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RESUMO

PILAR, E.F.S Feo-hifomicose no Rio Grande do Sul. Apresentacdo de série de

casos e comentéarios sobre o tema em nosso meio.
Feo-hifomicose refere-se a infecgcdes por fungos pigmentados escuros.
Revisamos a casuistica brasileira entre 1953 e 2010, apresentando as
caracteristicas clinico-epidemioldgicas e diagnosticas de 17 casos. Nas quais a
coloracdo de hematoxilina-eosina foi usada para visualizar alteragcdes estruturais
nas lesdes; a coloracdo da prata para identificacdo dos microrganismos; e
coloracdo de Fontana-Masson confirmou a melanina na parede fungica. Os
fungos cresceram sob aspecto de micélio e produziam pigmentos de melanina,
gue dao as colbnias cor negra caracteristica. A observacdo das caracteristicas
microscopicas dos cultivos forneceu a identificacéo etiolégica. A feo-hifomicose
esta amplamente disseminada no Brasil. Entretanto, € subestimada devido a
fixagdo das biopsias em formol, o que impede o isolamento em cultivos.

Palavras-chaves : Feo-hifomicose no Brasil. Coloragdo de Fontana-Masson.

Transplante de 6rgao solido. Exophiala. Colletotrichum.



ABSTRACT

PILAR, E.F.S. Phaeohyphomycosis in Rio Grande do Sul. Presentation of series of

cases and comments on the subject in our environment.

Phaeohyphomycosis refers to infection caused by darkly pigmented fungi. We
reviewed the Brazilian casuistic from 1953 to 2010 and presented the clinical-
epidemiologic and diagnostic features of addictional 17 cases. In the cases
hematoxilin and eosin stain was used to look for structural changes of the
infected lesion; Gomori’'s methenamine-silver stain identified these organisms;
and Fontana-Masson staining confirm the presence of melanin fungal cell wall.
The organisms formed mycelial colonies and produced melanin-like pigments
that give the colonies the characteristic dark color. The microscopic study of
cultures identified etiology. The phaeohyphomycosis is a widespread tropical
disease in Brazil. However, it is underestimated due to formalin fixation tissue
specimens that oppose the prior cultures.

Keywords: Phaeohyphomycosis. Fontana-Masson stain. Solid organ

transplantation. Exophiala. Colletotrichum.



SUMARIO

Agradecimentos \
Lista de figuras Vi
Tabela 1 VI
Resumo IX
Abstract X
1 INTRODUGAO 1
2 OBJETIVOS 3
2.1 Geral 3
2.2 Especificos 3
3 METODOS 4
3.1 Delineamento e periodo do estudo 4
3.2 Populagéo do estudo 4
3.3 Instituicdo 4
3.4 Aspectos éticos 4
3.5 Andlise e avaliacdo 5
4 RESULTADOS 6
5 DISCUSSAO 8
6 BREVE ENUMERAGCAO DA CASUISTICA BRASILEIRA 11
7 CONCLUSOES 13
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 15
9 ANEXOS 21
9.1 Anexo | - Declaracéo referente a aspectos de Etica 21
9.2 Anexo Il - Instrumento para colheita de dados 22
9.3 Anexo lll - Casos provenientes de cada estado brasileiro 23
9.4 Anexo IV - Local das lesBes da casuistica brasileira: 1953 — 2010 24
9.5 Anexo V - Identificag&o por cultivos da feo-hifomicose no Brasil: 1953-2010 25
9.6 Anexo VI - Artigo. Feo-hifomicose: estudo clinico-epidemiologico e 27

diagnostico de dezessete casos. Submetido a Rev Soc Bras Med Trop



1 INTRODUCAO

O termo feo-hifomicose foi introduzido por Ajello e cols.® para designar
infeccbes por fungos filamentosos deméaceos® **. Estes microrganismos s&o

saprébios do solo®’ °°

, sendo encontrados em madeira e em plantas em
decomposicdo'®. Frequentemente, encontram-se como contaminantes de
laboratério®. Engloba grupo importante de infeccdes em humanos acometendo
ambos pacientes, imunocompetentes e imunocomprometidos® >* °®. Apresenta-
se clinicamente heterogénea®, com manifestacdes superficiais, cutaneas,
subcutaneas e sistémicas®.

Microscopicamente, seus agentes etioldgicos apresentam-se como
elementos leveduriformes, pseudo-hifas e hifas septadas ramificadas (curtas ou
longas; regulares ou retorcidas), ou uma combinacdo destes, de coloracéo
acastanhada® ®’. Os principais géneros envolvidos incluem Alternaria, Bipolaris,
Cladophialophora,  Cladosporium  Curvularia,  Exophiala, = Exserohilum,
Phaeoacremonium, Phialophora e Wangiella’. A feo-hifomicose contrasta com
outras infecgcdes por fungos demaceos, que incluem a cromoblastomicose e
micetoma de grdo negro? *%®2.

O diagnéstico  laboratorial  fundamenta-se  primeiramente, nas
caracteristicas morfoldégicas dos agentes a microscopia (exame direto e
histopatologia), e complementa-se necessariamente com cultivos que evidencia,

pelo isolamento, o fungo no espécime®’ *° 2. A identificacdo histopatoldgica é

composta pelas técnicas histoquimicas de hematoxilina-eosina - para
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avaliacdo da reacdo tecidual®* 2, e coloracdo pela prata - (til no estudo da

31 62

micromorfologia fangica , bem como pela técnica especial de Fontana-

29 31 32 69

Masson, a qual detecta a melanina presente na parede celular dos

fungos demaceos® °°.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Definir os dados demograficos, as doencas de base e os fatores
associados aos episadios de feo-hifomicose diagnosticados no Laboratério de

Mciologia, Santa Casa — Complexo Hospitalar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar os métodos para o diagndsticos da feo-hifomicose;

- Enumerar os agentes etiologicos da feo-hifomicose no Rio Grande do
Sul;

- Comentar brevemente casos de feo-hifomicose da literatura brasileira.



3 METODOS

3.1 Delineamento e periodo do estudo

Estudo de coorte, observacional e retrospectivo de 1995 a 2010.

3.2 Populacéo do estudo
Na populacdo do estudo foram incluidos todos os casos consecutivos de
feo-hifomicose diagnosticados no Laboratério de Micologia, Santa Casa-

Complexo Hospitalar no periodo de 1995 a 2010.

3.3 Instituicdo

E um complexo hospitalar de atendimento terciario composto por 7
hospitais, que ao todo somam mais de 1.216 leitos, 129 dos quais sao de terapia
intensiva. Ocorrem na Instituicdo 47.958 internacbes e 670.181 consultas
ambulatoriais por ano. E uma Instituicio com 206 anos de existéncia, servindo
como hospital-escola a Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre e Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Cerca de 60% dos leitos
do hospital sdo destinados a pacientes do Sistema Unico de Saude, e 40 % a

pacientes particulares ou conveniados.

3.4 Aspectos éticos

O estudo foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa
do Complexo Hospitalar Santa Casa, sendo aprovado pelo mesmo (protocolo n°
3098/09 e parecer n° 383/09). Sera garantido o anonimato dos pacientes
incluidos na pesquisa. No ANEXO | consta declaracéo referente aos aspectos

éticos, enviados ao Comité.



3.5 Andlise e avaliacédo

Dados epidemioldgicos, clinicos e de diagnostico de 17 casos de feo-
hifomicose do Laboratoério de Micologia, Santa Casa/Complexo Hospitalar, Porto
Alegre-RS foram retrospectivamente revisados. Os registros médicos de todos
0s pacientes foram analisados quanto a: sexo, idade, doencas predisponentes,
condicbes associadas, sitios envolvidos e tempo entre o aparecimento da
doenca e diagnostico micolégico (Anexo II).

Diagnostico laboratorial. A identificacdo foi realizada por meio de
técnicas laboratoriais padronizadas® 3337 %8,

Exame direto : montagem e clarificacdo em solucdo de hidroxido de
potassio a 10%.

Histopatologia : fragmentos de tecido retirados cirurgicamente foram
submetidos a processamento histolégico e inclusos em blocos de parafina. A
sequir, os cortes foram corados por meio das técnicas histoquimicas basicas de
hematoxilina e eosina e coloracdo pela prata, e especial de Fontana-MAsson.

Cultivos : (a) avaliagdo macroscopica: colénias que variam de
leveduriformes a aveludadas (dependendo da espécie), de marrom-oliva a
negras em cultivos incubados a 25C (dentro de 2 a 4 semanas) em Agar
Sabouraud, com e sem antibiotico e Mycosel; (b) morfologia microscépica:
repiqgues sem contaminacdo submetidos a cultivos em laminas em meio agar-
batata. A identificacdo do género e espécie baseia-se na morfologia do aparelho

conidiano.



4 RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes

Predominou o sexo masculino (11/17, 65%), a idade variou de 16-74 anos
(mediana de 50), todos da raca branca, o tempo de lesdo prévia ao diagnostico
em 12 pacientes que a variou de 15 dias a 15 anos (mediana de 34 meses). A
sindrome mais frequente foi a subcutanea (59%) e predominou o transplante de
orgéao solido (6/17, 35%) como condi¢cao predisponente/associada.

Macroscopia das lesdes. As lesGes estavam presentes em membros
inferiores em 62% (10/17) dos casos. Na lesao cerebral (Caso 10) pode ser
observado aspecto escuro do assoalho do 4° ventriculo, devido a melanina da
parede fungica.

Histopatologia. Inflamacdo granulomatosa com ou sem abscesso foi
observada em 10 casos. Em todos visualizou-se infiltrado inflamatério
constituido por linfocitos, eosindfilos e neutrofilos; em 7 observaram-se células
epitelidides e histiécitos multinucleados tipo Langerhans. Areas centrais de
necrose e marginais de fibrose estavam presentes em 6 casos. Trés
apresentaram acantose irregular e paraceratose. Um pacientes foi diagnosticado
inicialmente com neoplasia mesenquimal. Estruturas pigmentadas esféricas e
filamentosas foram detectadas nas areas inflamatorias. Em um caso o0s
elementos fangicos foram hialinos (Caso 12). A microscopia, os fungos estavam
dispostos ora no interior das células gigantes (fagocitados), ora dispersos, ou

ainda em locais isolados. Quando corados por
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coloracao pela prata, as estruturas fungicas estavam bem delineadas. Em todos
0s casos demonstrou-se numerosos elementos polimorficos, desde estruturas
leveduriformes (dilatadas ou de contornos irregulares e algumas com
brotamento), pseudo-hifas a hifas septadas, ramificadas ou néo, curtas ou
longas, regulares ou retorcidas. Em todos os pacienetes houve reacdo positiva
para melanina pela coloracédo de Fontana-Masson.

Cultivo. O isolamento em cultivo foi realizado em 10 (62 %) casos e em
sete ndo houve isolamento fungico. Os agentes etioldgicos foram 4 Exophiala
jeanselmei, 2 Alternaria sp., 2 Cladophialophora sp., 1 Curvularia sp. e 1

Colletotrichum gloeosporiodes.



5 DISCUSSAO

A feo-hifomicose € uma entidade histopatolégico distinta, de etiologia
multipla?, prontamente distinguivel de outras infeccdes por fungos negros como
a cromoblastomicose e os micetomas de gréo negro® *°. A primeira, usualmente
encontrada em areas tropicais, causada por um pequeno grupo de fungos, os
guais assumem nos tecidos a forma de corpos escleréticos ou muriformes; nos
micetomas, os fungos formam microcol6nias, constituidas por hifas e elementos
leveduriformes demaceos, responsaveis pela caracteristica de gréo®**2.

As micoses abrigadas sob esta designacao tém distribuicdo cosmopolita®’

67 10 30
. )

Aponta-se maior prevaléncia nas regibes tropicais e subtropicais
apresentando variabilidade em funcdo do maior ou menor conhecimento
micoldgico, facilidade para o diagnéstico laboratorial e interesse na divulgacao
dos achados clinicos®”. Embora, existam agentes causadores que s&o
geograficamente restritos como Ramichloridium mackenzei*’, todas as espécies
isoladas neste estudo apresentaram distribuicdo mundial.

A andlise epidemioldgica da nossa casuistica revelou predominancia do
sexo masculino e da raga branca, embora a literatura afirme que séo igualmente
susceptiveis & infeccéo individuos de ambos os sexos e de todas as racas®’ ©’.
Tem-se observada em todas as idades’, com maior incidéncia no grupo 30-50
anos>’. Ha relatos em pacientes jovens’ (sete dos 17 casos tinham idade inferior
a 30 anos). Muitos casos procedem de zonas rurais, especialmente aqueles com

antecedentes traumaticos e que apresentam a forma subcutédnea causada por

Exophiala jeanselmei e Wangiella dermatitidis*?.
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A existéncia de fatores predisponentes — diabetes, infeccéo prévia, uso de
drogas injetaveis e imunossupressao terapéutica, em especial corticosteroides -
foram constatados nos casos ora apresentados. Ha relatos em transplantados™*
2021263233404930596364 ¢ g corresponde a 35% da nossa casuistica.

A apresentacdo subcutanea - que corresponde a metade dos 17 casos
analisados - tem origem na inoculacdo do fungo por ocasido traumatica em
areas do corpo expostas’ ¥, sendo as extremidades inferiores as mais
acometidas. A sistémica, como a sinusite alérgica origina-se por via inalatoria®.
Na cerebral, detectada em sua maioria em imunocompetentes®® #° ¢1 ¢ %8 sygere
disseminacdo hematogénica a partir de um foco pulmonar subclinico®.
Cladophialophora bantiana é a espécie causadora em mais da metade destes
casos>>®. Um de nossos pacientes com acometimento cerebral por esta espécie
demonstrou como porta de entrada a rota intravenosa. Ja a pneumonia €
usualmente encontrada no hospedeiro imunocomprometido®*. O intervalo entre o
aparecimento da doenca e o diagnéstico é grande, variando de poucos dias até
véarios anos®’. N&o ha correlacdo entre carga fangica, duracdo e tamanho das
lesdes.

A feo-hifomicose é diagnosticada laboratorialmente. Clinicamente pode
ser suspeitada®’ ™. Os agentes apresentam-se dispersos ou em aglomerados.
Estruturas pigmentadas, agregados de macrofagos, de células gigantes e de

infiltrado inflamatorio supurativo s&o apresentados pela coloracdo de

hematoxilina e eosina. Na coloracdo pela prata, todos fungos séo intensamente
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corados. Apresentam-se elementos leveduriformes, bem como filamentos de
morfologia irregular e de tamanho variavel, podendo ser ramificados ou néo.
Estas caracteristicas contrastam com as espécies de Aspergillus®® *° >" —
importantes agentes de infecgcdo pulmonar e nos seios paranasais. Nestes
casos, a coloracdo de Fontana-Masson confirma os elementos fungicos
demaceos, diferenciando-os dos hialinos. O aspecto parasitario dos seus
agentes é idéntico, qualquer que seja o microrganismo®’. Portanto, ndo s&o
diferenciados somente com bases na micromorfologia**, consequentemente é
obrigatorio isolamento em cultivos e a subsquente identificacdo do género e
espécie. Pelo fato de serem contaminantes comuns de laboratério®, eles sdo
frequentemente descartados sendo considerados, muitas vezes, como nao

patogénicos. O cenario clinico devera sempre ser analisado frente as decisdes

terapéuticas.



6 BREVE ENUMERACAO DA CASUISTICA BRASILEIRA

No periodo de 1953 - 2010, 80 casos registrou-se no Brasil*® 78911121314

16 17 18 19 20 21 22 24 25 26 27 28 30 32 35 37 38 39 40 43 46 47 48 49 50 51 52 53 59 60 62 63 64 65 67

(Anexos IlI-V). Agora, nés adicionamos 13 casos a casuistica brasileira, ja que

quatro haviam sido publicados previamente®?®°,

N&do houve diferenca nas caracteristicas epidemiologicas observadas
entre a casuistica brasileira e a nossa série. As zonas interioranas apresentaram
a maior frequéncia® 8 12 1319 2230 3538 5359 64 14 relatos em todas as regides
geogréficas.

Estes achados caracterizam a feo-hifomicose como uma doenca tropical
amplamente disseminada, que raramente é reportada devido as dificuldades na
identificacdo dos seus agentes etiolégicos por meio de cultivos e de cortes de
tecidos.

Dezoito (22%) casos apresentaram inoculacdo do fungo por ocasiao

traumatica® 7 8 13 21 30 48 53 62 63 65 70 Tyinta e oito (47%) pacientes foram

imunocomprometidos® 14 20 21 26 30 32 38 40 47 49 50 59 63 64 65 ' Trangplante foi o fator

predisponente mais frequente, incluindo renal (27 casos)'* 20 2! 26 40 41 474950 59

32 64

medula 0ssea (2 casos) e cardiaco (1 caso)®. A subcutanea apresentou-se

com maior freqUénCia (62 _ 77%)4 789111314 19202125 2627 30 32 37 40 45 49 50 53 59 36 39

46 47 48 49 50 53 59 60 62 63 67 7%)22 24 28 3538 39 43 52 64 65

, seguidos da sistémica (10 - 1
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Revelou maior nimero de casos sistémicos a infeccdo no SNC (8)?22° 2835394352

%, Os sijtios de infeccdo mais observados foram os membros inferiores®® 791316

18 19 20 21 24 30 32 37 40 47b 48 49 50 60 62 63 39 46 47 57 59 60 62 63 é6 916 18 19 20 21 30 37 40

, sendo p

47486263 o narng? 7 1314262730495063 55 majs acometidos (Anexo V).

Cultivos foram realizados em 75% (60) dos casos®®’89111213141617181920

21 22 24 26 28 32 35 37 39 40 43 46 47 48 49 50 51 59 60 62 63 64 65 67 64. As eSpéCieS de Exophiala

7 11 20 27 35 37 47 48 59 62 63

foram as mais frequentes (14) , seguido de

Cladophialophora bantiana (5)%2 25 28 39 43 49 65

(Tabela 5). Um paciente foi
infectado por duas espécies distintas?’. Em 4 casos houve identificacdo de
fungos demaceos sem estabelecimento do género e espécie*’. Quatro pacientes
apresentaram cultivos negativos®’. Tabela 5 mostra os 56 (70%) casos com a

identificacdo por cultivos. Em 30% (20)* 7 243052535562

o diagnostico estabeleceu-
se somente com bases na morfologia a histopatologia. Este percentual alto é
reflexo da imersdo dos espécimes clinicos em formalina 10%, o que torna o
agente fungico inviavel impossibilitando o seu isolamento em cultivos. As

caracteristicas clinicas e de diagnostico da nossa casuistica estdo concordantes

com os dados da literatura ora apresentados.



7 CONCLUSOES

- No Laboratério de Micologia, Santa Casa-Complexo Hospitalar no
periodo de 1995 a 2010 foram diagnosticados 17 casos de feo-hifomicose. A
micose predominou em homens, adultos, da cor branca, transplantados de
orgao solido e o diagnostico foi tardio (mediana de 34 meses). Dez pacientes
foram considerados imunocomprometidos com os seguintes fatores de risco
identificaveis, que incluem transplantes, uso de corticosteroides, terapia

antifingica para paracoccidioidomicose e uso de drogas injetaveis.

- Quinze casos apresentaram exame direto positivo, com visualizagdo de
uma combinacdo morfolégica de elementos fungicos de cor escura; a
identificacao histopatoldgica foi realizada em dez pacientes; o exame com cultivo
foi realizado em doze casos; em um houve identificagdo pela reacdo em cadeia
da polimerase; nos cinco casos restantes, o espécime clinico estava todo em
formol. Nestes o diagnéstico foi estabelecido somente de acordo com o0s

achados micromorfolégicos da histopatologia.

- Os agentes etiolégicos no Rio Grande do Sul: presente casuistica - 4
Exophiala jeanselmei, 2 Alternaria, 2 Cladophialophora, 1 Curvularia e 1
Colletotrichum gloeosporiodes; casos publicados por outros micologistas: 2
Curvularia lunata, E. jeanselmei, Phaeoacremonium (aleophilum) alvesii, P.

rubrigenum.
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- Sao conhecidos no Brasil aproximadamente uma centena de casos de
feo-hifomicose, distribuidos por todas regibes geograficas, podendo ser
considerada uma doenca tropical. Praticamente a metade do pacientes eram
imunodeprimidos, especialmente transplantado de 6rgéo solido. Apresentacdo
mais incidente foi a subcutanea (E. jeanselmei), seguido de sistémica (C.

bantiana) com neurotropismo.
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9 ANEXOS

9. 1 Anexo 1 - Declaracgio referente a aspectos de Etica Médica

O presente estudo é exclusivamente epidemiolégico, ndo envolvendo a
realizacdo de qualquer intervencdo terapéutica. Todas as informagdes clinico-
epidemioldgicas necessérias para o estudo serdo obtidas através de revisdo de
prontuarios, ndo havendo qualquer contato direto entre investigadores e

pacientes. A pesquisa tem interesse puramente cientifico.

As informacdes referentes aos pacientes serdo mantidas em completo
sigilo; os autores firmam compromisso com a confidencialidade, garantindo o

sigilo quanto a identificacdo dos pacientes incluidos no estudo.

O projeto foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa-
Complexo Hospitalar e foi aprovado. Certificamos que o estudo observara todos

0s padrdes éticos estabelecidos pela Instituicdo.

EMILY FERREIRA SALLES PILAR
Bidloga
Laboratorio de Patologia da Santa Casa-Complexo Hospitalar
Curso de P6s-Graduacao em Ciéncias Pneumoldgicas da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul

PROF. DR. LUIZ CARLOS SEVERO
Micologista e Pneumologista, Doutor em Medicina
Professor Associado (nivel 2), Pesquisador 1 B CNPq. Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.



9.2 Anexo Il - Instrumento para colheita de dados

DADOS DE IDENTIFICACAO

Nome:

Idade: Sexo: M( ) F() Cor:

DADOS INSTITUCIONAIS

Hospital:

N° casuistica: N° prontuario:

MANIFESTACOES CLINICAS

Motivo internagéo:

Doenca predisponente:

Sindrome clinica:

Sitios envolvidos:

Local das lesdes:

Traumatismos associados:

Tempo entre o aparecimento da doenca e diagndstico:

CONDICOES PREDISPONENTES

Transplantes () Sim ( )Nao ( )N&o informado
Uso de corticosterodides () Sim ( )Nao ( )N&o informado
Terapia antifungica () Sim ( )Nao ( )N&o informado
Uso de drogas injetaveis () Sim ( )Nao ( )N&o informado

TERAPIA ANTIMICROBIANA

Fluconazol
Anfotericina B
Itraconazol
Voriconazol
Outros:

o

o

R RCR%)
o

M M M

~ N~
—
3333
~~N A~
zZzz=z
o

MICOLOGIA

Espécime clinico

Exame direto () Positivo ( ) Negativo
Cultivo () Positivo () Negativo

Evolucéo :

Tratamento :

( )N&o informado
( )N&o informado
( )N&o informado
( )N&o informado

22

Ha quanto tempo:
Ha quanto tempo:
Ha quanto tempo:
Ha quanto tempo:



Estados da federacgéo
Alagoas

Bahia

Ceara

Goias

Manaus

Minas Gerais

Para

Paraiba

Pernambuco

Piaui

Rio de Janeiro

Rio Grande do Norte
Rio Grande do Sul
Séo Paulo

Sem indicacdo de estado
Total

Ref:referéncia.
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9.3 Anexo Ill - Casos provenientes de cada estado Brasileiro.

Numero de casos [Ref.]
1 [50]
3[8 13 28]
1[32]
2[34 63]
1 [48]
4[7]
31[4]
1[16]
1[11]

3 [30]
3 [6 18 26]
8 [53]

10[9 21 24 37 39 62 65]
30[12 1417 19 20 40 47 49 51 59 64]
8[22 25 27 43 46 52 60 67]
80



9.4 Anexo IV - Local das lesdes da casuistica brasileira: 1953 — 2010

Local das lesbes Numero de casos/[Ref].
SNC 6 [22 25 28 39 43 52 65]
Couro cabeludo 1 [51]

Pavilh&o auricular 18]

Face 46 11 12 35]
Linfonodo axilar e cervical 1 [64]

Antebraco 417 46 53 59]
Cotovelo 3[7 59 60]

Braco 8146 24 47 60]

Dedos da méo 1 [30]

Mao 8 1[4 24 26 47 53 59 67]
Unhas da mao e pé 2 [16 17]

Tronco 2 [6 35]

Peritdnio 1 [50]

Nadegas 2 [6 35]

Coxa 1 [50]

Joelho 5 [53 60]

Perna 17 [4 6 7 13 14 27 29 47 50 63]
Tornozelo 3 [7 47 53]

Calcaneo 1[47]

Pé 17 [9 19 20 21 24 30 32 40 47 50 62 63]
Ungueal 2 [18]

Interdigitos do pé 2 [16 18]

SNC: Sistema Nervoso Central.
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9.5 Anexo V - ldentificacdo por cultivos da feo-hifomicose no Brasil: 1953-2010.
Microrganismo

. Ref. N°de casos Sindrome clinica
isolado

Alternaria alternata [47] 1 Subcutanea
Alternaria sp [12] 1 Cutanea
Bipolaris hawaiiensis [19] 1 Subcutanea
Cladophialophora [22 28 39 43 65] 5 Sistémica (4)/ Subcutanea (1)
bantiana®

C. carrionii [47 1 Subcutanea
Cladosporium [24] 1 Cutanea
cladosporioides

C. elatum [13] 1 Subcutanea
Cladophialophora sp [26 47] 2 Subcutanea
Chaetomium [17 64] 2 Cutaneo/Sistémica
globosum

Chaetomium [17] 1 Cutanea
perpulchrum

Cochlioloblus [47] 1 Subcutanea
australiensis

Colletotrichum [14] 1 Subcutanea
crassipes

C. gloeosporioides [47 1 Subcutanea
Curvularia lunata [39, 40a] 2 Sistémical/cutanea
Cyphellophora [8] 1 Subcutanea
pluriseptata

Exophiala [20] 1 Subcutanea

dermatitidis

#:Sindnimos- Cladosporium bantianum, Cladosporium trichoides, Xilohypha bantiana, P P, alvesii,
Identificagcdo por amplificacdo e sequenciamento de DNA.



9.5 Anexo V — continuacao...

Microrganismo
isolado

E. jeanselmei

E. spinifera

Exophiala sp
Fonsecaea pedrosoi
Fungos demaceos
Mycelia sterilia
Phaeoacremonium spp”

Phaeoacremonium

inflatipes
P. parasiticum

Phialemonium curvatum

Phialophora bubakii
P. parasitica
P. richardsiae

Phoma cava

Scedosporium
apoispermum

Scytalidium lignicola
Taeniolella boppii

Veronea bothryosa

Ref.
[7 27 48 59 62 63]
[11 35]
[47]
[6 47]
[47]
[46]
[32a]

[47]

[40]
[32]
[50]
[51 60]
[47]
[67]

[47]

(18]
E)

[21]

N°de casos

2

Sindrome clinica

Subcutanea

Disseminada

Subcutanea

Disseminada\ Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutanea

Cutanea/Subcuténea

Subcutanea

Subcutanea

Subcutaneo

Cutanea

Subcutanea

Subcutanea

26

#:Sindnimos- Cladosporium bantianum, Cladosporium trichoides, Xilohypha bantiana, P: P, alvesii,

Identificagcdo por amplificacdo e sequenciamento de DNA.
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Phaeohyphomycosis: a clinical-epidemiologic and diagnostic study of seventeen
cases
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RESUMO

Introducéo : O termo “guarda-chuva” feo-hifomicose cobre grupo heterogéneo
de micoses causadas por grande variedade de géneros flngicos pigmentados
escuros. Objetivos: Apresentar 17 casos de feo-hifomicose, revisando a
literatura do Rio Grande do Sul. Material e Métodos: Revisamos 0s prontuérios
de todos os pacientes internados com o diagnéstico de feo-hifomicose no
periodo de 1995 a 2010. Todos os casos tiveram a presenca de melanina na
parede fungica confirmada pela coloracdo de Fontana-Masson nos cortes
teciduais. Resultados: Dezessete casos foram admitidos entre 1995 e 2010.
Onze dos 17 pacientes (42%) eram do sexo masculino. A idade média dos
pacientes era 50 anos (mediana, 16-74 anos). Dez (59%) pacientes
apresentavam lesbes subcutadneas. Seis (35%) pacientes tinham recebido um
transplante de orgdo solido. Um total de 10 fungos foram isolados de 17
pacientes do caso. Os agentes etioldgicos foram 4 Exophiala jeanselmei, 2
Alternaria sp., 2 Cladophialophora sp., 1 Curvularia sp., 1 Colletotrichum
gloeosporiodes, sete foram sem cultivo. E relatado o primeiro caso de feo-
hifomicose subcutanea por C. gloeosporiodes em paciente transplantado de
pulm&o. Conclusdo: O numero de casos de feo-hifomicose tem aumentado na
tltima década. A principal razdo para o aumento do nimero de casos desta
doenca pode ser a imunodeficiéncia iatrogénica. A presenca de melanina na
parede celular flngica, evidenciada pela coloracdo de Fontana-Masson, e
caracteristica comum entre os agentes etiolégicos e € um fator de viruléncia
conhecido como um papel importante na patogénese da micose.
Palavras-chaves : Feo-hifomicose. Coloracdo de Fontana-Masson. Transplante

de orgéo solido. Exophiala. Colletotrichum.



29
ABSTRACT
Introduction: The “umbrella” term phaeohyphomycosis covers a heterogeneous
group of mycosis caused by a large number of darkly pigmented genera of fungi.
Objective: To present 17 cases of phaeohyphomycosis, reviewing the literature
in Rio Grande do Sul. Materials and Methods: We revised the files of all the
patients admitted with the diagnosis of phaeohyphomycosis in the period from
1995 to 2010. In all cases the presence of melanin in the fungal cell walls was
documented with Fontana-Masson stained tissue section. Results: Seventeen
cases were admitted between 1995 and 2010. Eleven of the 17 patients (42%)
were males. The mean age of patients was 50 years (range, 16 — 74 years). Ten
(59%) patients presented with subcutaneous lesions. Six (35%) patients had
received a solid organ transplant. A total of 10 fungi were isolated from the 17
case patients. Causative organisms were 4 of Exophiala jeanselmei, 2 of
Alternaria sp., 2 of Cladophialophora sp., 1 of Curvularia sp., 1 Colletotrichum
gloeosporiodes, and seven was without culture. To our knowledge, the first case
of subcutaneous phaeohyphomycosis due to C. gloeosporiodes in a lung
transplant patients is presented. Conclusion: The number of case reports of
phaeohyphomycosis have been increasing in the past decade. The main reason
for the increase in the number of cases of the disease may be iatrogenic
immunodeficiency. The presence of melanin in the fungal cell walls, showed by
Fontana-Masson stain, makes them distinctly different from all the other fungi
and is a known virulence factor with a important role in the pathogenesis of the
MycCosis.
Key-words:  Phaeohyphomycosis. Fontana-Masson stain. Solid organ

transplantation. Exophiala. Colletotrichum
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O termo feo-hifomicose (Do gr. phaios, significando escuro, pardo) foi
introduzido por Ajello cols' em 1974 para designar infecces por fungos
filamentosos demaceos ou pigmentados que contem melanina em suas paredes.
Estes microrganismos sdo sapréobios do solo, sendo encontrados em madeira e
em plantas em decomposicao. As apresentacdes superficial, cutdnea e corneana
da micose sdo mais comuns e cursam em individuos higidos; as denominacoes
tinha negra, piedra negra e ceratite micoticas, por serem amplamente utilizadas,
ndo devem ser substituidas por feo-hifomicose?. Nos pacientes imunodeprimidos
ocorrem as feo-hifomicoses subcutanea e sistémica, infeccbes consideradas
raras, mas que estdo sendo reconhecidas com frequéncia®.

Microscopicamente, seus agentes etioldgicos apresentam-se como
elementos leveduriformes, pseudo-hifas e hifas septadas, ramificadas (curtas ou
longas; regulares ou retorcidas), ou uma combinacdo destes achados, de
coloracdo acastanhada®. Os principais géneros envolvidos incluem Alternaria,
Bipolaris, Cladophialophora, Cladosporium, Curvularia, Exophiala, Exserohilum,
Phaeoacremonium, Phialophora e Wangiella®®. A feo-hifomicose contrasta com
outras duas micoses subcutdaneas por fungos deméceos; o diagndstico
diferencial é pela apresentacdo tecidual dos elementos fungicos:
cromoblastomicose - células muriformes; micetoma - gréos negros?.

O diagnéstico  laboratorial  fundamenta-se  primeiramente, nas
caracteristicas morfoldégicas dos agentes a microscopia (exame direto e

histopatologia), e complementa-se necessariamente com cultivos, para a
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identificacdo do género e espécie do agente etioldgico’. A raridade desta micose
justifica arrolar as caracteristicas clinico-epidemiolégicas e diagndsticas visando

0 pronto reconhecimento e a terapéutica precoce.



MATERIAL E METODOS

Dados epidemioldgicos, clinicos e de diagnostico de 17 casos de feo-
hifomicose diagnosticados entre 1995 e 2010 no Laboratorio de Micologia, Santa
Casa-Complexo Hospitalar, Porto Alegre-RS foram retrospectivamente
revisados. Os registros medicos de todos os pacientes foram analisados quanto
a: sexo, idade, raca, doencas predisponentes, sitios envolvidos e tempo entre o
aparecimento da doenca e diagnéstico. O trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa, Santa Casa-Complexo Hospitalar, Porto Alegre, protocolo
3098/89 e parecer 383/09.

Diagnostico laboratorial. Exame direto (ED). Montagem e clarificagédo

em solucdo de hidréxido de potassio (KOH) a 10%. Histopatologia. A

identificacdo histopatolégica é composta pelas técnicas histoquimicas de
hematoxilina-eosina (HE) - para avaliacdo da reacé&o tecidual, e coloracao pela
prata (GMS) - util no estudo da micromorfologia fungica, bem como pela técnica
especial de Fontana-Masson (FM), a qual detecta a melanina presente na
parede celular dos fungos ®°. Fragmentos de tecido retirados cirurgicamente
foram submetidos a processamento histolégico e inclusos em blocos de
parafina. A seguir, os cortes foram corados por meio das técnicas histoquimicas
basicas de HE e GMS, e especial de FM. Cultivo. Avaliagdo macroscopica:
coldnias que variam de leveduriformes a aveludadas (dependendo da espécie),
de marrom-oliva a negras em cultivos incubados a 25T (dentro de 2 a 4

semanas) em Agar Sabouraud, com e sem antibiético e Mycosel (BBL).
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Morfologia microscopica: repigues sem contaminacado submetidos a cultivos em
laminas em meio Agar batata. A identificacdo do género e espécie baseia-se na

morfologia do aparelho conidiano.



RESULTADOS

Caracteristicas dos pacientes

Predominou o sexo masculino (11/17), a idade variou de 16-74 anos
(mediana de 50), todos da raca branca, o tempo de lesdo prévia ao diagnostico
em 12 pacientes que a variou de 15 dias a 15 anos (mediana de 34 meses). A
sindrome mais frequente foi a subcutanea (59%) e predominou o transplante de
orgao solido (6/17, 35%) como condicdo predisponente/associada (Tabela 1).

Macroscopia das lesdes. As lesGes estavam presentes em membros
inferiores em 62% (10) dos casos (Figura 1A). Na lesdo cerebral (Caso 10)
pode ser observado aspecto escuro do assoalho do 4° ventriculo, devido a
melanina da parede fungica (Figura 2A).

Histopatologia. Inflamacdo granulomatosa com ou sem abscesso foi
observada em 10 casos. Em todos visualizou-se infiltrado inflamatdrio
constituido por linfocitos, eosindfilos e neutrofilos; em 7 observaram-se células
epitelidides e histiécitos multinucleados tipo Langerhans. Areas centrais de
necrose e marginais de fibrose estavam presentes em 6 casos. Trés
apresentaram acantose irregular e paraceratose. Um pacientes foi diagnosticado
inicialmente com neoplasia mesenquimal. Estruturas pigmentadas esféricas
(Figura 1B e 3A) e filamentosas (Figura 2B e 3B ) foram detectadas nas areas
inflamatérias. Em um caso os elementos fungicos foram hialinos (Caso 12). A
microscopia, os fungos estavam dispostos ora no interior das células gigantes
(fagocitados), ora dispersos, ou ainda em locais isolados. Quando corados por

GMS, as estruturas fungicas estavam bem delineadas. Em todos os casos
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demonstrou-se numerosos elementos polimorficos, desde estruturas
leveduriformes (dilatadas ou de contornos irregulares e algumas com
brotamento), pseudo-hifas a hifas septadas, ramificadas ou n&do, curtas ou
longas, regulares ou retorcidas (Figura 4A). Em todos os pacientes houve
reacao positiva para melanina pela coloragédo de FM (Figura 4B ).

Cultivo. O isolamento em cultivo foi realizado em 10 (59%) casos e em 7
ndo houve isolamento flngico (Tabela 1). Os agentes etioldégicos foram 4
Exophiala jeanselmei, 2 Alternaria sp., 2 Cladophialophora sp., 1 Curvularia sp. e
1 Colletotrichum gloeosporiodes.

Caso 12: feo-hifomicose subcutanea em transplantado de pulméo
por C. gloeosporiodes . Historia. Paciente masculino, branco, 53 anos, no 6°
ano apos transplante de pulmédo esquerdo, devido a enfisema secundario a
doenca ocupacional, apresentou Ulcera com 1,5 cm de diametro, fundo
necrotico, proximo ao maleolo esquerdo, tratamento tdpico por 5 meses sem
cicatriazacdo. Estava usando azotioprina, prednisona e ciclosporina. Histéria de
hipertensdo sistémica e arritmia cardiaca. Apresentava tosse e expectoracdo
produtiva, febre (38%40C). O estudo tomografico p ulmonar ndo evidenciou
alteracbOes relevantes, além de minimo infiltrado no pulméo transplantado.
Exame de escarro, pesquisa de BAAR, micologico e trés hemocultivos foram
negativos.

Histopatologia e microbiologia. Retirado cirurgicamente cisto papliteo com

cavidades de paredes nao epitelizadas com fibrose. Orla de tecido de
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granulagcdo com infeccdo crbnica e aguda, presenca de corpo estranho.
Pesquisa de BAAR negativa. A microscopia do material de biopsia mostrou hifas
hialinas (H&E), septadas e ramificadas com extremidades alargadas e presenca
de melanina na parede fangica (Fontana-Masson). Col6nia de cor escura
cresceu em Agar Sabouraud a 25C. O diagndstico et ioldgico sé foi possivel por
biologia molecular, sequenciamento genético comparativo (sequéncia ITS1-5.8S-
ITS2 do Colletotrichum no GenBank database).

Evolugdo. A exciséo cirirgica da totalidade da leséo foi curativa da lesao.
Passou apresentar lesdes sugestivas de Herpes Simples em regido perianais e
naddegas. Foi a 6bito com suspeita de diarreia por citomegalovirus. N&do foi
permitido autopsia.

Comentério. A possibilidade de feo-hifomicose deve ser considerada néo
somente quando elementos fungicos naturalmente marrons sdo observados na
microscopia direta do espécime clinico, mas também quando observam-se
estruturas fangicas hialinas'® nos tecidos, podendo ser confundido com outro
diagnoéstico micolégico'™. Em infeccBes por espécies do género Colletotrichum
ja foram relatadas tanto como feo-hifomicose ®*? e hialo-hifomicose'®. Contudo, a

preferéncia é feo-hifomicose (Guarro, informacao pessoal).



DISCUSSAO

A feo-hifomicose é uma entidade clinica que é diagnosticada quando
elementos fungicos (hifa, pseudo-hifas e células leveduriformes) pigmentados de
cor escura sdo observados no espécime clinico. A apresentacdo subcutanea da
doenca contrasta histopatologicamente com outras duas micoses causadas por
fungos negros: cromoblastomicose e micetoma eumicotico. Na primeira, s&o
observados, nos cortes teciduais, corpos muriformes, com septagdo mdultipla, em
planos diferentes; no micetoma a apresentacao tecidual do fungo é sob forma de
microcoldnias de hifa em forma de gréo®.

Revisando a literatura do Rio Grande do Sul sobre o tema encontramos
feo-hifomicose (Incluindo os casos 1, 2, 10 e 15 da presente série, ja
publicados): peritoneal, um caso por Curvularia lunata®; cutanea, um caso por
C. lunata’*; subcutanea, dez casos - somente diagnéstico histopatolégico 2*° ,
Exophiala jeanselmei 1*°, Phaeoacremonium aleophilum 1'°, P. rubrigenum 1'¢;
sisttmica, um caso por Cladophialophora bantiana'’. reavaliacdo das
caracteristicas morfologicas, apoiadas por andlise filogenética, colocou P.
aleophilum em nova espécie fungica, P. alvesii®.

Em nossa série, 0 agente etiologico ndo foi identificado em alguns casos,
devido a rotina de colocar o material cirargico diretamente em formol,
impossibilitando o isolamento em cultivo. Como a reacdo inflamatoria e a
apresentacao tecidual dos elementos fungicos sdo inespecificas e a inexisténcia
de teste soromicoldgico o diagnéstico ficou incompleto (Casos 1-7). A terapia

imunossupressiva para transplante de o6rgdo soélido foi a principal condigédo
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predisponente/associada. Neste sentido, é importante salientar que pacientes
tratados com tacrolimus apresentam infeccbes por fungos filamentosos mais
frequentemente, com doenca mais grave e mais refrataria ao tratamento,
quando comparados com pacientes com outro tipo de imunossupresséo®®. A E.
jeanselmei como o principal agente etioldgico da feo-hifomicose subcutanea
devido a sua ampla distribuicdo na natureza e a C. bantiana como agente de
feo-hifomicose sistémica, com comprometimento cerebral era de esperar por
apresentar franco neurotropismo®®?°. Achado inusitado foi C. gloesporoides
como agente de feo-hifomicose subcutanea em transplantado de pulm&o. A
caracterizacdo etiolégica s6 foi possivel pela biologia molecular (reacdo em
cadeia da polimerase), devido ndo se conseguir realizar através da microscopia

das colbnias fungicas. Contudo, as 5 espécies do género Colletotrichum tém

sido relatadas como agentes de infeccdo humana nos Ultimos anos?*.

A incidéncia de infecgbes fungicas esta aumentando em consequéncia da
interferéncia nos mecanismos imunes do hospedeiro®. Por este motivo, 0
isolamento de um agente fangico, por mais inusitado que possa parecer, de
qgualquer paciente deve por em alerta clinicos e microbiologistas para a potencial

patogenicidade, especialmente em vigéncia de imunodepresséo.
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Figura 1. Feo-hifomicose subscutanea por E. jeanselmei (Caso 17). A) Leséo na
perna direita de um paciente transplantado renal; B) Corte histoldgico da leséo
(Fig. 1A) mostrando um grande numero de elementos fungicos demaceos
(Hematoxilina e eosina, x100).
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Figura 2. Feo-hifomicose sistémica, cerebral por C. bantiana (Caso 10). A)
Corte da leséo cerebral, macroscopia mostrando quarto ventriculo de cor escura
devido nimero de hifas demaceas; B) Espécime colhido do quarto ventriculo
cerebral (Fig. 2A), mostrando grande numero de hifas deméaceas, septadas, apds
clarificacdo com potassa (x400).



Figura 3. Feo- h|f0m|cose subscutanea. Corte histolégico mostrando
polimorfismo dos elementos fungicos (Caso 6). A) Células leveduriformes
escuras com paredes grossas, notar a estrutura dividida internamente por um
septo transverso corado pelo (Hematoxilina e eosina, x100); B) Grande numero
de fragmentos de hifas demaceas (Hematoxilina e eosina, x100).

Flgura 4 Feo hlfomlcose sistémica, pulmonar (Caso 5). Bidpsia de leséo
endobronquica. A) Presenca de pseudo-hifas e hifas regulares curtas (Prata, x
40); B) Corte corado pelo Fontana-Masson demosntrando a combinacdo de
células leveduriformes, pseudo-hifas e hifas (x10).



Tabela 1 — Caracteristicas clinico-oepidemiologica

s e diagnosticas dos casos de feo-hifomicose

Caso . . ) Sitio/duragéo da - Diagnéstico micolégico

. ’ Condigao predisponente/associada : = Espécime - -

idade/Sexo ceop P infecgéo P Direto _ Histopatologia Cultivo

1*, 16/M Nenhuma Pé/4 meses Bidpsia de pele Positivo Positivo Negativo

2*, 59/M Diabetes melito Pé /4 anos Bi6psia de pele Positivo Positivo N&o feito

3, 21/F Nenhuma Seio Biépsia nasal Positivo Néo feito Negativo
paranasal/desconhecido

4,70/M Transplante pulmonar, criptococose Joelho/15 anos Bidpsia de pele Positivo Positivo Negativo

disseminada

5, 56/F Transplante pulmonar Mucosa brénquica/l15 dias  Biépsia brénquica Positivo Positivo Negativo

6, 55/F Nenhuma Pé/1 ano Bidpsia de pele Positivo Positivo Negativo

7, 35/F Sinusite Seio Bidpsia nasal Positivo Né&o feito Negativo
paranasal/desconhecido

8,27/M Transplante renal, tacrolimus Pé, perna e Biopsia de pele Positivo Positivo Alternaria alternata
calcaneo/15dias

9, 54/M Nenhuma Septo nasal/desconhecido  Bidspia nasal Negativo Negativo Alternaria sp

10 *, 33/M Drogadito SNC/2 meses Abscesso cerebral  Positivo Positivo Cladophialophora bantiana

e liquor
11, 74/M Diabetes melito Seio paranasal/6 meses Secrecgdo nasal Positivo Nao feito Cladophialophora sp
12,53/M Transplante pulmonar Joelho/5 meses Bidpsia de pele Positivo Positivo Colletotrichum
gloeosporioides

13, 43/F Neoplasia de mama Pericardio/desconhecido Liquido pericardico  Negativo Néo feito Curvularia sp

14 70/F Transplante renal Perna/14 meses Bidpsia de pele Positivo Positivo Exophiala jeanselmei

15**, 67/M Paracoccidioidomicose Pé/16 meses Bidpsia de pele Positivo Néo feito E. jeanselmei

16, 71/M Doenca pulmonar obstrutiva cronica, Pé/10 anos Bidpsia de pele Positivo Negativo E. jeanselmei

prednisona, dermatofitose
17, 49/M Diabetes melito, transplante renal Coxa/2 anos Biépsia de pele Positivo Positivo E. jeanselmei

Publicados: * Ref. [21], ** Ref. [20]
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