivo
deste trabalho foi investigar o possivel papel das células de Langerhans (CL) na
patogénese da doencga, em amostras de tecido de lesdes cutaneas, usando técnica
imuno-histoquimica. Foram selecionados trinta e trés prontuarios com os
respectivos blocos parafinados das bidpsias de pele de pacientes com DJL, (grupo
1 ) registrados no servigo de dermatologia da Universidade Federal do Para no
periodo de 1955 a 2005. O grupo controle foi composto de 10 blocos parafinados
de pele sem doenga dermatoldgica (grupo 2 ) e 42 blocos de portadores de
paracoccidioidomicose(PCM) (grupo 3). Na analise dos prontuarios dos pacientes,
foram coletados dados em relagdo a idade, sexo, procedéncia, profissdo,
localizag&o e tipo clinico das lesbes . As células de Langerhans foram identificadas
por imuno-histoquimica utilizando anticorpo anti-CD1a (Serotec). Os pacientes
eram em sua maioria homens (84, 8%), lavradores (72, 7%) com faixa etaria entre
46-65 anos, com predominancia de lesdes queloidianas (81, 8%), nos membros
inferiores (45, 5%) O numero de células positivas foi analisada estatisticamente.
As CL foram visualizadas ao longo da epiderme em todas as bidpsias da DJL. A
morfologia € o numero de células, ndo diferiram em relagdo a pele normal (p>0,
05), e encontravam-se aumentadas quando comparadas com as de portadores de
PCM (p<0, 05). As células de Langerhans estavam presentes nas lesdes cuténeas
da DJL e na pele sem doenga dermatoldégica de maneira similar, ndo sofrendo
alteragdes numeéricas ou morfolégicas, diferentemente do que ocorreu na PCM.
Estes resultados sugerem que na DJL os fungos provavelmente apresentam algum
mecanismo escapatorio, que os livram da apresentacao de antigenos pelas células
de Langerhans.

Palavras chave: Doenga de Jorge Lobo, Lacazia loboi, imunologia, células
dendriticas.



ABSTRACT

Jorge Lobo’s disease (DJL) is a chronic infection caused by the fungus Lacazia
loboi, endemic in South America, especially in the Brazilian Amazon region. The
most common clinical presentation is parakeloidal lesion located mainly in the lower
limbs in men who practice agricultural activity. The fungus can be identified by both
mycological and anatomopathological examination. The main objective of this study
was to investigate the possible role of Langerhans' cells (LC) in the pathogenesis of
the disease in tissue samples from skin lesions, using immunohistochemical
technique. Thirty-three medical records were selected with their respective paraffin
blocks of skin biopsies from patients with DJL (group 1) registered in the
dermatology service at the Federal University of Para in the period from 1955 to
2005. The control group consisted of 10 paraffin blocks from normal skin (group 2)
and 42 blocks from patients with paracoccidioidomycosis (PCM) (Group 3). In the
analysis of patient medical records data were collected regarding age, sex, origin,
profession, location and clinical type of the lesions. Langerhans cells were identified
by immunohistochemistry using anti-CD1a antibody (Serotec). Patients were mostly
men (84, 8%), farmers (72. 7%) aged between 46-65 years, with predominance of
parakeloidal lesions (81. 8%) in the lower limbs (45. 5%). The number of positive
cells was statistically analyzed. The LC were visualized along the epidermis in all
biopsies from Jorge Lobo's disease. The morphology and the number of cells, did
not differ from normal skin (p> 0. 05), and was increased when compared to the
PCM lesions (p <0. 05). Langerhans cells were present in Jorge Lobo’s disease
skin lesions similarly to the way they are in normal skin, not suffering any numerical
or morphological alterations, unlike what occurred in PCM. These results suggest
that in DJL fungi probably present some escape mechanism of the local immune
system to evade the antigen presentation by Langerhans’ cells.

Keywords: Lacaziosis, Lacazia loboi, immunology, dendritic cells.
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1 INTRODUGAO

A doencga de Jorge Lobo (DJL) ou lacaziose € uma micose profunda
cutédnea / subcutanea de evolucdo cronica causada pelo fungo Lacazia loboi. (L.
loboi) (TABORDA et al., 1999a; BRITO, 2006). Até o momento foram totalizados 490
casos da doenca, destes, 318 ocorridos no Brasil, a maioria deles na Amazénia
brasileira, sendo o estado do Para detentor de grande numero de pacientes
(RODRIGUEZ-TORO, 1989; RODRIGUEZ-TORO; TELLEZ, 1992; BURNS, 2000;
BRITO; QUARESMA, 2007).

Compromete preferencialmente lavradores do sexo masculino que se
infectam a partir de traumatismos na pele por fragmentos vegetais (BARUZZI, 1984,
TALHARI, 1981; LACAZ et al.,, 1986) . O aspecto clinico classico € o de leséo
queloidiana marrom acastanhada localizada preferencialmente nos membros
inferiores, pavilhdes auriculares e membros superiores (FUCHS, 1990; AZULAY;
AZULAY, 2006).

O diagndstico € baseado no exame micoldgico direto e anatomo
patolégico, onde se observam células leveduriformes com membrana dupla
refringente, isoladas, gemulantes ou em cadeias, medindo 6-12 uym de didmetro
(BARUZZI, 1979; BRITO, 2006; TALHARI, 1981). O fungo ainda nao foi cultivado em
meios artificiais (WOORDARD, 1972; VILANI-MORENO et al.,, 2003), e varias
tentativas de reproduzir a doenga em animais de laboratério tem sido efetuadas . O
tratamento da patologia representa um desafio; ja que a mesma nao responde ao
arsenal terapéutico existente para as micoses em geral. Quando as lesbes sao de
pequeno tamanho, a exérese cirurgica possibilita a cura da doenga (CACERES;
RODRIGUEZ-TORO, 1991; PRADINAUD, 1998).

Pecher e Fuchs (1988) sugeriram uma imunodeficiéncia celular em
pacientes com DJL. Ha poucos estudos na literatura caracterizando o perfil de
resposta imune humoral e celular in situ, especialmente o envolvimento das

diferentes células imunes nas infecgbes cutaneas por L. loboi (YATES et al., 2007) .

O papel da resposta imune na evolugdo de muitas doengas cutaneas
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infecciosas tem sido descrito, sendo que as células de Langerhans (CL) tem grande
importancia (NESTLE; BURG, 1999; ROMANI et al., 2006). Estas células estao
localizadas na epiderme e s&o CD1a positivas (CD1a+) pela imuno-histoquimica. A
proteina CD1 pertence a familia de glicoproteinas transmembrana, expressa em
associagdo com a 2 microglobulina que estad relacionada com moléculas
apresentadoras de antigenos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
da classe | (BIEBER et al., 1988, NESTLE; NICKOLOFF, 1995; ROMANI et al,
2008).

A estrutura das proteinas CD1 e sua expressao predominante como
células apresentadoras de antigenos especializadas, engrandece a hipotese que
estas proteinas representem uma terceira linha de moléculas apresentadoras de
antigenos (MARTIN, et al., 1987). Estudos recentes em humanos e ratos, tem
identificado células T que especificamente reconhecem antigenos lipidicos e
glicolipidicos estranhos apresentados por proteinas CD1 (YATES et al.,, 2007,
BRIGL; BRENNER, 2004).

Por ser o Brasil, em especial a regido Amazdénica o foco principal da
DJL, é imprescindivel adicionar conhecimentos sob varios aspectos da doenca para
um melhor entendimento e abordagem da mesma, ja que no estado do Para foram
descritos muitos casos desta micose (BRITO; QUARESMA, 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a imunoexpressédo tecidual para células de Langerhans
(CD1a+), na doenga de Jorge Lobo .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar a imunomarcacgao de células CD1a+ em amostras teciduais

obtidas de blocos parafinados de lesdes de portadores da DJL.

Tragar um perfil clinico e epidemiolégico dos pacientes portadores de
DJL.

Comparar os achados imuno-histoquimicos das lesées de DJL com os
controles portadores de paracoccidioidomicose (PCM) e de pele de individuos sem

doencga dermatolégica

Descrever a quantificacdo de CD1a entre as formas clinicas e as

localizagbes das lesées na DJL.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3. 1 DEFINICAO E SINONIMIA

A doenca de Jorge Lobo (DJL) é uma micose profunda cutanea/
subcuténea de evolugéo crdnica causada pelo fungo Lacazia loboi (TABORDA et al.,
1999a; BRITO, 2006 ).

E também denominada blastomicose queloidiana, granuloma micético
de Lobo, blastomicose amazbnica, lobomicose, lepra dos Caiabi, falsa lepra e
lacaziose (LACAZ et al., 1986; SILVA, 1994; PRADINAUD; TALHARI, 1996).

3. 2 HISTORICO

A doenca foi descrita pela primeira vez por Jorge Lobo em 1931 na
cidade de Recife-PE, em paciente procedente da regido amazdnica (LEITE, 1967;
CALDWELL et al., 1975; OPROMOLLA et al., 2000b; FUCHS et al., 1990). Em 1950,
Trejos e Romero na Costa Rica diagnosticaram o primeiro caso fora do Brasil
(PRADINAUD, 1998).

3. 3 EPIDEMIOLOGIA

E doenca tipica da regido neotrépica, tendo seu foco principal na
Amazoénia brasileira, acrescido de numerosos casos ja registrados nas areas

amazobnicas dos paises limitrofes como Colémbia, Guiana Francesa, Suriname,
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Venezuela, Costa Rica e Peru; todos inseridos no mesmo complexo biogeografico
de clima quente e umido (temperatura de 19-34°) e elevado indice pluviométrico
(RODRIGUEZ-TORO, 1989; RODRIGUEZ-TORO; TELLEZ, 1992; BURNS et al.,
2000).

Um caso da doenca foi reportada nos Estados Unidos, onde o paciente
havia viajado para praticar rapel na Venezuela 7 anos antes de surgir a lesdo no
térax, onde foi exposto a alta pressdo de agua nas cataratas (BURNS et al., 2000).
Na Europa houve apenas um caso registrado acometendo homem que tratava
golfinhos em aquario, com surgimento de nédulos no dorso da mao. (SYMMERS,
1983).

Em 1971 foi registrado o primeiro caso de lesdo de DJL em golfinhos, o
que leva a possibilidade da transmissdo poder ocorrer no meio aquatico, onde o
fungo provavelmente é sapréfita (CALDWELL et al., 1975; RODRIGUEZ-TORO,
1993 BURNS et al., 2000).

Ha relato de sete casos da doenga envolvendo 2 espécies de golfinhos;
Tursiops truncatus e Sotalia guianensis que foram reportados na Florida, costa do

Texas, sul do Brasil e estuario do rio Suriname (BARUZZI et al., 1979).

Nao ha evidéncia de maior susceptibilidade a infeccdo em determinado
grupo étnico (VILANI-MORENO et al., 2005). O periodo de incubagado varia de 1-2
anos, podendo chegar até 7 anos como no caso do paciente americano (PECHER,
1994).

A doenga acomete principalmente trabalhadores rurais que vivem em
contato com a vegetacdo e o solo, sendo os lavradores do sexo masculino na faixa
etaria de 21 a 40 anos os mais acometidos, que se contaminam a partir de
traumatismos na pele por fragmentos vegetais (BARUZZI et al., 1979; TALHARI,
1981; LACAZ, 1986)

Fato importante a ser ressaltado € que a doenca apresentava alta
prevaléncia entre a populacéo indigena da tribo Caiabi, com varios casos relatados
no periodo de 1953 a 1972, quando eles habitavam o territério situado entre os rios
Arinos e Teles Pires, formadores do rio Tapajés no Estado do Mato Grosso. Ao
serem transferidos para o Parque Nacional Indigena do Xingu n&o houve

aparecimento de novos casos da doenga entre os individuos da tribo, sugerindo que
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outros fatores além da predisposicdo genética; como habitos de vida (pinturas
corporais) e condigbes ambientais estejam envolvidos no aparecimento da doenca
(BARUZZI et al., 1979; OPROMOLLA; BARUZZI, 2005; MARCOS et al., 2005).

Nao existem relatos de contagio inter-humano. Experimentalmente,
Borelli realizou inoculagdo em voluntario humano produzindo lesdo nodular de
crescimento progressivo da qual foi retirado material para inocular animais, nao
reproduzindo a doenca (TABORDA et al., 1999b). Ha casos descritos de inoculagao
cirurgica acidental e ainda de inoculagdo humana acidental atribuida ao contato com
golfinhos (Tursiops truncatus) (BRUN, 1999; OPROMOLLA, 1999b).

Segundo Brito e Quaresma (2007), o numero de casos descritos vem
aumentando lentamente e segundo dados epidemioldgicos, a doenga tem baixa
prevaléncia. Por se tratar de doenca de evolugao cronica e nao ser de notificacéao

compulséria, ha a possibilidade de haver prevaléncia oculta.

Recente revisao realizada, totalizou 490 casos da doenga, assim
distribuidos no Brasil e no mundo: 318 casos no Brasil (incluindo 61 em indios
Caiabi), 50 casos na Coldbmbia, 34 no Suriname, 23 na Venezuela, 21 na Costa
Rica, 16 na Guiana Francesa, 13 no Panamg; Peru e Bolivia com 4 e 3 casos
respectivamente, 2 casos no Equador e Guiana e finalmente; México, Europa,
Estados Unidos e Canada com descrigdo de 1 caso cada (BRITO; QUARESMA,
2007).

3.4 ETIOPATOGENIA

Em 1940, Fonseca Filho e Area Ledo isolaram o agente etioldgico.
Glenosporella loboi, Blastomyces loboi, Glenosporopsis amazonica,
Paracoccidioides loboi e Loboa loboi foram denominagbes dadas ao patdégeno
(LEITE, 1967; BARUZZI et al., 1979). Taborda et al. (1999b) classificaram o fungo
como Lacazia loboi, argumentando que as designagbes prévias eram

taxonomicamente invalidas.
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Herr et al., (2001) analisaram filogeneticamente o L. loboi através do
sequenciamento de seu DNA (utilizando a amplificacdo da subunidade 18S do DNA
ribossomal e 600 pb do gene da quitina sintetase 2 do DNA gendmico das células
leveduriformes) e observaram que este é taxonomicamente relacionado ao
Paraccocidioides brasiliensis e que pertence a, ordem Onygenales, juntamente com

o Blastomyces dermatitides, Histoplasma capsulatum e Emmonsia parva.

A microscopia 6ptica, o fungo apresenta-se em grande quantidade sob
forma arredondada ou ovalada, com parede celular espessa bem refringente e
citoplasma granular ou homogéneo medindo 6-12 ym de diametro. O parasita se
reproduz por gemulacao simples e comumente se apresenta em grande numero sob
forma catenulada ou em rosario, com 2-8 células (LACAZ, 1986; LACAZ, 1994;
HERR, 2001).

Os estudos com microscopia eletrébnica revelam que o L. loboi
apresenta sua parede celular trilaminar cuja camada externa é revestida por
escamas, com varios nucleos e com seu citoplasma composto por reticulos
endoplasmaticos, ribossomos, mitocdndrias, vesiculas e gotas lipidicas; além de
serem descritas formas desprovidas de conteudo parasitario denominadas
“involutivas”; presenga de fragmentos da capsula parasitaria em vacuolos de
macrofagos e parasitas fagocitados (WOODARD, 1972; SESSO; BARUZZI, 1988;
SESSO et al., 1993; DINIZ et al., 2001).

Os mecanismos envolvidos na suscetibilidade e resisténcia do
hospedeiro frente ao L. loboi ainda nao estdo elucidados. Entre os diversos
mecanismos sugeridos, encontra-se a constituicdo genética dos individuos (SILVA,;
FERASCOLI, 2004).

Marcos et al. (2001) ao avaliar a frequéncia de anticorpos do complexo
HLA em portadores de DJL, demonstrou uma associagao entre os antigenos HLA-

DQ3 e a micose.

Lacaz et al. (1986) chamaram atengao para variabilidade da resposta a
infeccdo causada pelo fungo. Alguns pacientes manifestam precocemente a forma
disseminada da doenga enquanto outros apresentam lesédo isolada ou localizada

que assim permanecem por vezes indefinidamente.
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3.5 CLINICA

O aspecto clinico classico € o de lesdo queloidiana dura, lisa,
hemisférica marrom-acastanhada, isolada ou confluente formando massas
multilobuladas de evolugdo muito lenta (GROSSANS; PRADINAUD, 1979). Podem
ocorrer lesbes maculosas, papulosas, infiltrativas, verrucosas, ulcerosas, gomosas
(SILVA et al., 1996) ou esclerodermiformes, acompanhadas de ardor e prurido
(SILVA; BRITO, 1994; OPROMOLLA; BARUZZI, 2005), sendo que algumas vezes o
paciente apresenta mais de um tipo de lesdo (OPROMOLLA et al., 1999b; VILANI-
MORENQO et al., 2005). As ulceras parecem ser ocasionadas mais por traumatismos,

portanto, clinicamente secundarias.

Opromolla e Baruzzi (2005) propuseram uma classificagdo em formas
localizadas, multifocais (em um membro ou segmento de membro) e disseminadas

(envolvendo regides anatdmicas distintas).

As lesbes se restringem a pele e tecido celular subcutaneo, ficando
geralmente restritas ao local do inicio da doenga; podendo surgir lesdes novas por
contiglidade ou propagacao por via linfatica. Em pequeno numero de casos ha

disseminagao cutédnea da doenga (FUCHS et al., 1990).

Os membros inferiores sdo os locais mais acometidos, seguido dos
pavilhdes auriculares e membros superiores (BRITO, 2006; AZULAY; AZULAY,
2006). O habito de carregar palha e madeira nos ombros talvez seja o responsavel
para que o pavilhdo auricular seja uma localizagdo comum das lesdes, que em geral
sdo unilaterais (LACAZ et al., 1986).

Ja foram descritos casos com localizagbes atipicas como regido nasal
(PRADINAUD, 1998), malar, testicular (BRUN, 1999; CACERES; TORO, 1991),
labial (LOUREIRO et al., 1971) e bolsa escrotal (RODRIGUEZ-TORO; TELLEZ,
1992).

Via de regra ndo ha comprometimento do estado geral, a ndo ser nas

formas disseminadas da doeng¢a quando ocorre infecgdo secundaria de lesdes
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ulceradas, ocasionadas principalmente por traumatismos.

O surgimento de carcinoma espinocelular em lesdes de DJL foi descrito
em 2 indios Caiabis (BARUZZI et al., 1989; SAMPAIO; RIVITTI, 2007) .

Segundo alguns autores, o comprometimento dos linfonodos regionais
ocorre em 10-25% dos casos (AZULAY et al., 1976). No entanto € dificil avaliar a
incidéncia de envolvimento de linfonodos na DJL, até porque nao é rotina no exame

clinico do paciente a palpagao dos mesmos (OPROMOLLA et al., 2003).

3. 6 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O diagndstico diferencial deve ser feito com queldides verdadeiros,
xantomas, sarcoidose, hanseniase virchowiana, leishmaniose anérgica difusa
(NALOVIC; PRADINAUD, 1996; PRADINAUD, 1998), cromoblastomicose (CBM),
paracoccidioidomicose , tuberculose cutanea, metastases cutdneas e carcinoma
espinocelular (PRADINAUD, 1998; BRUN, 1999).

3. 7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Ao exame micologico direto se observam ceélulas leveduriformes com
membrana dupla refringente isoladas, gemulantes ou em cadeias, medindo 6-12 pym
de diametro (BARUZZI, 1979; TALHARI, 1981). A fita gomada é utilizada no
diagndstico da DJL assim como no de outras micoses profundas como a PCM e
CBM. (MIRANDA; SILVA, 2005). O fungo até o momento ndo foi cultivado em meios
artificiais (VILANI-MORENO et al., 2003, OPROMOLLA, 2000a).

O exame histopatoldgico é caracterizado por epiderme atréfica com
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retificacdo das cristas interpapilares. Algumas vezes € possivel observar no estrato
cérneo, por mecanismo de eliminagao transepidérmica, a presenga do fungo entre
as escamas e escamo crostas, traduzidos clinicamente por pontos negros na pele
que recobrem as lesdes, achado encontrado principalmente na CBM (PRADINAUD;
TALHARI, 1996; SAMPAIO; RIVITTI, 2007).

Na derme, é possivel observar: faixa de Unna, vasos dilatados e
neoformados, fibrose e denso infiltrado composto de linfocitos, histiocitos
espumosos ricos em parasitas, células epitelidides, numerosas células gigantes dos
tipos LANGHANS e corpo estranho, eosindfilos e plasmacitos (LEITE, 1967; BRITO,
2006). A reacao exsudativa nao é frequente no quadro microscopico e a necrose
quase sempre esta ausente (VILANI-MORENO et al.,, 2005). O estroma é
fibroplasico e apresenta granulomas formados pela coalescéncia de células
epitelidides e multinucleadas, envolvidas e separadas por fibras colagenas, o que é
melhor evidenciado pela coloragcédo de tricrdbmico de Gomori (BRITO; QUARESMA,
2007). Corpos asteroides podem ser encontrados no infiltrado granulomatoso, em
células multinucleadas tipo LANGHANS e de corpo estranho (MICHALANY, 1995).

Grande numero de células fungicas intra e extracelulares séo vistas
pela coloragcdao hematoxilina-eosina (HE), porém estas ndo sao iguais quanto ao seu
conteudo intra citoplasmatico. Os fungos na sua maioria apresentam-se como se
fossem “cépsulas vazias” que possivelmente representariam fungos inviaveis ou
formas involutivas do L. loboi, como referem Sesso e Baruzzi (1988), quando os
estudaram ultraestruturalmente. Taborda et al.( 1999a) através de coloragao
histoquimica de Fontana-Masson, demonstraram a presenca de melanina
constitutiva na parede celular do fungo, que o protegeria contra o ataque de células
imunes e estaria relacionado a maior resisténcia a agentes fungicidas e

fungistaticos.

Pelo método da pratametenamida (Gomori- Grocott ), os fungos s&o
demonstrados facilmente, pois sdo os unicos elementos observados sobre uma
coloracao de fundo; contudo sua coloragdo nao € uniforme e com freqiéncia se vé
ao lado dos fungos pouco corados ou em locais aparentemente sem fungos,
quantidades variaveis de substancia granulosa argentdfila que estaria relacionada
com a digestdo dos mesmos, e ndo um simples precipitado do corante durante a
técnica de coloracdo (OPROMOLLA et al., 1999a).
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O azul tripan pode ser utilizado como método de coloragdo da capsula

do fungo, a qual se cora de azul celeste (SAMPAIO et al., 1971).

Através da microscopia eletrénica foi verificado que as células
macrofagicas estavam repletas de um material eletrodenso que corresponderia a
parede do fungo, corroborando com a possibilidade de que o material granuloso
observado nos cortes histologicos estivesse relacionado com sua prépria destruigao,
sendo que nos locais de maior numero de fungos com “capsula vazia” haveria maior
quantidade deste material que representaria restos do parasita destruido no interior
dos macrofagos (SESSO; BARUZZI, 1988; SESSO et al., 1993; BRITO et al., 1999).

Diversos autores tem tentado a inoculagédo do Lacazia loboi em animais
de laboratdrio; no entanto, ndo existe um modelo animal aceito como ideal para
reprodugao experimental dessa micose. Foram realizadas inoculagées do fungo no
tecido celular subcutaneo da bolsa jugal do hamster (OPROMOLLA et al., 2000a) e
em camundongos BALB/c (MADEIRA et al., 2000). Nestes ultimos foi realizada a
contagem do numero de fungos, indice de viabilidade antes e ap6s a inoculagéo, e
verificado a presenga de lesbes macroscopicas e achados histopatologicos
semelhantes ao humano podendo constituir um bom modelo experimental para o

estudo da DJL, principalmente com relagao as pesquisas terapéuticas.

Varios estudos tem sido realizados no intuito de determinar a
viabilidade do L. loboi utilizando diferentes métodos de coloracdo como o diacetato
de fluoresceina — brometo de etideo (DF-BE), azul tripan e lactofenol azul algodao;
além de investigar a influéncia da temperatura e de diferentes solugdes na sua
viabilidade. Os resultados mostraram que a coloracdo mais sensivel na
determinacdo da viabilidade foi a DF-BE e que a temperatura seria um fator
importante no crescimento do fungo, devendo variar entre 4°C a temperatura
ambiente (VILANI -MORENO; OPROMOLLA, 1997).

3. 8 TRATAMENTO

O tratamento de escolha para lesbes isoladas € a exérese cirurgica,
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que possibilitaria a cura da doenca (CACERES; RODRIGUEZ-TORO, 1991;
PRADINAUD, 1998), com margem de seguranga para evitar recidivas (BARUZZI,
1979; CACERES; RODRIGUEZ -TORO, 1991). Instrumentos contaminados durante
a cirurgia podem induzir reinfec¢do (PRADINAUD, 1998).

Sulfas, anfotericina B, 5- fluorocitosina, miconazol, cetoconazol e
itraconazol foram utilizados ndo mostrando resultados satisfatérios (CUCE et al.,
1980; OPROMOLLA, 2005).

Em 1978 Silva utilizou pela primeira vez a clofazimina na dose de 200
mg/dia por 3-6 meses e observou reducédo da quantidade de fungos e regressao de
parte das lesdes. Outros estudos mostram que quando utilizada na dose de 200-600
mg/dia proporcionou melhora parcial das lesbes em cerca de 4 meses (BARUZZ| et
al., 1979; TALHARI, 1981).

Rosa ( 2003 ) avaliou a eficacia do itraconazol, terbinafina e terbinafina
formulada com ciclodextrina no tratamento de camundongos BALB/c inoculados com
o L. loboi, tendo observado uma discreta superioridade de eficacia com o uso da
terbinafina. Em 2006, Bustamante utilizou posaconazol em paciente peruviano, com

melhora das lesoes.

Em suma, nenhuma das drogas mencionadas se mostrou eficaz no
sentido de levar a cura definitiva da DJL com regressao ou cicatrizagdo das lesdes
dermatolégicas e a destruicdo do agente etiolégico (TALHARI; NEVES, 1995).
Alguns autores sugerem que um antifungico potente combinado a um
imunomodulador para melhorar o sistema imune celular seria promissor para
terapéutica (PECHER; FUCHS, 1988).

3.9 IMUNOLOGIA NA DOENCA DE JORGE LOBO

O conhecimento a respeito dos aspectos imunoldgicos desta micose
ainda sao escassos, possivelmente pelo fato de seu agente nao ter sido cultivado
em meios artificiais (VILANI-MORENO, 2002).
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Estudos tem demonstrado que o L. loboi apresenta antigenos comuns
com Paracoccidioides brasiliensis, bem como com células leveduriformes do
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Candida albicans e a forma
miceliana do Coccidioides immitis. Desse modo, sdo empregados nas avaliagdes
soroldgicas (SILVA; FERACOLI, 2004).

Silva et al (1968) utilizou como substrato antigénico, células
leveduriformes do P. brasiliensis para rea¢des de imunofluorescéncia indireta, onde
foi verificado que ocorreu reacédo cruzada com soro de paciente portador da DJL em

55, 2% dos casos.

Quatorze pacientes portadores da micose foram estudados através da
eletroforese e imunoeletroforese, que demonstrou na maioria, niveis normais de
imunoglobulinas 1gG, IgA e IgM (PECHER et al., 1979).

A presenca da glicoproteina de 43KDa (GP-43) em extratos de lesbdes
cutaneas da DJL, foi demonstrada através de provas imunoquimicas; sendo que a
GP-43 é um dos antigenos dominantes do P. brasiliensis (VIDAL et al., 1997,
VILELA et al., 2005). Estudo semelhante foi realizado por Puccia e Travassos ( 1991
) utilizando soro de pacientes com PCM, histoplasmose e DJL através do método

ELISA e reacao de imunoprecipitacao.

Foi demonstrado que além dos soros dos pacientes com DJL reagirem
positivamente com o antigeno GP-43, também reconheciam em menor frequéncia e
intensidade proteinas de 36 e 70 KDa (CAMARGO et al., 1998).

A imunidade celular € considerada a de maior importancia na protegao

do organismo contra os fungos (BARUZZI et al., 1979).

A resposta imune celular foi avaliada em pacientes com DJL usando
PPD (reacao a tuberculina), histoplasmina, tricofitina e candidina; além de teste de
contato com dinitroclorobenzeno (DNCB), cujos resultados evidenciaram que
pacientes portadores da micose apresentam uma diminuicdo na capacidade de
resposta imune celular em relagdo ao DNCB que foi negativo em 83, 3% dos casos
(PECHER et al., 1979).

Pecher e Fuchs (1988) avaliaram a resposta imune celular através da
reagcdo cuténea retardada a antigenos bacterianos e fungicos (com resposta

negativa variando entre 35 a 58%; exceto na reagdo a tuberculina que houve
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positividade em 92%); sensibilizacdo ao DNCB (onde 92% dos pacientes nao
tiveram reacao) e rejeicdo a enxertos cutaneos (tempo médio de 17 dias ), cujos
resultados sugerem que pacientes com DJL apresentam parcial deficiéncia imune

celular.

A composicao celular do granuloma induzido pelo L. loboi bem como a
participacdo da resposta imune na génese e desenvolvimento do mesmo até o
presente ndo é conhecida (VILANI-MORENO, 2002). Esterre et al. (1991) avaliaram
3 pacientes com DJL e observaram no infiltrado celular uma predominancia de

macrofagos, poucos linfocitos CD4+ e auséncia de linfécitos B.

Vilani-Moreno (2002) avaliou a composi¢cdo celular do infiltrado
inflamatério e quantificou citocinas em sobrenadante de cultura de células
mononucleares e soro sanguineo de 15 pacientes com a micose, provenientes do
estado do Acre. Os resultados revelaram que o infiltrado inflamatério era composto
principalmente de histidcitos e células gigantes multinucleadas, além de grande
numero de fungos. A frequéncia de células encontradas foi a seguinte: histidcitos
CD68+ > linfécitos T CD3+ > linfocitos T CD4 + > linfocitos T CD8+ > células NK
CD57+ > plasmécitos CD79 + > linfocitos B CD20+; e a quantificacdo de citocinas
mostrou | IL 2 e 1 IL4 e IL6; sugerindo que pacientes dom DJL apresentam
alteracdes no perfil de citocinas, representadas por predominio de Th2 o que poderia

alterar os mecanismos regulatérios na contencéo do fungo.

Estudos envolvendo a interacdo hospedeiro—parasita na doenca sao
escassos. Recentemente foi avaliada a atividade fagocitica dos mondcitos
sanguineos frente ao L. loboi. O resultado n&o diferiu com o do grupo controle,
demonstrando que os mondcitos sdo habeis em fagocitar o fungo (VILANI-MORENO
et al., 2004).

Recente analise imuno-histoquimica de lesbes cutaneas em 25
pacientes com DJL foi realizada, cujos resultados revelaram fraca positividade para
CD68+ que € um marcador de atividade de macrofago, bem como intensa marcagao
para TGFB que € uma citocina com importante efeito supressor de macrofagos e
indutora de fibrinogénese e apoptose em algumas linhagens celulares. O padrao de
imunomarcagao para macrofagos mostrou positividade coincidente com o infiltrado

inflamatdrio granulomatoso ao longo de toda a lesao, ja a marcagéao para TGFp foi
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observada em areas focais do infiltrado inflamatério (BRITO; QUARESMA, 2007;
XAVIER et al., 2008).

3. 10 IMUNOLOGIA NAS OUTRAS MICOSES PROFUNDAS

Em relagdo a outras micoses como na CBM, estudos imunolégicos tem
sido realizados a fim de caracterizar a reacdo tecidual mediada por células em
lesbes cutdneas da doenca, correlacionando com as diferentes formas clinicas
(GIMENES et al., 2006) . Dois tipos de reagdes teciduais foram observadas; uma
com formagdo de granuloma supurativo com muitas células fungicas nas lesdes
representadas por placas verrucosas, com expressao de IL10, refletindo portanto
perfil de resposta imune Th2, e outra; caracterizada por granuloma tuberculéide com
poucos fungos em lesdBes atroficas, com expressdo de INFy (Th1),

consequentemente com boa resposta imune (D’ AVILLA et al., 2002).

Sotto et al., (2004) demonstraram que principalmente macrofagos, mas
também células de Langerhans e dendrdcitos dérmicos Xllla+, funcionam como
células apresentadoras de antigenos na CBM. Achados semelhantes foram
observados na PCM (PAGLIARI; SOTTO, 2002 e 2003; PAGLIARI, 2002, GIMENES
et al, 1987).

Na PCM, ocorrem diferentes modelos de resposta imune de acordo
com varias formas clinicas da doenga (CALISH et al., 1998; FORNARI et al., 2001;
MOTA, 1985). Estudos com modelo murino experimental, mostraram dentre outros
aspectos, que a ativacado policlonal de células B assim como a producdo de altos
titulos de anticorpos especificos indicam doenga progressiva; entretanto a produgéao
de alguns tipos de imunoglobulinas como IgG2a esta relacionado a imunidade
protetora. Além disso, a secrecao de IL12 e INFy seriam protetores e a dominancia
ou a secregao precoce de IL10 e TGFp estariam relacionados a susceptibilidade
(CALISH et al., 1998).

Células mononucleares de sangue periférico de pacientes com formas
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aguda e crénica de PCM, produzem baixos niveis de IL2 e INFy e altos niveis de IL
10 (BERNARD et al., 2001). Na PCM, ocorre diminuicdo marcante no numero de
células de Langerhans, quando comparado a individuos sadios (GIMENES et al.,
1987).

Antigenos comuns entre L. loboi e P. brasiliensis podem ser detectados
por meio de soro de coelho contra um antigeno metabdlico do P. brasiliensis,
usando técnica de peroxidade-antiperoxidase (PAP) (LANDMAN, 1988).

FIGUEIREDO et al. (1993) demonstraram que pacientes infectados por
P. brasiliensis tem altos titulos de TNF, entretanto o estimulo para sua produgao e o

papel do mesmo no processo infeccioso € desconhecido.

3. 11 CELULAS DE LANGERHANS E CD1a

Desde a década passada, estudos tém evidenciado que uma variedade
de células imunocompetentes com morfologia dendritica exerciam um importante
papel na resposta imune natural (HEADINGTON, 1990).

A pele possui um sistema imunoldgico especializado constituido de
linfécitos e células apresentadoras de antigenos (APCs), que s&o células
dendriticas, tanto na epiderme como na derme; dentre elas, as células de
Langerhans (CL) (MURPHY et al., 1986, NESTLE et al., 1998, BOS; KAPSENBERG,
1986). A fungcdo mais importante das células dendriticas € a de apresentadora de

antigenos.

As CL foram descritas pela primeira vez em 1868 por Paul Langerhans,
em Berlim, sendo originarias da medula éssea. Correspondem 2 a 8% das células
epidérmicas distribuindo-se da camada basal a granulosa, sendo encontradas em
maior numero na suprabasal, ndo estabelecendo adesio através de desmossomos
com os ceratindticos. Representam a variante epitelial das células dendriticas e
ocorrem em muitos epitélios humanos e murinos, cujo o numero varia de 600-
1200/mm?. Um adulto apresenta cerca de 2x10° células (ROMANI, 2008,
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BANCHEREAU, 2000).

Além da epiderme, as CL sao encontradas nas mucosas (nasal, oral,
esofagica, vaginal, intestinal); em 6rgaos linféides como bago, timo e linfonodos e na
derme normal, constituindo um dos principais componentes do sistema imunolégico
cutaneo (ROMANI, 2006; IWASAKI, 2007).

Sao responsaveis pelo reconhecimento, internalizacdo, processamento

e apresentacdo de antigenos soluveis e haptenos presentes na epiderme.

As CL séo células processadoras — apresentadoras de antigenos que,
em seu estagio nao ativado, tem importante agado fagocitica, internalizando
antigenos e processando-os, 0 que provoca transformagbes que a fazem perder o
potencial fagocitico, mas que aumentam sua capacidade apresentadora de antigeno
para os linfécitos T, desse modo, produzindo uma resposta imunolégica (NESTLE;
NICKOLOFF, 1995; AZULAY; AZULAY, 2006).

Na microscopia Optica pode ser visualizada como uma célula de nucleo
convoluto e citoplasma claro; e na microscopia eletrénica, sado encontrados
pequenas estruturas em forma de raquete, denominadas de grénulos de Birbeck,
considerados marcadores ultraestruturais exclusivos das CL, que funcionam como
fagolisossomos (STINGL et al 1980; ABBAS; LINCHTMAN, 2005).

Os granulos de Birbeck sao encontrados em maior quantidade nas CL
humanas quando comparadas as murinas, e seu principal revestimento molecular é
a molécula langerina/CD207 (ROMANI, 2008; STING, 1990).

Apesar de ja ter sido descrita ha 140 anos, somente recentemente o
papel funcional das células de Langerhans in vivo vem sendo estudado. N&o esta
totalmente claro se prevalece a fungdo imunogénica ou tolerogénica. In vitro, sdo
potentes indutoras de células T citotoxicas (TROMBETA; MELLMAN, 2005).

Recentemente um novo tipo de células dendriticas apresentadoras de
antigenos tem sido identificadas na derme de humanos e murinos. Sdo chamadas
de células dendriticas dérmicas, que estdo em maior numero que as células de
Langerhans epidérmicas e expressam baixos niveis de CD1a, que € um marcador
fenotipico das CL (NESTLE et al, 1994; HEADINGTON; CERIO, 1990, NESTLE;
BURG, 1999).
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Dentre os marcadores de superficie das CL, esta o CD1a que é uma
molécula de 49KD da familia da classe | do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) associada a 8 2 microglobulina, cuja principal fungéo é a
de apresentagado de antigenos a alguns linfocitos (BIEBER et al., 1988, BRIGL;
BRENNER, 2004). Além da apresentagao de peptidios associados ao MHC, ha mais
um sistema de apresentacao de antigenos especializados em apresentar antigenos
lipidicos. A molécula nado polimérfica semelhante a classe | CD1 é expressa em
varias APCs e epitélios e apresenta antigenos lipidicos a populagdes incomuns de
linfécitos T nao restritivos ao MHC (MARTIN et al., 1987).

Estudos com linhas clonadas derivadas de linfocitos T indicam que
varias células podem reconhecer antigenos lipidicos apresentados por CD1. Estas

incluem linfocitos T CD4 +, CD8+, CD4- e CD8- expressando o TCR af} tdo bem
quanto yd (ABBAS; LINCHTMAN, 2005).

Um subgrupo de linfécitos T expressam marcadores de células NK
(natural killers), chamadas NK-T e reconhecem lipidios associados a CD1. No
entanto, ndo se sabe se as respostas restritas a CD1 contra os antigenos lipidicos

sdo componentes importantes da defesa do hospedeiro contra 0os microorganismos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO E POPULACAO ESTUDADA

Realizou-se um estudo transversal prioritariamente descritivo de
carater retrospectivo. Foram incluidos 33 casos de doencga de Jorge Lobo (grupo 1),
atendidos no ambulatério do Servigo de Dermatologia do Hospital Fundagao Santa
Casa de Misericordia do Para (FSCMPA) / Universidade Federal do Para (UFPA), no
periodo de 1955 a 2005.

4. 2 PROCEDIMENTO DIAGNOSTICO

Foi feito analise do material incluso em parafina proveniente de 33
pacientes com idade entre 25-80 anos de ambos os sexos. O diagndstico havia sido
confirmado pelo exame histopatologico e a identificagdo do agente no tecido,
seguindo protocolo de Bancroft, 2007

4. 3 ANALISE DOS PRONTUARIOS

Foi realizada a revisdo dos prontuarios dos pacientes para a coleta de
dados em relacao a idade, sexo, procedéncia, atividade profissional, localizacdo de
apresentacao clinica das lesdes (APENDICE ).
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4.4 TECNICA DE IMUNOMARCAGCAO EM TECIDO

A técnica imuno-histoquimica para caracterizar a ativagao tecidual de
CD1a nas ceélulas, seguiu o protocolo original descrito por Hsu et al em 1981. A
reagao imunohistoquimica foi realizada utilizando o anticorpo anti-CD1a (Serotec),
através do método de estreptavidina-biotina. Como cromégeno foi utilizada a 3, 3
diaminobenzidina (Sigma) e os cortes foram contracorados com hematoxilina

(ANEXO A). Para analise quantitativa das células positivas, foi utilizado um graticulo

padrdo com subdivisdo 10x10 em uma area de 0, 0625 mm? (aumento de 400X). As
células foram avaliadas para determinar a fragdo de area epidérmica com
positividade para CD1a. A fracdo de area epidérmica foi obtida através da divisao
entre o numero de pontos na imunomarcagao positiva (numerador) pelo numero de

pontos totais sobre a epiderme (denominador)

4.5 GRUPOS CONTROLES

Os grupos controles foram constituidos por 10 blocos parafinados de
bidpsias de pele procedentes de individuos sem doenca dermatoldgica (grupo 2) e
42 blocos provenientes de biopsias de lesdes cutdneas de paracoccidioidomicose
(grupo 3) sendo este ultimo subdividido em grupo 3A ( n=22) onde os granulomas
apresentavam-se bem organizados e o 3B ( n=20) com granulomas pobremente

organizados.

4.6 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram selecionados os blocos com melhor estado de conservacao e

quantidade adequada de fragmento cutédneo. Foram excluidos os blocos que apés o



33

processamento mostraram-se inadequados para analise.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram estruturados em um banco de dados no
programa Microsoft Excel 2007, no qual também foram confeccionados tabelas e
graficos para representacdo dos dados. Posteriormente foram analisados nos
programas Graph Pad Prism versdo 3.00 e Bioestat 5.0 para a geracdo de
resultados estatisticos que comprovassem a associacao de variaveis pertinentes ao
estudo, considerando o intervalo de confianga (IC) 95% e nivel a 5% (p-valor < a
0,05)

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

padrdes

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

observadas nas diferentes categorias.

A correlacao linear de Pearson foi utilizada para verificar a associagao
linear entre os niveis de CD1a e a idade da doenga que foi medida através do grau e
diregdo do coeficiente de correlagao linear (r). O teste de Mann-Whitney foi usado

para comparar os niveis de CD1a entre os grupos.

4.8 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi submetido ao parecer do comité de ética de projeto de
pesquisa envolvendo seres humanos do Nucleo de Medicina Tropical (NMT),

atendendo a todas as exigéncias da resolugdo 196/96-CNS/MS, e foi considerado
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aprovado por este comité, sob o nimero do protocolo 044/2006 — CEP/NMT.

4.9 DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

Para obtengcdo de fotomicrografias foi utilizado um sistema CARL ZEISS
composto de microscopio binocular e um sistema automatico de fotografia. A camera

utilizada foi Canon power shot A620.

Para as fotos clinicas foi utilizada a cémera Nikon Coolpix de 5

Megapixels que foram cedidas pelo Prof. Dr. Arival Cardoso de Brito.



5 RESULTADOS

5. 1 ACHADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS

Dos 33 pacientes estudados, 84, 8% eram do sexo masculino (Figura 1),
com predominio da faixa etaria de 46 a 65 anos com 51, 5% dos casos (Figura 2),

agricultores (72, 7%) (Figura 3), e procedentes principalmente do nordeste paraense

(51, 5%) (Figura 4).

Género

B Masculino
B Feminino
n=33
Qui-quadrado
p <0,0001
Figura 1 — Distribuicdo dos pacientes com DJL quanto ao género
Fonte : Protocolo de pesquisa (2009)
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Figura 2 — Distribuicdo dos pacientes com DJL quanto a faixa etaria
Fonte: Protocolo de pesquisa (2009)
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Figura 3 — Distribuicdo dos pacientes com DJL quanto a profissdo
Fonte: Protocolo de pesquisa (2009)
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Figura 4 — Distribuicdo dos pacientes com DJL quanto a procedéncia
Fonte: Protocolo de pesquisa (2009)
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Quanto a apresentagao clinica, a forma queloidiana (Figura 5) foi a
predominante com 81, 8% (27) dos casos, seguida pela forma verrucosa (Figura 6)
em 18, 2% (6) dos casos (Figura 7).

Figura 5: Doenca de Jorge Lobo, lesdo queloidiana
Cortesia do Prof. Dr. Arival de Brito

Figura 6: Doenca de Jorge Lobo, leséo verrucosa
Cortesia do Prof. Dr. Arival de Brito



18.2%

Forma clinica

W Queloidiana

Verrucosa

n=33

Qui-quadrado

p = 0,0005

Figura 7 - Distribuicdo dos pacientes com DJL quanto ao tipo clinico de lesédo

Fonte: Protocolo de pesquisa (2009).
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Com relagdo aos sitios das lesdes, ocorreu uma predominancia nos

membros inferiores, com 45,5% e no pavilhdo auricular (15,2%). Uma pequena parte

dos pacientes, 6,1% apresentou lesdes disseminadas (Figura 8). Na face, houve um

caso de localizagao insdlita que foi no labio (Figura 9).

/ 45,5

50 -
40
g 30 - 24,2
0
£
‘g 20 - 15,2
o Od
9_) 7,1
w 6,1
10 - l ﬂ7
0 1 T 1
MMII MMSS Pavilhdo Face Disseminada
auricular n=33
Qui-quadrado
Localiza¢do da lesdo p = 0,0024

Figura 8 - Distribuicdo dos pacientes com DJL quanto a localiza¢ao das lesbes

MMII = membros inferiores MMSS = membros superiores Disseminada = mais de 1 sitio anatémico

Fonte: Protocolo de pesquisa (2009).
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Figura 9 - Doenca de Jorge lobo- localizagao labial
Cortesia do Prof. Dr Arival Cardoso de Brito

5. 2- ACHADOS IMUNOHISTOQUIMICOS

O exame imuno-histoquimico evidenciou que as células de Langerhans
foram visualizadas ao longo de toda a epiderme em todos os casos. A morfologia e o
numero das células de Langerhans néao diferiram nos portadores da DJL (Figura 10)

e nos de pele de individuos sem doencga dermatolégica (Figura 11).

Nos portadores de PCM, seja o grupo onde os granulomas
apresentavam-se bem organizados ou os com granulomas pobremente organizados,
houve uma diminuigdo do numero de células, com alteragdes morfolégicas das

mesmas (Figura 12).
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Figura 10 — Fotomicrografia de
lesédo de DJL — Células de
Langerhans epidérmicas
imunomarcadas com anticorpo
anti-CD1a. Streptavidina-biotina
200x.

Figura 11 — Fotomicrografia de
pele de individuos sem doenca
dermatologica — Células de
Langerhans epidérmicas
imunomarcadas com anticorpo
anti-CD1a. Streptavidina-biotina
200x.

Figura 12 — Fotomicrografia de
lesées de PCM — Células de
Langerhans epidérmicas
imunomarcadas com anticorpo
anti-CD1a. Streptavidina-biotina
200x
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Através da correlacao Linear de Pearson, verificou-se uma tendéncia a

reducao dos titulos de CD1a com o avancar da idade (Figura 13).

0251

0.204

0151

CD1a

010+

0.05

+

Correlacdo Linear de Pearson

Idade (anos) p=0.2243; r=-0,2173

Figura 13 — Quantificagdo dos niveis de CD1a em relacdo a idade
Fonte protocolo de pesquisa (2009)

A analise comparativa entre os valores de CD1a com a forma clinica

das lesbes (Tabela 1) e quanto a localizagdo (Tabela 2), mostrou os seguintes

valores:

Tabela 1 — Analise comparativa entre os valores de CD1a conforme as

formas clinicas das les6es na DJL

Estatistica Descritiva

Tamanho da amostra
Minimo
Maximo

Variagao
Média Aritmética
Mediana
Desvio Padrao

Mann Whitney (p = 0, 0996)

CD1a
Quelodiana Verrucosa
27 6

0. 0031 0

0. 221 0. 2428
0.2179 0. 2428
0. 069 0. 1098
0. 0635 0.1174
0. 0519 0. 0815
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Tabela 2 - Analise comparativa entre os valores CD1a, conforme a
localizacio das lesbes na DJL.

CD1a
Estatistica Descritiva Pavilhdo
Membros - Outros
auricular
Tamanho da amostra 21 8 4
Minimo 0 0.0128 0. 0031
Maximo 0. 2428 0. 1093 0. 0813
Variagao 0. 2428 0. 0965 0.0782
Média Aritmética 0. 0941 0. 0546 0. 0275
Mediana 0. 0786 0. 0547 0.0128
Desvio Padrao 0. 0637 0. 0305 0. 0362
Correlagoes Teste p — valor
Membros x Pavilhdo auricular Mann-Whitney 0. 0592
Membros x Outros sitios Mann-Whitney 0. 027
Pavilhdo auricular x Outros sitios Mann-Whitney 0. 0871

A analise descritiva e quantitativa dos valores de CD1a entre os grupos

estudados estdo expostos na Tabela 3 e Figura 14

Tabela 3— Analise descritiva dos niveis de CD1a nos grupos 1, 2, 3A e 3B

Grupos estudados - CD1a

Estatistica DJL Pele sem doenga PCM com gran. Pcmof:r:‘neg::n'
descritiva dermatolégica  bem organizado P ) .
(Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3A) organizado
(Grupo 3B)
g 0. 07644 + 0.1182 0.
Média £ DP 0. 05902 07141 0. 04122 £ 0. 05186 0. 02648 £ 0. 02613
Mediana 0. 0639 0. 0992 0. 02205 0.01715

Variacgao 0-02428 0. 0325-0. 2474 0-0. 1972 0. 0002-0. 0754
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Figura 14- Quantificagcdo dos niveis de CD1a nos grupos (1-DJL; 2-pele sem doenga dermatoldgica;

3A-PCM com granuloma bem organizado; 3B-PCM com granuloma pobremente organizado

Fonte: Protocolo de pesquisa (2009)
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6 DISCUSSAO

As areas de extensas florestas juntamente com uma exuberante bacia
hidrografica, aliadas ao clima quente e umido, fazem da regido amaz6nica um meio
ideal de manutencédo e viabilidade de um grande numero de agentes fungicos
potencialmente patogénicos para o homem (PECHER, 1994). A proximidade da
populagcdo amazbnica com rios, florestas e cultivo de terra, nos leva a acreditar que
estes fungos séo transmitidos através da agua, solo e vegetagdo e inoculados na
pele através de traumatismos, iniciando um longo periodo de infecgdo, até o
aparecimento das primeiras lesdes apos alguns anos. Os mais suscetiveis entéao
seriam homens que habitam a zona rural e exercem atividades agricolas. O relato da
doenga em golfinhos inoculados com Lacazia loboi, demonstra a estreita relagéo
ecologica deste fungo com agua e consequentemente com o meio ambiente da
regido amazénica (CALDWELL et al., 1975; BARUZZI et al., 1979).

Nesta série de casos, os achados epidemiolégicos foram semelhantes
aos encontrados na literatura, demonstrando um maior acometimento de individuos
do sexo masculino (84,8%), agricultores (72,7%), procedentes do nordeste do

estado do Para .

Em relagdo a idade, a faixa de 46 a 65 anos foi a mais acometida
(51,5%); seguida da faixa de 25 a 45 anos, na qual estavam inseridos 11 dos 33

pacientes avaliados .

A maioria dos pacientes estudados encontravam-se em uma faixa
etaria maior que a descrita na literatura, provavelmente pela demora na procura do
atendimento médico, devido as lesdes clinicas serem pouco ou assintomaticas, que
via de regra ndo comprometem o estado geral, aliado ao fato dos doentes serem
predominantemente de zona rural, terem acesso restrito a saude e condicdes

financeiras precarias.

O maior numero de pacientes oriundos do nordeste do estado do Para
pode ser justificado pela maior facilidade em chegar ao servico médico especializado
quando comparado aqueles de outras localidades rurais, onde o acesso € mais
dificil.
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Infecgbes cutdneas causadas por fungos de invasibilidade limitada sao
geralmente caracterizados por evolugao cronica, com um tempo de evolugao longo,

e por isso é de se esperar que os pacientes acometidos sejam adultos.

Observamos um predominio de lesdes clinicas de aspecto queloidiano
presentes na grande maioria dos casos (81, 8%), semelhante a outros estudos
(LACAZ et al., 1986, GROSSANS; PRADINAUD, 1979; TALHARI, 1981).

Os membros inferiores foram a localizagdo mais comum, pelo fato de
estarem mais suscetiveis aos traumas, e no presente estudo foi encontrada em 45,

5%% dos casos, seguida do pavilh&o auricular.

Fato interessante foi a ocorréncia na face, de lesdo no labio, que é
bastante rara, em um dos pacientes estudados, com apenas 1 relato na literatura,
cujo doente tinha o habito de palitar os dentes com gravetos sendo que
provavelmente a forma de inoculagao foi devido a traumatismos por corpos vegetais
(LOUREIRO et al., 1971).

A degeneracdo carcinomatosa das lesdes pode ocorrer (BARUZZI et
al., 1989; SAMPAIO; RIVITTI, 2007). Em trés pacientes estudados foi encontrado

carcinoma espinocelular sobrepondo as lesdes clinicas.

Pecher et al., (1979) sugerem que a DJL esteja associada a uma
resposta imune deficiente apesar de que grande quantidade de estruturas fungicas
sdo fagocitadas por macréfagos e células gigantes. Por outro lado, ndo ha estudos
mostrando disseminagdo ou agravamento das lesdes nos casos associados a
imunodeficiéncia celular grave, como € o caso da infecgdo HIV/AIDS (XAVIER et al.,
2006).

Realizamos um estudo em 25 portadores da micose, onde foi
evidenciado uma intensa imunoexpressdo de TGFB, que ¢é uma citocina
eminentemente imunosupressora de macrofagos e indutora de fibrinogénese e
apoptose em algumas linhagens celulares. E possivel que o estimulo na
fibrinogénese seja o responsavel para que a forma clinica mais comum de
apresentacao da doencga seja a queloidiana (XAVIER et al., 2008) (ANEXO B).

A influéncia da resposta imune na evolugdo de varias doencgas
cutaneas infecciosas tem sido descrito (PECHER; FUCHS, 1988; PAGLIARI;

SOTTO, 2003). Muitos estudos tem caracterizado o papel da resposta imune celular
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e humoral no curso da lepra, leishmaniose e PCM, com importante variacédo
quantitativa e qualitativa da resposta durante os diferentes estagios da doenca
(PAGLIARI; SOTTO, 2003; AMPREY et al., 2004; XAVIER et al., 2006).

Dentre as micoses profundas, a PCM tem imunologia bem conhecida,
sendo a imunidade mediada por células (macrofagos ativados) a principal linha de
defesa. Recentemente o uso de anticorpos monoclonais tem permitido a
quantificacédo dos linfécitos T em material de bidpsias de pacientes. As citocinas que
participam da resposta imunitaria podem ser classificadas como do tipo Th1 ou Th2,
segundo o perfil dos linfécitos T (ROMAGNANI, 1996; CALISH et al., 1998;
ALMEIDA; LOPES, 2001). Citocinas de padrao Th1 (IL-2, IL-12 e INFy) estariam
relacionadas com a resisténcia do hospedeiro contra o fungo, e as de padrdao Th2
(IL-4, IL-5, IL-10 e TGFp) estariam relacionadas a suscetibilidade ao fungo (MOTA et
al., 1985; BERNARD et al., 2001). Células mononucleares de sangue periférico de
pacientes com formas agudas e crénicas de PCM, produzem baixos niveis de IL-2 e
INFy e altos niveis de IL-10 (CALISH et al, 1998; BERNARD et al., 2001).

Antisoros policlonais produzidos contra P. brasiliensis tem sido
utilizados, ja que estes tem capacidade de reagir com os antigenos do L. loboi
presentes nos tecidos das lesbes cutaneas da DJL, devido a reagbes antigénicas
cruzadas entre os 2 fungos. Através do método PAP, foram evidenciados antigenos

comuns entre ambos os fungos (LANDMAN et al., 1988).

Aléem destas evidéncias, o P. brasiliensis esta filogeneticamente
relacionado ao L. loboi, sendo ambos pertencentes a ordem Onygenales (HERR,
2001), por este motivo, blocos parafinados de portadores de PCM foram utilizados

como grupo controle patolégico.

As células apresentadoras de antigenos exercem um importante papel
nesta interacdo e tem sido recentemente envolvidas na determinagcéo do curso das
doencas infecciosas (PAGLIARI; SOTTO, 2003; AMPREY et al., 2004 XAVIER et al.,
2006). Sieling et al., (2007) apdés analisarem bidpsias de lesdes cutaneas
provenientes de sete pacientes com lepra tuberculdide e seis com a forma
lepromatosa, observaram intensa expressao de proteina CD1a em todas as
amostras dos pacientes com a forma tuberculéide, enquanto que nas lesdes de lepra

lepromatosa, a deteccdo de CD1a foi rara. A expressdo de CD1a foi sete vezes
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maior na forma tuberculdide quando comparada a forma lepromatosa.

A diferenciagao quantitativa que foi encontrada a respeito das células
dendriticas, que estaria correlacionada com a forma clinica da lesdo, confirma a
diversidade da resposta imune que seria dependente da interacao inicial entre as

células T e células apresentadoras de antigenos.

A diminuicdo no numero, e a alteracdo na morfologia das células de
Langerhans nas lesbées de PCM demonstraram uma provavel inativagdo das
mesmas pelos produtos fungicos, ou a migragao para a derme para processar 0S
antigenos (PAGLIARI; SOTTO, 2003). Ja na DJL, as CL estavam presentes
morfologicamente similares as da pele normal, tendo o0 mesmo ocorrido em relagao
ao numeros das mesmas. Poderiamos supor entdo que na DJL, o fungo teria alguns
mecanismos escapatorios que manteriam as células de Langerhans na epiderme e
subverteriam o sistema imune local para livrar-se da apresentagao de antigeno por

estas células.

Dados parciais deste trabalho foram apresentados em forma de péster
no congresso internacional de dermatologia em Buenos Aires (C), e publicado na
revista Acta Tropica em 2010 (ANEXO D).

Nestlé e Nickoloff (1995), demonstraram que as células dendriticas
epidérmicas quando ativadas, teriam a fungao de regular as respostas T e B. Além
disso, as células dendriticas seriam importantes para a indugcdo da tolerancia
imunoldgica antigeno especifica, e para a regulagdo do tipo de resposta imune
mediada por células T (YATES et al., 2007; NESTLE; BURG, 1999).

Verificou-se uma tendéncia a reducido dos titulos de CD1a com o
avancgar da idade, porém houve uma dispersdo consideravel, ndo havendo carater
significativo nesta distribuigdo, concluindo-se entdo que néo ha relagéo significante

entre os niveis de CD1a e a idade dos pacientes.

Apesar de se ter observado uma contagem maior dos niveis de CD1a
nos pacientes com a forma clinica verrucosa em relagdo aos com a forma
queloidiana, a andlise estatistica ndo mostrou significancia, o que nos leva a crer

que a forma clinica nao interfere na quantificagao dos niveis de CD1a.

Ja em relacdo a localizagdo das lesdes, observou-se um nivel de

CD1a mais elevado nos membros inferiores quando comparado a lesdes em outros
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sitios (face), porém, nossa casuistica nao é suficientemente grande para se afirmar

tal fato, necessitando de estudos adicionais.

Em suma, a possivel influéncia do fungo na resposta imune local pelas
células de Langerhans, seria o provavel responsavel pela pobre eficacia na
terapéutica da doencga, apesar de ter bom progndstico em relagdo a disseminagao
sistémica e a risco de vida. A maioria dos pacientes apresentam multiplas lesdes
quando chegam para atendimento especializado devido a distancia dos centros
urbanos, a impossibilidade de se afastarem de suas atividades por questdes
financeiras, e pelo fato da doenca ser assintomatica; o que dificulta ainda mais o

manejo terapéutico deles.
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7 CONCLUSAO

A analise da imunoexpressdo para CD1a nas lesbes cutaneas da

doenca de Jorge Lobo, sugerem as seguintes conclusdes para a amostra estudada:

A doenca esta relacionada as atividades agricolas, € mais incidente no
nordeste paraense, acomete principalmente o sexo masculino entre 46 e 65 anos de
idade, apresentando com maior frequéncia lesdes queloidianas nos membros

inferiores .

A idade dos pacientes e a forma clinica da doenga parecem néo

influenciar na quantificagao dos niveis de CD1a.
Os niveis de CD1a diferiram de acordo com a localizagao das lesdes.

As células de Langerhans estdo presentes nas lesdes cutaneas da
doenca de Jorge Lobo de maneira similar aquelas encontradas na pele sem doencga
dermatolégica. Diferentemente do que ocorreu na Paracoccidioidomicose, estas nao

sofreram alteragbes numéricas ou morfologicas.

Na doenga de Jorge Lobo, as células de Langerhans parecem né&o
estar relacionadas a resposta imune local, mostrando a necessidade de se estudar

outra populacao de células apresentadoras de antigenos .
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Dados dos pacientes portadores de DJL atendidos no servigco de dermatologia da FSCMPA /UFPA
obtidos através da analise dos prontuarios e utilizagdo de técnica imuno-histoquimica.

Paciente | CD1a |Sexo| Idade Profissao Procedéncia Forma clinica Localizagao

1. 0,0455| M 48 agricultor Altamira-Pa queloidiana pavilhao auricular
2. 0,2428| M 51 agricultor Cameta-Pa verrucosa Ml

3. 0,0635| M 55 agricultor S. Domingos Capim-Pa queloidiana MI

4. 0,0549| M 60 agricultor Acara-Pa verrucosa Ml

5. 0,0639| M 55 agricultor Mocajuba-Pa queloidiana pavilhdo auricular
6. 0,0813| M 73 agricultor Cameta-Pa queloidiana Ml / face

7. 0,0549| M 80 agricultor Baiado-Pa queloidiana MS

8. 0,0142| F 44 do lar Marituba-Pa queloidiana face

9. 0,0031| M 45 bragal Altamira-Pa queloidiana face

10. 0,0036| M 42 agricultor Mocajuba-Pa queloidiana MS

11. 0,1262| M 64 agricultor Altamira-Pa verrucosa MI

12. 0,0687| F 42 agricultor S. Domingos Capim-Pa queloidiana MS / Ml

13. 0 M 64 carpinteiro Mamuri-Am verrucosa MI

14. 0,0128| M 76 agricultor Cajari-MA queloidiana pavilhdo auricular
15. 0,1216| F 25 do lar Castanhal-Pa verrucosa Mi

16. 0,221 M 40 agricultor Oeiras do Para-Pa queloidiana MS

17. 0,1182| M 42 agricultor S. Domingos Capim-Pa queloidiana Mi

18. 0,0347| M 35 mestre de obras Mosqueiro-Pa queloidiana Ml

19. 0,0343| M 51 agricultor Portel-Pa queloidiana Mi

20. 0,0733| M 61 agricultor Cameta-Pa queloidiana pavilhdo auricular
21. 0,0351| M 56 agricultor Marituba-Pa queloidiana pavilhdo auricular
22. 0,1134| M 50 agricultor Belém-Pa queloidiana MS

23. 0,0786| M 56 agricultor S. Domingos Capim-Pa queloidiana MS

24. 0,1029| F 65 do lar Oeiras do Para queloidiana Ml

25. 0,1093| F 42 do lar Belém-Pa queloidiana pavilh&do auricular
26. 0,147 M 72 agricultor Vigia-Pa queloidiana Mi

27. 0,0544| M 65 agricultor S. Domingos Capim-Pa queloidiana MI

28. 0,1131| M 31 Op. de maquina Portel-Pa verrucosa MI

29. 0,1643| M 38 comerciario Belém-Pa queloidiana MI

30. 0,0578| M 54 agricultor Cameta-Pa queloidiana Mi

31. 0,0685| M 66 agricultor Maraba-Pa queloidiana pavilhdo auricular
32. 0,0114| M 55 agricultor Acara-Pa queloidiana labio

33. 0,0283| M 63 agricultor Paragominas-Pa queloidiana pavilhdo auricular

Legenda

: M = masculino; F = feminino; Ml = membro inferior; MS = membro superior
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ANEXO A

Estudo imuno histoquimico através do método de estreptavidina — biotina peroxidase
Etapa 1

a) cortes histologicos de 4um de espessura sao obtidos a partir de
material embebido em parafina e colhidos em |adminas previamente
preparadas com solugdo adesiva de 3 amino- propyltriethoxy-silane (Sigma
Chemical Co. St. Louis, MO/USA, C6d A3648).

b) submetidos a desparafinizacdo em xilol por 20 minutos em estufa a 56
°C por 30 minutos e passados no xilol por 20 minutos em temperatura
ambiente.

C) hidratados em concentragdes decrescentes de alcoois (95 %, 80% e
70%) por 5 minutos cada.

d) lavados com agua corrente, agua destilada e PBS por 5 minutos cada.

Etapa 2
Bloqueio da Peroxidase Endégena

a) os cortes sdo colocados em H202 a 3%, em 3 incubagdes de 10 minutos
cada.

b) lavados em agua corrente por 5 minutos e passados em agua destilada e
PBS.

c) feita recuperagéo antigénica de acordo com o antigeno pesquisado.

d) lavado em agua corrente, destilada e PBS

e) incubado em leite molico 10% por 30 min

Etapa 3

Anticorpo primario : S 100

Os cortes sao tratados com solugéo de anticorpo primario especifico ao antigeno
pesquisado, diluido em solugdo de soro-albumina-bovina (BSA) 1% e deixados
na geladeira por 18 hs a 4 °C.

Etapa 4

Anticorpo secundario:

a) os cortes sao lavados com PBS por 2 vezes de 5 minutos

b) tratados com anticorpo secundario anti-imunoglobulina de coelho e anti-
imunoglobulina de camundongo(DAKO K 492) diluigdo de 1: 1000 em PBS por
30 minutos a 37 °C.

c) lavados em PBS por 2 vezes de 5 minutos cada.
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Etapa 5

Anticorpo terciario

a) os cortes sado tratados com anticorpo terciario Streptavidin-Biotin-
Complex(SABC)

(DAKO K 492), diluigdo de 1: 1000 por 30 minutos a 37°C

b) lavados em PBS por 2 vezes de 5 minutos cada

Etapa 6

Revelagao por cromégenos

a) prepara-se solugado contendo 30 mg de 3, 3 Diamino-benzidina diluida em 100
ml de PBS.

b) a solucéo é filtrada e misturada com 1200 microlitros de H202 a 3%

c) os cortes sao colocados nesta solugao por 1, 5 a 2 minutos e posteriormente
lavados em agua corrente, contracorados com hematoxilina; novamente lavados
em agua corrente por 5 minutos, desidratados em concentragdes crescentes de
alcoois, diafanizados em xilol e montados em permount.



Anexo B

Human Pathology (2008) 39, 269-274

Human
PATHOLOGY

e iR
.elsevier.com/locate/humpath
ELSEVIER wwweisey ump

Original contribution

Macrophage and TGF-B immunohistochemical
expression in Jorge Lobo’s disease ™

Marilia Brasil Xavier PhD?, Rosana Maria Feio Libonati PhD?, Débora Unger MD",
Clivia Oliveira MD®, Carlos Eduardo Pereira Corbett PhDS,
Arival Cardoso de Brito PhD?-°*, Juarez Antonio Simées Quaresma PhD?

aNiicleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Pard, Belém-PA 66055-240, Brazil
YFaculdade de Medicina/Dermatologia, Universidade Federal do Parad, Belém-PA 66055-240, Brazil
“Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo-SP 01246-903, Brazil

Received 27 December 2006; revised 6 June 2007; accepted 18 June 2007

Keywords:
Lacaziosis;
Immunopathology;
Lacazia loboi;
Cytokine

Summary Jorge Lobo’s disease, or lacaziosis, is a chronic deep mycosis that clinically manifests as
solid, variable-sized nodular parakeloidal lesions. Few studies have characterized the in situ cellular and
humoral immune response, especially the involvement of cytokines with immunosuppressive effects
such as TGF-p. The objective this paper was to analyze the expression of TGF-£ in cutaneous lesions in
lacaziosis and investigate its importance in the etiopathogy of the disease. The results indicate that the
abundance of collagen bands, together with weak immunolabeling for CD68 seen in macrophages,
indicates a concomitant effect of TGF-f inhibiting macrophages and inducing fibrosis, which is
responsible for the keloid aspect frequently acquired by these lesions. Finally, the evolution of the
infection supports the hypothesis that TGF-f plays a fundamental role in the etiopathology of Lacazia
loboi infection, either by inhibiting the cellular immune response mainly mediated by macrophages or
by inducing fibrosis. Further studies are necessary to better characterize the phenotype of the
inflammatory infiltrate as well as the participation of other cytokines and growth factors in the tissue
response of the host in Jorge Lobo’s disease.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction loboi [1,2]. The disease is more frequent in males, mainly
affects individuals 21 to 40 years old, and is more prevalent
on the South American continent [3]. Rare cases diagnosed in
Europe were the result of accidental inoculation with
contaminated material from a dolphin. Trauma and injuries
or sites of insect bites facilitate penetration of the fungus.
Lesion progression is slow, with new lesions arising conti-
Pesquisa-CNPq (to 1.A.5.0.). guous tg other lesions or throug}} the lympha}tic route [4,5.].
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Federal do Par4, Belém-PA 66055-240, Brazil. variable-sized nodular parakeloidal lesions. The lesions are
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Jorge Lobo’s disease, or lacaziosis, formerly termed
lobomycosis, is a chronic deep mycosis caused by infection
with an agent of still uncertain phylogeny, that is, Lacazia
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lower limbs and consist of atrophic epidermis, with
rectification of the interpapillary crests. In the dermis, a
grenz zone, dilated and newly formed vessels, fibrosis, and a
dense infiltrate consisting of lymphocytes, foamy histiocytes
rich in parasites, epithelioid cells, numerous giant cells
(especially Langhans cells), some eosinophils, and plasma
cells are observed [4-6].

Although a strong relationship exists between the disease
and host immunity, little is known about the systemic and
tissue immune response in L loboi infection. Pecher et al [7]
suggested the presence of cellular immunodeficiency in
patients with Jorge Lobo’s disease. Few studies are available
in the literature characterizing the in situ cellular and humoral
immune response profile [8], especially the involvement of
cytokines, some of which exert immunosuppressive effects
and may predispose to infection, for example, transforming
growth factor 5 (TGF-p).

TGF-f is a member of the family of dimeric growth factor
polypeptides. All mammal cells, including epithelial,
endothelial, hematopoietic, neural, and connective tissue
cells, produce TGF-$ and its receptors, which are related to
the processes of cell regulation, proliferation and differentia-
tion, angiogenesis, embryo development, apoptosis induc-
tion, and wound healing [9]. TGF-pis a cytokine with a strong
suppressive effect on macrophages, inhibiting the expression
of nitric oxide and IFN-vy, in addition to suppressing Th1- and
Th2-type cellular immune responses [9,10]. Since the first
reports demonstrated the inhibitory effects of TGF- on
macrophage activity, several studies have analyzed the role of
this cytokine in the regulation of the immune response during
infectious processes including viral, bacterial, and protozoan
infections [11]. Most of these studies indicate participation of
TGF-f in the genesis and progression of some infections
[11-15]. Thus, analysis of the expression of TGF-f in
cutaneous lesions in Jorge Lobo’s disease is important for
understanding the etiopathology of the disease. The purpose
of this study was to investigate the role of TGF-1 and
macrophage in formalin-fixed skin biopsies from patients
with Lacazia loboi infection using immunohistochemical
staining for TGF-f1 and the macrophage marker CD68.

2. Materials and methods

2.1. Diagnostic procedures and histologic
examination

Samples of skin lesions of Jorge Lobo’s disease were
obtained from biopsy specimens from 25 patients (aged 25-80
years, 24% female, 76% male) from Ambulatory of Dermatol-
ogy of Federal do Para University and Santa Casa Hospital
(Belem, Brazil). The diagnosis was made by histopathology
and identification of the agents in the lesions. Samples were
fixed in 10% neutral-buffered formalin, followed by paraffin
embedding, micron-thick sectioning, and staining by hema-

toxylin and eosin and Grocott stain. Tissue samples were
stained by Masson’s tricrome for quantification of fibrosis. We
used a grid scale with 10 x 10 subdivisions in an area 0f 0.0625
mm? to count 10 fields under high magnification (400x) in the
lesion. The project was approved by the Ethics and Research
boards of the Tropical Medicine Center/Universidade Federal
do Para (UFPA).

2.2. Immunologic markers

An immunohistochemistry technique to characterize the
CD68 and TGF-p1 tissue activity in the cells followed
the protocol originally described by Hsu et al [16]. For
quantitative analysis of the positive cells in inflammatory
infiltrate we used a grid scale with 10 x 10 subdivisions in
an area of 0.0625 mm? to count 10 fields under high
magnification (400x).

2.3. Negative and positive controls

For negative and positive controls, we included 14
skin samples from patients with tuberculoid and lepro-
matous leprosy and 14 skin samples that showed no
morphological alterations.

2.4, Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney
and Spearman correlation tests. The level of significance for
these analyses was established at P < .05. The analysis was
performed using the GraphPad Prism 3.0 software for
Windows (GraphPad Software, San Diego, Calif).

3. Results

The patients, 19 men and 6 women ranging in age from 25
to 80 years (mean, 59 years), were from the Amazon region,
State of Para, Brazil, and predominantly (19 patients)
consisted of farmers or laborers. The time to disease
progression ranged from 4 to 64 years (mean, 19.56 years).
Clinically, the lesions were located predominantly on the
lower limbs and face and consisted of keloid infiltrative
nodular or vegetative-verrucous lesions, frequently showing
exulcerations covered with hematic crusts or discharging a
purulent secretion (Fig. 1A and B).

Histopathological analysis revealed rectification of the
epidermal crests and a granulomatous inflammatory infiltrate
dispersed through the deep dermis and subcutaneous tissue
(Fig. 2A). A narrow and well-defined grenz zone was
frequently observed between the epidermis and the infiltrate.
The granulomatous infiltrate consisted of frequent xantho-
matous histiocytes in addition to epithelioid cells, Langhans
and foreign body type giant cells, and occasional plasma
cells and lymphocytes. Abundant round parasitic corpuscles
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Fig. 1 Jorge Lobo’s disease—Lesions on the lower limbs and
abdomen consisting of keloid infiltrative nodular or vegetative-
verrucous aspect (A, B).

surrounded by a double membrane with an empty center and
an eosinophilic nuclear structure were noted (Fig. 2B).
Parasites were abundant, especially in the cytoplasm of giant
cells. Grocott staining revealed the highly characteristic
aspect of the parasite (Fig. 2C). Expansion of collagen areas
was observed in all cases and demonstrated by Masson’s
tricrome stain (Fig. 2D). The fibrosis was more intense than
that observed in both lepromatous and tuberculoid leprosy
and had a direct correlation to TGF-f intensity (P < .05).

Positive immunolabeling with CD68 for macrophages
coincided with the granulomatous inflammatory infiltrate
throughout the lesion (Fig. 2E). The immunolabeling
intensity was homogenous throughout the lesion and
among the different specimens examined. Compared with
control cases of leprosy, the immunolabeling intensity was
similar to that observed for cases of lepromatous leprosy and
lower than that observed for cases of tuberculoid leprosy
(P < .05) (Fig. 3A).

TGF-p labeling was observed in focal areas of the lesion
and was quantitatively more intense when compared with
control cases of tuberculoid leprosy (P < .05) and of similar

intensity compared with cases of lepromatous leprosy (P >
.05) (Fig. 3B). The immunolabeling intensity was homo-
genous throughout the lesion and among the cases studied
(Fig. 2F).

4. Discussion

Jorge Lobo’s disease is a chronic deep mycosis whose
prognosis in terms of survival is good, although treatment
does not lead to complete cure of the infection [4,5]. Most
patients present with long disease progression. The disease is
clearly more common in males, although hormonal factors
do not seem to influence the progression of infection [5].
Thus, progression is theoretically more associated with
activities related to the mechanism of infection rather than
with genetic or specific hormonal factors. This finding is
confirmed by the relatively higher frequency of Jorge Lobo’s
disease among women who cultivate the land in some
Amazonian tribes [17,18]. On the other hand, there are no
studies correlating the immune response to Jorge Lobo’s
disease with specific HLA loci, a fact supporting the
importance of fungal ecology in the mechanism of transmis-
sion and, consequently, in the different incidence of the
disease between men and women [4,5].

Some investigators have reported the importance of
immune response patterns related to the clinical presentation
of subcutaneous mycoses such as chromoblastomycosis and
Jorge Lobo’s disease [8,19]. Clinical forms of chromoblas-
tomycosis have been associated with the occurrence of an in
situ immune response with a differentiated profile of
cytokine expression, theoretically associated with a higher
susceptibility to more severe forms of the disease depending
on the profile found [19]. In Jorge Lobo’s disease, Pecher
et al [7] suggested the presence of cellular immuno-
deficiency despite the occurrence of lesions predominantly
consisting of macrophages and giant cells phagocytosing a
large quantity of fungal structures. On the other hand, there
are no studies reporting aggravation or dissemination of
lesions in cases associated with severe cellular immuno-
deficiency such as patients with HIV/AIDS, with the only
case described by our group showing no differentiated lesion
progression [20].

Despite this histologic feature which partly demonstrates
the effectiveness of the macrophage-mediated immune
response, comparison of the CD68 immunolabeling intensity
between cases of Jorge Lobo’s disease and tuberculoid
leprosy revealed less intense labeling in Jorge Lobo’s
disease, implying lower metabolic activity in these cells, as
CD68 is a 110-kd transmembrane protein located mainly in
macrophage lysosomes (Fig. 3A) [21]. In addition to this
weak immunolabeling of macrophages, reactivity to TGF-j
was higher in Jorge Lobo’s disease than in control cases of
tuberculoid leprosy and similar to that observed in cases of
lepromatous leprosy (Fig. 3B). The immunosuppressive
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Fig. 2 Jorge Lobo’s disease—Histopathology shows frequent structures of etiologic agents and abundant collagen (A-D). Immuno-
histochemistry with CD68 and TGF-f3 shows immunoreactive area in the lesions (E, F).

activity of TGF-f has been demonstrated in different models
of infectious diseases [11-15]. Its ability to induce apoptosis
of immune cells as well as to inhibit the cellular immune
response has made TGF-f a determinant marker of
susceptibility to chronic and acute infections such as leprosy,
chronic hepatitis, and yellow fever [22-24]. The intense
immunolabeling for TGF-f observed in cases of Jorge

Lobo’s disease may explain in part the weak reactivity to
CD68, as TGF-f is able to strongly inhibit macrophage
activity, reducing the microbicidal efficacy of these cells.
Macrophages are known to play a central role in the immune
response to infection caused by various microbial agents
such as mycobacteria and fungi. The microbicidal capacity of
these cells is centered on the production of lytic enzymes by
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lysosomes that act on phagocytosed microbial agents [21].
The present data showed low cellular activity for a lysosome
marker, that is, CD68, with weak reactivity in Jorge Lobo’s
disease. This finding may indirectly indicate a low efficacy in
the activation of macrophage microbicidal factors, probably
due to the activity of TGF-f (Fig. 3C).

The expansion of collagen areas observed in lesions from
Jorge Lobo’s disease calls attention to the ability of TGF-fto
induce fibrosis in certain chronic infectious diseases such as
hepatitis C [14]. In the skin, TGF-f plays a critical role in the
regulation of extracellular matrix gene expression. Its
overexpression is believed to contribute to the development
of tissue fibrosis. The recent identification of Smad proteins,
TGF-B receptor kinase substrates that translocate into the cell
nucleus to act as transcription factors, has increased our
understanding of the molecular mechanism underlying
TGF-f action [25-28]. Immunoreactive TGF-1 has been
observed diffusely in the dermis of mucocutaneous lesions in
paracoccidioidomycosis, and the increased TGF-f1 deposits
in the fibrosis area after treatment [29]. Granulomas from
tuberculous and sarcoidosis skin biopsy specimens were seen
to contain cells with marked staining by antibodies to
fibronectin, TGF-$, and type | procollagen (PCP-1) with

accentuated staining of extracellular matrix seen in both the
granulomas and the peri-granulomatous regions [30]. The
abundance of collagen bands in Jorge Lobo’s disease,
together with the weak immunolabeling for CD68 seen in
macrophages, indicates a concomitant effect of TGF-f,
inhibiting macrophages and inducing fibrosis, which is
responsible for the keloid aspect frequently acquired by these
lesions (Fig. 3D).

Finally, further studies are necessary to better characterize
the phenotype of the inflammatory infiltrate as well as the
participation of other cytokines and growth factors in the
tissue response of the host in Jorge Lobo’s disease.
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BACKGROUND/OBJECTIVES: Lobomycosis, a
chronic infection caused by the fungus Lacazia loboi,
is localized in tropical areas of Central and South
America and is hyper endemic in areas of Amazonia
region, Brazil. The infection is characterized by the
appearance of keloid-like, ulcerated or verrucous,
nodular or plaque-like cutaneous lesions. The agent is
introduced directly into the dermis through a
penetrating injury, such as a thorn prick or an insect
bite. It is diagnosed with biopsy and, on histological
examination, the lesions are composed by granulomas
with multinucleated giant cells and chains of yeast-like
cells. To the best of our knowledge, little is described
concerning the local immune response. Considering
that Langerhans cells constitute the first immunologic
barrier in skin, our aim was to study this cell
population in lobomycosis skin lesions.

RESULTS: Langerhans cells were visualized along the
epidermis in all the cases. In biopsies from
lobomycosis, the morphology and the number of
Langerhans cells did not differ from normal skin
(p>0.05). The number of this cell population was
increased when compared to the PCM lesions when
both groups (well- or poorly-organized granulomas)
were considered (p<0.05). If we consider the
morphology of Langerhans cells in PCM skin lesions, it
is possible to observe that they present trophic
alterations, a probable inactivation by fungal products
or migration to the dermis to process antigens.
However, in lobomycosis they are presented
morphologically similar to the ones in normal skin, the
same with their number. We could suppose that in
lobomycosis the fungus presents some escape
mechanism in order to keep Langerhans cells in
epidermis and subvert the local immune system to
evade the antigen presentation by those cells.
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METHODS: Thirty-three skin biopsies from patients
with clinical and histopathological diagnosis of
Lobomycosis constituted the group 1. The control
group was constituted by ten biopsies from normal
skin  (group 2) and 42  biopsies from
paracoccidioidomycosis (PCM) skin lesions (group 3),
that share some semblances with lobomycosis. This
group was characterized as presenting well-organized
granulomas — group 3A (n=22) and biopsies with
poorly-organized granulomas — group 3B (n=20). We
performed an immunohistochemistry reaction using an
anti-CD1a antibody (Serotec) and a streptavidin-biotin
method. 3,3-diaminobenzidine (Sigma) was used as
chromogen and the slides were counterstained with
hematoxylin. Cells were evaluated by determining the
epidermal area fraction with positivity for CD1a. The
number of positive cells was statistically analyzed by
the Graph Pad Prism version 3.00 for Windows using
a Mann-Whitney test with the level of significance set
at 95%.

Lobomycosis — Epidermal Langerhans cells immunostained with anti-CD1la
antibody. Streptavidin-biotin method x200
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Normal skin -
Epidermal Langerhans cells
immunostained with anti-CDla
antibody. Streptavidin-biotin
method x200

Paracoccidioidomycosis-
Epidermal Langerhans

antibody.
method x200

cells
immunostained with anti-CDla
Streptavidin-biotin

CONCLUSION: Langerhans cells are presented

in

lobomycosis skin lesions similar to as they are presented in
normal skin. Different from PCM, they do not suffer trophic or
numerical changes. In lobomycosis, this cell population could
not be related to the local immune response, what conduct

us to study other cell populations as APC in these lesions.
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ABSTRACT

Jorge Lobo’s disease is a chronic infection caused by the fungus Lacazia loboi endemic in South Amer-
ica. The infection is characterized by the appearance of parakeloidal, ulcerated or verrucous nodular or
plaque-like cutaneous lesions. The histopathological aspect is characterized by poorly organized granu-
lomas with histiocytes and multinucleated giant cells. Little is known about local immune response in
lobomycosis skin lesions. Thirty-three skin biopsies from patients with Jorge Lobo’s disease were selected
from Ambulatory of Dermatology, UFPA. The control group was constituted by ten biopsies from normal
skin. Langerhans cells were identified by immunohistochemistry using anti-CD1a antibody (Serotec).
The number of positive cells was statistically analyzed. Langerhans cells were visualized along the epi-
dermis in biopsies from Jorge Lobo’s disease and the morphology and the number of Langerhans cells
did not differ from normal skin (p >0.05). In Jorge Lobo’s disease, this cell population probably presents
some escape mechanism of the local immune system to evade the antigen presentation by those cells.

© 2010 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Jorge Lobo’s disease, or lacaziosis, is a chronic mycosis caused
by uncultivated fungi pathogen Lacazia loboi, an agent phylogenet-
ically closely related to the dimorphic pathogen Paracoccidioides
brasiliensis (Taborda et al., 1999; Vilela et al., 2005). The disease
is more frequent in males, mainly affecting individuals in the age
range of 21-40 years. Cases of lacaziosis have been described in
various South American countries, but it assumes great impor-
tance in the Brazilian Amazon region where the largest numbers
of these cases are found (Rodriguez-Toro, 1993; Pecher, 1994;
Silva et al., 1996). Clinical progression is slow and characterized
by parakeloidal cutaneous lesions mainly located in the auricle
and lower limbs of humans (Rodriguez-Toro, 1993; Silva et al.,
1996). Pecher and Funchs (1988) suggested the presence of cel-
lular immunodeficiency in patients with Jorge Lobo’s disease and
few studies are available in the literature characterizing the in
situ cellular and humoral immune response profile (Pecher and
Funchs, 1988; Yates et al., 2007). The role of the immune response

* Corresponding author at: Nucleo de Medicina Tropical/UFPA, Av. Generalissimo
Deodoro 92, Umarizal, Belem-PA, 66055-240, Brazil.
E-mail address: acdebrito@uol.com.br (A.C. de Brito).

0001-706X/$ - see front matter © 2010 Published by Elsevier B.V.
doi:10.1016/j.actatropica.2009.12.005

in the evolutions of many skin infections disease has been described
(Kharkar et al., 2007; Yates et al., 2007). The Langerhans cells (LC)
have a very important role in these pathological evolutions (Nestle
and Nickoloff, 1995; Azadeh and Dabiri, 2004). Langerhans cells
initiate immune response by capturing and processing foreign anti-
gens and then emigrating to the regional lymphnodes, where they
present the processed antigen to naive T cells (Hunger et al., 2004).
Langerhans cells have been implicated in the maintenance of cuta-
neous homeostasis by inducing tolerance as well as stimulating
immune responses. In many skin diseases with a enhanced influx
of Tlymphocytes, the total number of LCs increases in the epidermis
and decreases after exposure to ultraviolet rays or toxic substances
(Aberer et al., 1981; Cestari et al., 1995; Steinman and Germain,
1998; Koch et al., 2006). These cells are located in epidermis and
are CD1a positive (CD1a+) by immunohistochemistry. CD1 pro-
teins comprise a family of transmembrane glycoproteins expressed
in association with [3-2-microglobulin (Martin et al., 1987; Zeng
et al., 1997), which are structurally related to antigen-presenting
molecules of the major histocompatibility complex (MHC) class I
but are encoded by a different gene locus.

The main objective of the present study was to investigate the
possible role of Langerhans cells in the pathogenesis of Jorge Lobo’s
disease in tissue samples of skin lesions using immunohistochem-
istry technique.
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Fig. 1. Jorge Lobo’s disease—Histopathological aspects shown inflammatory infiltrate of the dermis consisted of histiocytes, epithelioid cells, giant cells with parasitic
corpuscles (A) frequently associated with asteroid corpuscles. Transepidermic release of the fungus in epidermis (B). Grocott stain shown fungus structures in the dermis (C)

(A and C: x400; B: x200).
2. Materials and methods
2.1. Diagnostic procedures and histological examination

Samples of skin lesions of Jorge Lobo’s disease were obtained
by biopsy specimen of thirty-three patients from Ambulatory of
Dermatology of Federal do Para University and Santa Casa Hospi-
tal (Belem, Brazil), with age between 25 and 80 years, 24% female
and 76% male. The diagnosis was made by histopathologic aspects
and identification of the agents in the lesions. Samples were fixed
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Fig.2. Jorge Lobo’s disease—Quantitative analysis of Langerhans cells in Jorge Lobo’s
disease and normal skin (Mann-Whitney test).

in 10% neutral-buffered formalin, followed by paraffin embed-
ding, micron-thick sectioned and stained by hematoxylin and eosin
method and grocott stain.

2.2. Immunologic markers

We performed an immunohistochemistry reaction using an
anti-CD1a antibody (Serotec) and a streptavidin-biotin method.
The primary antibody is a monoclonal antibody (isotype IgG1)
produced in mouse. A mouse primary antibody is first added,
over-night at 4°C. The primary antibody is detected with a
peroxidase-conjugated secondary antibody, applied for 15 min at
room temperature. The next step is the bound peroxidase to cat-
alyze oxidation of fluorescyl-tyramide for 15min and finally a
peroxidase-conjugated anti-fluorescein for 15 min. The negative

Table 1
Jorge Lobo’s disease—Statistic analysis of the Langerhans cells in Jorge Lobo’s disease
and normal skin (Mann-Whitney test).

JLD NS
Mean +SD 0.07644 + 0.05902 0.1182+0.07141
Median 0.0639 0.0992

Variation 0-02428 0.0325-0.2474

JLD =Jorge Lobo’s disease; NS =normal skin.
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Fig. 3. Jorge Lobo’s disease—Immunonistochesmistry for Langerhans cells with anti-CD1a antibody shown positive cells in Jorge Lobo’s disease (A) and normal skin (B). The
morphology of Langerhans cells is similar to the ones in normal skin. Streptavidin-biotin method (x200).

controls were performed by omitting the primary antibody. For
quantitative analysis of the positive cells we used a grid-scale with
10 x 10 subdivisions in an area of 0.0625 mm?. Cells were evalu-
ated by determining the epidermal area fraction with positivity for
CD1a (Pagliari and Sotto, 2003). The control group was constituted
by ten biopsies from normal skin.

2.3. Statistical analysis and ethics aspects

The number of positive cells was statistically analyzed by the
Graph Pad Prism version 3.00 for Windows using a Mann-Whitney
test with the level of significance set at 95%. The project was
approved by the Ethics and Research boards of the Tropical
Medicine Center of Federal do Para University.

3. Results

The patients, 26 men and 7 women ranging in age from 25 to
80 years (mean of 59 years), were from the Amazon region, State
of Para, Brazil, and predominantly consisted of farmers or labor-
ers. The time of progression of the disease ranged from 4 to 64
years (mean time of 19.56 years). Clinically, the lesions were pre-
dominantly located on the lower limbs and face, and consisted
of keloid infiltrative nodular or vegetative-verrucous lesions, fre-
quently showing exulcerations covered with hematic crusts or
discharging a purulent secretion.

Histopathological analysis revealed a granulomatous inflamma-
tory infiltrate dispersed through the deep dermis and subcutaneous
tissue. The granulomatous infiltrate consisted of frequent xan-
thomatous histiocytes, epithelioid cells, Langhans and foreign body
type giant cells, lymphocytes and asteroid corpuscles (Fig. 1a).
Transepidermic release of fungus also was a characteristic finding
(Fig. 1b). Parasitic corpuscles surrounded by a double mem-
brane were abundant especially in the cytoplasm of giant cells
(Fig. 1c). Expansions of collagen areas were observed in all
cases.

Langerhans cells were visualized along the epidermis in all the
cases. The morphology of Langerhans cells in lobomycosis they are
presented morphologically similar to the ones in normal skin, the
same aspects is observed when we consider its number (p > 0.05)
(Table 1) (Figs. 2 and 3a, b).

4. Discussion

Jorge Lobo’s disease patients present evolutive symptoms of
various years with multiple parakeloidal lesions plaques predomi-
nantly located on the lower limbs (De Brito and Quaresma, 2007).
Some authors believe that the genesis of symptoms of Jorge Lobo’s

disease is associated with cellular immune deficiencies (Vilani-
Moreno et al., 2004a,b).

The number and morphology of Langerhans cells in PCM skin
lesions, has demonstrated probable inactivation by fungal prod-
ucts or migration to the dermis to process antigens (Pagliari and
Sotto, 2003). However, in Jorge Lobo’s disease they are presented
morphologically similar to the ones in normal skin, the same with
their number. A similar aspect was demonstrated in previous study
where the number of CD1a positive cells within the epidermis of
lepromatous leprosy was not significantly different when com-
pared with normal skin (Sieling et al., 1999). Some works have
demonstrated that dendritic skin cells, when activated, are thought
to have the function to regulate T and B responses (Nestle and
Nickoloff, 1995). Moreover, dendritic cells may be important for
the induction of immunological tolerance as well as for the regu-
lation of the type of T-cell-mediated immune response (Yates et
al., 2007). Vilani-Moreno et al. (2005) analyzing biopsy specimens
obtained from 15 patients with Jorge Lobo’s disease had shown
that the poorly organized granuloma was constituted by histiocytes
and multinucleated giant cells, and the indentified immune cells
showed CD68+ histiocytes, CD3+ T lymphocytes, CD4+ lympho-
cytes, CD8+ lymphocytes, CD57+ natural killer cells, CD79+ plasma
cells, CD20+ B lymphocytes. In addition, Xavier et al. (2008) had
shown high expression of TGF-3, an immunosuppressive cytokine,
in the skin lesions of Jorge Lobo’s disease. These findings, together
with our data, suggest a possible immunoregulatory disturbance in
the Jorge Lobo’s patients. However, more investigations are neces-
sary to elucidate the antigen presentation mechanism and the role
of the innate immune response in Jorge Lobo’s disease.
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