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Resumo

Atualmente, micoses subcutaneas, como a esporotricose (ST) e cromomicose (CM), possuem grande incidéncia na
América Latina. Seus sinais clinicos ocorrem inicialmente com a formagéo de nddulos gomosos na ST e lesGes eritematosas
e verrucosas na CM, ambas evoluindo para lesdes granulomatosas, geralmente combinadas com pseudocarcinomas,
formadas principalmente pelo sistema fagocitico-mononuclear, plasmacitos e células gigantes tipo Langerhans. Como
consequiéncia dessa resposta imune, as células inflamatorias intensificam seu metabolismo e aumenta a sintese protéica,
0 que conduz a formacao de micronucleos. Os micronucleos sdo porgdes da cromatina oriundas de mitoses aberrantes.
Este estudo tem como objetivo quantificar o nimero médio de micronucleos por célula inflamatéria nas lesdes cutaneas
de ST e CM. Foram selecionadas bidpsias de tecido epidérmico de pacientes portadores de ST (n=10) ou CM (n=10).
Realizou-se citoquimica pela coloragdo com a reagéo de Feulgen e a contracoloragdo com Fast Green. Os resultados
obtidos indicam que a freqiiéncia dos micronucleos é significativamente mais alta nas lesbes caracteristicas de ST,
quando comparada a dos casos de CM (p<0,05). Os resultados preliminares sugerem diferentes mecanismos citogenéticos
de resposta das células inflamatorias, embora os perfis histopatolégicos das lesdes sejam semelhantes.

Palavras-chave: Microntcleos — Esporotricose - Cromomicose- Feulgen, reacdo de; Esporotricose; Cromomicose.

INTRODUCAO

Atualmente, micoses subcutaneas, como
a esporotricose e cromomicose, possuem gran-
de incidéncia na América Latina (BRUMMER;
CASTANEDA: RESTREPO, 1993). Estima-
se que cerca de 90 milhdes de pessoas podem
estar acometidas por uma dessas micoses, que
sdo, irrefutavelmente, de dificil tratamento
(RESTREPO; McEWEN; CASTANEDA,
2001).

Os seus sinais clinicos ocorrem inicial-
mente com a formacdo de nddulos gomosos na

esporotricose e lesdes eritematosas e (ou)
Verrucosas na cromomicose, ambas evoluindo
para lesdes granulomatosas, geralmente combi-
nadas com pseudocarcinomas hiperplasicos, for-
madas principalmente pelo sistema fagocitico-
mononuclear, células plasmaticas de defesa e
células gigantes tipo Langhans ou Corpo estra-
nho (RUBIN; FARBER, 1999).

Diversos critérios morfoldgicos tém sido
utilizados para descrever ou nomear a
agressividade de um processo patoldgico. Den-
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tre esses critérios, incluem-se o tipo histolégico,
0 grau de polimorfismo nuclear, a presenca ou
auséncia de resposta inflamatdria, 0 nimero de
mitoses e 0 comprometimento de vasos
sanguineos e linfaticos além de alteragbes na
matriz extracelular, dentre outros (PAES, 1995).

A histoquimica apresenta-se como um
método conspicuo, que ird determinar, através
das mais diversas técnicas de marcacdo, 0s
imensuraveis componentes bioquimicos que
constituem os sistema bioldgicos (SPICER,
1987). Alguns marcadores histoquimicos séo
reconhecidos como fatores progndsticos bastante
caracteristicos, como, por exemplo, marcadores
de proliferacdo celular, tais como a ploidia do
DNA e densidade de microntcleos (CARRECA;
BALDUCCI; EXTERMANN, 2005).

Micronucleos podem ser formados a par-
tir de aberragfes cromossémicas em células de
diferentes tecidos que sofrem divisdo celular
constantemente in vivo, ou em células que sdo
submetidas a divisdes celulares in vitro. A perda
de fragmentos cromossdmicos e a formacéo de
micronucleos provavelmente variam entre as
células, dependendo das propriedades dos teci-
dos as quais pertencem. O tamanho e a forma
tanto das células quanto dos cromossomos po-
dem influenciar a probabilidade de exclusdo
desse ultimo do nucleo filho, tornando-se, en-
tdo, um nucleo do citoplasma (DIAS; OLIVEI-
RA; SANTELLI, 2005).

Os mecanismos que levam a formacao de
micronucleos sdo: a perda de fragmentos
acéntricos ou de cromossomos inteiros, a
inativacdo do cinetocoro, a formagdo de uma
ponte cromossdmica forte como consequéncia
de um entrelagamento de cromossomos, ou ain-
da a apoptose com subseqiiente fagocitose
(DIAS; OLIVEIRA; SANTELLI, 2005).

A anélise do contetdo do DNA envolve
duas areas fundamentais. A primeira permite a
avaliacdo do estado da ploidia das populacdes
celulares normais e anormais. Em contrapartida,
células em situacGes patoldgicas, freqlientemente
apresentam uma quantidade de DNA diferen-
te de 2N (aneupl6ide), refletindo a perda ou
ganho de DNA, resultante de mutagdes
cromossémicas, tanto por amplificagbes quan-
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to por delecdes (SHACKNEY; SHANKEY,
1995).

A segunda érea de analise do DNA é de-
pendente do estudo dindmico da cinética celu-
lar, através da quantificagdo das células entre os
varios estagios do ciclo celular. Esse tipo de ava-
liacdo possibilita um melhor conhecimento da
atividade proliferativa da populacéo celular es-
tudada, permitindo informacdes a respeito do
diagndstico, prognostico e monitorizagdo da
resposta da doenca a terapéutica, uma vez que
nem todas as células de defesa apresentam-se
no mesmo estagio proliferativo no ciclo celular
(DIAS; OLIVEIRA; SANTELLI, 2005).

Os dados indicam, geralmente, um prog-
nostico ruim nas patologias aneuploides, que
sdo relacionados a menor sobrevida e tempo de
recorréncia. (COHEN, 1996). No entanto, os
resultados da andlise do DNA nédo devem ser
usados como Unica base para decisdes clinicas:
devem ser usados em conjunto com parametros
clinicos e laboratoriais (HAROSKE et al., 1998).

O perfil da ploidia do DNA pode ser um
indicador til no prognostico das micoses sub-
cutaneas, e pode ser obtido através da observa-
¢do de micronucleos. Essas estruturas sdo por-
¢cOes de cromatina resultantes de mitoses
aberrantes que permanecem proximas ao nu-
cleo celular, e sua freqiiéncia tem sido utilizada
para avaliar o grau de injuria genotdxica que as
células podem sofrer (REIS et al., 2002).

A reacdo de Feulgen, proposta por Feulgen
e Rossenbeck ha mais de 80 anos, ¢é até hoje
bastante utilizada como técnica de
citohistoquimica, para evidenciar micronucleos
(CHIECO; DERENZINI, 1999). Atualmen-
te, sua aplicagcdo na microscopia eletronica
proveu uma ferramenta sem igual para investi-
gar in situ a organizacdo estrutural dos compo-
nentes celulares que contém DNA
(DERENZINI, 1995).

A intensidade de coloragdo é proporcio-
nal & concentracdo de DNA. A reacdo de Feulgen
foi amplamente estudada desde 1924 por vari-
0s autores, em sua especificidade, e, ao final dos
anos quarenta, tinha se tornado uma das rea-
¢bes quimicas mais investigadas para
quantificacdo de DNA (CHIECO; DEREN-
ZINI, 1999).



Entretanto, existem poucos estudos que
utilizam a andlise de microndcleos em tecidos
que apresentam infeccdo profunda de etiologia
fangica. Além disso, poucos estudos
histoquimicos relacionam a esporotricose e a
cromomicose, no que tange as lesdes subcuta-
neas. Essas micoses apresentam patogenias bas-
tante semelhantes, sendo necessario um estudo
histopatoldgico mais aprofundado que deter-
minara suas distingdes. Dessa forma, o presen-
te estudo utilizou-se da histoquimica, a partir
da reacdo de Feulgen para avaliar a densidade
de micronucleos em células da resposta infla-
matdria na esporotricose e cromomicose.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo dos casos

Foram selecionadas biopsias de tecido
epidérmico de pacientes de ambos 0s sexos e
idade média de 40 anos, com diagnéstico posi-
tivo para ES (n=10) ou CM (n=10), que apre-
sentavam lesBes granulomatosas, provenientes
do servico de dermatologia do Hospital das Cli-
nicas da UFPE e do Centro Integrado de Ana-
tomia Patoldgica — CIAP do Hospital Oswaldo
Cruz da UPE.

Procedimento histoldgico

Todos os fragmentos selecionados foram
fixados em formalina a 10%, submetidos & ro-
tina histolégica e incluidos em parafina. De
todos os tecidos, foram obtidos cortes (4 pm)
montados em laminas histoldgicas, coradas pela
reacdo de Feulgen (com o corante reativo de
Schiff), segundo protocolo modificado de
Chieco e Derenzini (1999), e contracoradas com
0 “Fast Green”, para verificagdo da presenca e
quantificagdo de micronucleos.

Anadlise de micronucleos e células
micronucleadas

O pardmetro morfométrico adotado foi
contagem de cinco campos/area aleatoriamente
em cada lamina, contando-se o nimero de
microndcleos em um total de 10 células por
campo/érea. Todas as analises foram realizadas
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na magnificacdo de 400x.

A avaliagdo das l1aminas foi procedida em
teste cego, no qual o observador ndo teve co-
nhecimento das micoses estudadas. Os critéri-
os utilizados para identificagdo dos micronucleos
foram previamente estabelecidos por
Countryman e Heddle (1976): 1) presenga de
material nuclear; 2) terem intensidade de luz
maior ou igual ao do nucleo; 3) terem forma
circular ou oval; 4) possuirem area menor que
1/5 do nucleo e 5) estarem completamente se-
parados do nucleo.

Analise estatistica

Os padrbes de marcacdo obtidos pela
citoquimica, entre os grupos estudados, foram
analisados estatisticamente, utilizando-se os tes-
tes t de Student (p< 0,05) através do software
PRISMA 3.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dificuldade no diagnostico de muitas
micoses subcutaneas esta relacionada a varios
fatores, tais como a ampla variedade de lesdes e
seus subtipos morfoldgicos. Outro fator impor-
tante diz respeito aos diferentes agentes
etioldgicos, uma vez que varios estudos demons-
tram que, macroscopicamente, as lesdes subcu-
tdneas sdo bastante assemelhadas, embora se-
jam oriundas de fungos diferentes.

Dessa forma, devido ao fato de que sdo
escassos 0s estudos sobre as alteracdes celulares
em micoses subcuténeas, pelos diferentes agen-
tes etioldgicos envolvidos, pareceu-nos oportu-
no investigar, a luz da reacdo de Feulgen, a den-
sidade de micronucleos presentes em células
inflamatorias em lesdes relacionadas a
esporotricose e cromomicose.

No procedimento histol6gico, foram con-
tadas 1000 células dos 20 casos obtidos para
estudo, onde foram contabilizados cerca de
2000 micronucleos. Os resultados obtidos in-
dicam uma freqiiéncia significativamente mai-
or de micronucleos em células inflamat6rias nas
lesbes subcutdneas ocasionadas pela
esporotricose, quando comparada a frequéncia
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Figura 1. A) Esporotricose subcutaneas Feulgen positi-
va, exibindo vérios micronucleos em célu-
las imunoldgicas (setas). B) Lesdo de pele
ocasionada por cromomicose, exibindo al-
gumas células inflamatdrias aneupldides
(setas) e corpo fumagoide no centro (*).
Reagdo de Feulgen. Magnificagdo 400x

apresentado nas lesdes caracteristicas da
cromomicose (Figura 1).

Os tipos predominantes de células infla-
matdrias encontradas neste estudo foram
polimorfonucleares, macréfagos e eventuais
linfocitos reativos e plasmacitos.

Os mecanismos imunoldgicos de respos-
tas aos fungos séo, principalmente, de origem
celular, e envolvem neutro6filos, macréfagos,
linfocitos e, em menor extensdo, as células NK
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1997).

Os polimorfonucleares e os macréfagos
sdo as células envolvidas com a fagocitose de
fungos (principalmente leveduriformes). Os
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neutrofilos apresentam atividade fagocitica mais
efetiva, enquanto que os macréfagos podem té-
la comprometida devido a composicdo quimica
da parede celular do fungo, que possui quitina,
laminas insolGveis de fibrila resistentes a lise
pela fagocitose ou pelo complemento, sendo
responsaveis pelo desencadeamento de lesdes
granulomatosas (CORBELLINI; ANICET,;
SCROFERNEKER, 1996).

Os neutrofilos secretam substancias que
evitam o crescimento da hifa e a invaséo da
derme, restringindo sua localizacdo as camadas
superficiais da pele (BIER et al., 1989).

A interacdo inicial entre os neutrdfilos e
os fungos ocorre por intermédio de polimeros
de manose associados a peptideos, 0s
peptidomananos, que constituem o principal
glicano da parede celular flngica, ja que esses
tém capacidade de produzir estimulacdo
antigénica no hospedeiro. Inicialmente, o
neutréfilo se liga a superficie da hifa e, posteri-
ormente, ocorre ligacdo aos componentes in-
ternos das hifas, que se tornam acessiveis apos
terem sido danificadas. O préprio peptidoma-
nanos pode servir como fator de inibi¢do da
interagdo entre neutréfilos e os microor-
ganismos, quando ele é secretado no meio
(BIER et al., 1989).

Os mecanismos bioquimicos envolvidos
na destruicdo de particulas fungicas fagocitadas
por neutrofilos compreendem processos
oxidativos e ndo-oxidativos, que se desenvolvem
nos fagolisossomas antes e apds a fusdo com gra-
nulos azurofilicos ou especificos. Esses meca-
nismos podem envolver espécies quimicas como
peroxidos, superoxidos e haletos, peptideos
catibnicos e nao-cationicos, e até um complexo
calcoprotéico (MURPHY et al., 1993).

O mecanismo de interagdo entre fungo e
macrofagos é semelhante aos dos neutrofilos.
Todavia 0s macrdfagos s6 conferem uma resposta
imune protetora apés serem ativados por
citocinas derivadas de linfocitos T, principal-
mente IFN-&. Macrofagos normais sao incapa-
zes de inibir a replicacdo dos fungos, mas,
ativados por IFN- &, sdo competentes para lisa-
los, por um mecanismo independente dos pro-
dutos do metabolismo do oxigénio
(KIRKPATRICK, 1996; ZAITZ et al., 1998).



A resisténcia adquirida a infeccfes por
fungos depende crucialmente de linfocitos T,
que promovem erradicacdo estéril dos fungos
menos patogénicos e clearence parcial e conten-
cdo, através de lesdes granulomatosas dos mais
patogénicos. A formacdo e a manutencdo dos
granulomas sdo orquestradas pelos linfocitos T,
e a coordenacao entre linfocitos T, macréfagos e
outras ceélulas é promovida pelas citocinas
(ZAITZ et al., 1998; SIDRIM; ROCHA,
2004).

Os granulomas, lesGes teciduais caracte-
risticas das micoses subcutaneas originadas por
agentes etiol6gicos de esporotricose e
cromomicose, por exemplo, restringem o cres-
cimento fangico e confinam a infecgdo, confe-
rindo protecdo por efeitos de macrofagos
ativados, que inibem o crescimento fungico, pela
encapsulacdo promovida pela fibrose e pela
necrose, que reduz a oferta de nutrientes e de
oxigénio (RUBIN; FARBER, 1999; ZAITZ et
al., 1998; LACAZ et al., 2002).

A resposta humoral especifica ndo esta
totalmente esclarecida, mas depende da pro-
ducdo de anticorpos por plasmécitos devida-
mente programados. Os fungos sdo pouco sus-
cetiveis ao ataque de anticorpos, tendo eles ape-
nas a funcdo de opsonizacdo. Os antigenos
fungicos estimulam a producgdo de anticorpos
que podem ser detectados através de provas
soroldgicas. Essas provas, capazes de identificar
e quantificar os anticorpos circulantes, tém fi-
nalidade diagnoéstica e progndstica, servindo
para o controle de cura de algumas micoses pro-
fundas (ZAITZ et al., 1998; SIDRIM; RO-
CHA, 2004).

A partir desses dados, é possivel acredi-
tar em uma maior atividade proliferativa das
células do infiltrado inflamat6rio nos casos de
esporotricose, em relagdo a cromomicose. Tal
dindmica celular se reflete no nimero médio
de micronucleos quantificados
morfometricamente nas duas entidades patold-
gicas (Gréafico 1).

Segundo dados clinicos e histologicos
(RUBIN; FARBER, 1999) ja conhecidos na li-
teratura, as lesdes histopatoldgicas subcutane-
as, relacionadas as micoses causadas pelos agen-
tes etiolGgicos de esporotricose e cromomicose

179

Micronticleos /drea
o
1

Cromomicose

Esporotricose

Lesao

Grafico 1. Niumero médio de microntcleos em células
epidérmicas com esporotricose e
cromomicose

estudados, apresentam caracteristicas
morfoldgicas bastante similares (lesdes
granulomatosas), sendo, na maioria dos casos,
necessario o isolamento do agente etiolégico para
se definir o diagnostico de esporotricose ou
cromomicose (KERR et al., 2006).

Parece que ndo existem estudos
histol6gicos com pretensdo de elucidar esse fato
peculiar e buscar, a0 mesmo tempo, novas fer-
ramentas, além dos exames micol6gicos de ro-
tina, que auxiliem o investigador a distinguir,
em amostras de pele, que tipo de micose esta
ocasionando a leséo.

Dessa forma, podemos concluir que a
técnica de Feulgen, com o corante reativo de
Schiff, demonstrou ser satisfatéria para a
evidenciacdo de micronucleos em tecido
parafinizado de epiderme. A referida técnica
possibilitou a constatacdo de um aumento es-
tatisticamente significante no nimero médio
de microndcleos em células inflamatdrias nas
lesBes subcutaneas ocasionadas pela
esporotricose, quando comparada ao ndmero
médio evidenciado nas lesOes caracteristicas da
cromomicos. E apesar de as lesdes subcutaneas
relacionadas as micoses esporotricose e
cromomicose apresentarem caracteristicas
morfolégicas semelhantes, tém perfis
histopatoldgicos bastante diversos, no que se fere
a presenca de fragmentos cromossdmicos resul-
tantes de aberragbes cromossdmicas.

R. Ci. md. biol., Salvador, v.7, n.2, p.175-181, mai./ago. 2008



180

Evaluation of the micronuclei from inflammatory cells into sporotrichosis and
chromoblastomycosis patients

Abstract

Subcutaneous mycoses as the sporotrichosis (ST) and chromoblastomycosis (CM), possess great
incidence in Latin America. Their clinical signs happen initially with the formation of nodular lesions in
ST and verrucoid or warty lesions in the CM, both developing for granulomatous microabscesses merged
with pseudoepitheliomatous hyperplasia, that consist of neutrophils, macrophage and Langhansgiants
cells. As consequence of that immune response, the inflammatory cells intensify theirmetabolism and increase
the protein synthesis, what leads the micronucleus formation. Micronuclei are chromatin fragments
proceeding aberrant mitoses. The aim of this study was to assess the frequency of micronuclei of inflammatory
cell in the cutaneous lesions of ST and CM. Biopsies of epidermal tissue of patient carriers of ST (n=10)
or CM (n=10) were selected. Cytochemistry was carried out by staining with Feulgen reaction and the
counter-stained with Fast Green. The obtained results indicate that micronuclei frequency is significantly
higher in the characteristic lesions of ST, when compared to the cases of CM (p<0.05). The preliminary
results suggest different cytogenetic mechanisms of response of the inflammatory cells, although the
histopatologic profiles of the lesions are similar.

Keywords: Micronucleus - Sporotrichosis — Chromoblastomycosi - Feulgen; Sporotrichosis;
Chromoblastomycosis..
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