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Seba, AJ. Investigação da influência dos fenômenos inflamatórios da resposta 
imune in situ na apresentação clínica da esporotricose humana. Rio de Janeiro, 
2019. Tese [Doutorado em Pesquisa Clínica em Doenças Infecciosas] – Instituto 
nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), Fundação Oswaldo Cruz. 
 

RESUMO 
 
 Um aumento do número de casos de esporotricose (SP) tem sido relatado em várias 
regiões do planeta, inclusive no Brasil, especialmente no estado do Rio de Janeiro, 
área considerada hiperendêmica para esta micose. Neste contexto, o aumento de 
casos trouxe desafios para o diagnóstico pela semelhança com outras infecções de 
pele, como a leishmaniose, e também a oportunidade de produzir conhecimento e 
aprofundar os estudos em casos humanos. Diante disto, o preciso diagnóstico, bem 
como o entendimento dos fenômenos imunológicos envolvidos nas diferentes 
apresentações clínicas da esporotricose, fixa (F) e linfocutânea (LC), são de grande 
interesse. Nosso estudo foi dividido em duas partes: na primeira etapa avaliamos o 
perfil clínico e a resposta imune in situ nos pacientes de SP, formas F e LC. Foram 
coletados dados clínicos e laboratoriais pela revisão dos prontuários e avaliada a 
resposta imune in situ pela técnica de imunohistoquimica para diversos marcadores 
celulares e funcionais de 31 pacientes com diagnóstico confirmado de SP. Dezenove  
pacientes apresentaram forma LC e 12 forma F; houve prevalência do sexo feminino 
em ambas as formas; e a idade média foi de 35 anos. Houve maior número de 
linfócitos T CD4+, linfócitos T CD8+, neutrófilos e macrófagos na forma LC, e maior 
predomínio de mediadores de regulação, FoxP3, CD25, IL-33 e ST2-L na forma F, e 
de NOS2 na forma LC. A forma LC tem uma apresentação clínica mais exuberante, 
maior número de lesões, com acometimento linfático, enquanto a forma F apresenta 
lesão única, limites mais bem definidos, sem acometimento linfático. Na segunda 
etapa fizemos estudo comparativo de pacientes com leishmaniose cutânea (n=48) e 
SP (n=48). Os resultados mostraram algumas diferenças e algumas semelhanças no 
perfil inflamatório das duas doenças. As semelhanças eram evidentes entre as formas 
linfocutanea de SP e esporotricoide de leishmaniose cutânea, que compartilham 
apresentações clínicas similares, sugerindo que além das particularidades de cada 
infecção, uma resposta coordenada do sistema imune da pele pode facilitar a 
organização da resposta inflamatória nesse sítio. É possível que as diferenças dos 
padrões de resposta imune in situ expliquem as variadas apresentações clínicas 
causadas pelo mesmo patógeno, uma vez que um padrão predominante regulatório 
sugere um melhor prognóstico. Os dados clínicos e imunológicos avaliados neste 
estudo, podem ampliar o conhecimento sobre a esporotricose, e auxiliar na maior 
precisão do diagnóstico diferencial, sempre que necessário. Novos estudos devem 
ser realizados a fim de se compreender melhor o funcionamento do sistema imune 
nas doenças granulomatosas da pele como a esporotricose e a leishmaniose, e suas 
repercussões clínicas. 
 
Palavras-chaves: Esporotricose linfocutânea, Esporotricose fixa, Resposta imune in 
situ, Imunohistoquímica 
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Seba, AJ. Investigation of the influence of the in situ immune response on the 
clinical presentation of human sporotrichosis. Rio de Janeiro, 2019. Thesis [PhD 
Thesis in Clinical Research in Infections Diseases] – National Institute of Infectious 
Diseases Evandro Chagas (INI), Oswaldo Cruz Foundation. 
 

ABSTRACT 
 
An increase in the number of sporotrichosis (SP) cases has been reported in several 

regions of the planet including Brazil, especially in the state of Rio de Janeiro, 

considered to be an hyperendemic area for this mycosis. In this context, the increase 

of cases brought challenges for the diagnosis due to the similarity with other skin 

infections, such as leishmaniasis, and also the opportunity to produce knowledge and 

to intensify the studies in human cases. The precise diagnosis, as well as the 

understanding of the immunological phenomena involved in the different clinical 

presentations of sporotrichosis, fixed (F) and lymphocutaneous (LC) forms, are of 

great interest. Our study was divided into two parts: in the first step we evaluated the 

clinical profile and the in situ immune response in patients with SP, F and LC forms. 

Clinical data were collected by reviewing medical records and evaluating the in situ 

immune response through immunohistochemistry for several cellular and functional 

markers of 31 patients with confirmed SP diagnosis. Nineteen patients presented LC 

and 12 presented F forms; there was female prevalence in both forms; and the 

average age was 35 years. There was a higher number of CD4 + T lymphocytes, 

CD8+ T lymphocytes, neutrophils and macrophages in the LC form, and a greater 

predominance of regulatory mediators, FoxP3, CD25, IL-33 and ST2-L in the F form. 

There was greater expression of NOS2 in LC. The LC form has a more exuberant 

clinical presentation, a greater number of lesions, with lymphatic involvement, while 

the F form has a single lesion, better defined limits, without lymphatic involvement. In 

the second stage we made a comparative study of patients with cutaneous 

leishmaniasis (n = 48) and SP (n = 48). The results showed some differences and 

some similarities in the inflammatory profile of the two diseases. Similarities were 

evident between the lymphocutaneous forms of SP and sporotrichoid forms of 

cutaneous leishmaniasis, which share resembling clinical presentations. They 

suggest that in addition to the particularities of each infection, a coordinated 

response of the skin immune system may facilitate the organization of the 

inflammatory response at this site. Differences in the in situ immune response 

patterns may explain the varied clinical presentations caused by the same pathogen, 

as a predominant regulatory pattern suggests a better prognosis. 
 The clinical and immunological data evaluated in this study can broaden the 

knowledge about sporotrichosis and help in the accuracy in differential diagnosis, 

whenever necessary. Further studies should be done to better understand the 

functioning of the skin immune system in granulomatous diseases like SP and 

cutaneous leishmaniasis and their clinical repercussions. 

 
Key words: sporotrichosis, in situ immune response, immunohistochemistry  
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1. INTRODUÇÃO – REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1. O agente etiológico da esporotricose 

  

 O agente etiológico da esporotricose pertence a um complexo de fungos 

do gênero Sporothrix. Sporothix spp é caracterizado como fungo dimórfico. A 

forma encontrada no ambiente é a micelial, caracterizando-se por ser um micélio 

filamentoso septado que produz conídios em forma de flor. É fungo geofílico, 

distribuído amplamente na natureza, e sapróbio, isto é, que depende de matéria 

orgânica em decomposição para sobreviver, encontrado principalmente em solo 

rico em matéria orgânica, em folhas secas, madeira, espinhos (principalmente 

de roseiras), entre outros (Lopes-Bezerra et al., 2006; Antunes et al., 2009), mas 

que também é descrito em pelo, unhas e cavidade bucal de animais.  No tecido 

dos hospedeiros infectados (forma parasitária) apresenta-se com aspecto 

leveduriforme (Howard 1960; Ginn et al., 2007). 

 Atualmente, está estabelecido por estudos moleculares que o gênero 

Sporothrix é formado por diversas espécies e por isso, o grupo é denominado 

complexo Sporothrix spp., também denominado Sporothrix schenckii sensu lato.  

As espécies até o momento identificadas são: Sporothrix schenckii sensu stricto, 

S. brasiliensis, S. globosa, S.mexicana, S. luriei e S. pallida. (Oliveira et al., 2011, 

Fernandes et al., 2013, Liu et al., 2013, Oliveira et al., 2013, Oliveira et al., 2014, 

Almeida-Paes et al., 2015).  

Evidências sugerem que os fungos do genero Sporothrix são capazes de 

modificar sua virulência sob diferentes condições ambientais (Tellez et al., 2014; 

Batista-Duharte et al., 2015). Os principais fatores são: presença de enzimas 

extracelulares (que causam depressão da resposta imune e têm atividade 

proteolítica, degradando anticorpos) (Antunes et al., 2009; Barros et al., 2011; 

Telléz et al., 2014); a termotolerância (capacidade do fungo de crescer a 35° e/ou 

37°C); a composição da parede celular (contendo peróxido de ergosterol, 

integrinas e adesina lectina-símile) (Antunes et al., 2009; Barros et al., 2011) e a 

presença de melanina (protege contra danos físicos e químicos) (Romedo-

Martinez et al., 2000; Antunes et al., 2009; Barros et al., 2011; Almeida-Paes et 

al., 2015;Fernandes et al., 2013, Rodrigues et al., 2014b).  Neste contexto, a 

espécie   S. brasiliensis tem se mostrado mais virulenta que S. schenckii sensu 



2 

 

stricto, mas ambas produzem quadro clínico semelhante. S. schenckii sensu 

stricto, é identificado  como responsável pela maior parte dos casos de 

esporotricose humana em todo o mundo, com exceção do Brasil, onde S. 

brasiliensis está envolvido em uma zoonose em expansão transmitida por gatos 

(Oliveira et al., 2011; Rodrigues et al., 2013). Estes resultados corroboram dados 

encontrados por Marimon et al. (2007) em estudo descritivo sobre as novas 

espécies do complexo Sporothrix realizado em 127 cepas coletadas de diversas 

partes do mundo, em que Sporothrix brasiliensis só foi encontrado nas amostras 

provenientes do Rio de Janeiro. Esta espécie, quando comparada às outras, se 

mostrou com maior potencial de destruição tecidual, e de maior gravidade clínica, 

o que nos chama a atenção para a influência da espécie patogênica na evolução 

da infecção. (Freitas et al., 2015, Lopes-Bezerra et al., 2018).  

 Estas duas espécies parecem ser as mais relevantes do ponto de vista 

clínico, como causadoras da doença, e também do ponto de vista imunológico, 

na compreensão dos mecanismos de balanço entre regulação e inflamação. 

(Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Castro et al., 2013; Della Terra et al., 2017). 

 

1.2. Transmissão da esporotricose 

 

Classicamente a transmissão ocorre pela inoculação traumática de 

células fúngicas nos tecidos cutâneo e subcutâneo do hospedeiro a partir de 

acidentes com matéria orgânica vegetal, o que levou a infecção ser conhecida 

popularmente como “doença do jardineiro” e “doença da roseira” (Bhutia et al, 

2011; Silva et al., 2012; Oliveira et al., 2014) 

Em razão de sua estreita relação com o solo e matéria orgânica de origem 

vegetal, a esporotricose é classicamente observada com maior frequência entre 

indivíduos que mantêm contato constante com plantas, como os agricultores, 

floristas, jardineiros e demais profissionais de áreas afins, expostos à inoculação 

traumática, atribuindo caráter ocupacional à doença (Orellana et al., 2009).  

Contudo, nos últimos anos, diante da epidemia de esporotricose felina no 

estado do Rio de Janeiro, Brasil, foi verificada a intensificação da via de 

transmissão através da arranhadura e mordedura do gato doméstico, e com isso, 

cuidadores de animais e veterinários também passaram a ser consideradas 

como profissões de risco (Schubach et al., 2002; Barros et al., 2010; Barros et 
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al., 2011; Pereira et al., 2014). Agentes de laboratório que manipulam amostras 

clínicas e culturas de fungos do complexo Sporothrix schenckii também possuem 

risco aumentado para a infecção (Barros et al., 2010)  

Apesar da esporotricose ocorrer em outros animais, parece que os gatos 

são os únicos que apresentam um potencial zoonótico importante em virtude da 

elevada quantidade de leveduras encontrada nas lesões, pelos unhas e 

cavidade oral. Esta particularidade facilitaria a transmissão pelo contato, através 

da arranhadura, mordedura ou até mesmo pelo contato com exsudato das lesões 

dos animais doentes. O isolamento do fungo proveniente das cavidades nasal e 

oral, fragmentos de unhas, exsudato de lesões cutâneas e mucosas, órgãos 

internos e sangue de gatos, associado aos relatos de casos humanos de 

esporotricose, e a alta equivalência genotípica demonstrada entre isolados 

felinos e isolados de humanos com os quais os gatos se relacionam demonstram 

a importância do gato como fonte de infecção (Schubach et al., 2002; Schubach 

et al., 2008; Reis et al., 2009; Barros et al., 2010; Barros et al., 2011; Miranda et 

al., 2011, Pereira et al., 2011; Schubach et al., 2012; Silva et al., 2012; Borges 

et al., 2013, Miranda et al., 2013) 

Formas não habituais de transmissão, como a inalatória, têm sido 

descritas. Embora a inalação de fungos do gênero Sporothrix raramente dê início 

à infecção pulmonar em indivíduos sem comorbidades, o mesmo não se verifica 

em imunodeprimidos, podendo inclusive evoluir para a forma sistêmica. 

(Campos et al., 1994; Leme et al., 2007).  

 

1.3. A micose: um breve histórico 

A esporotricose é uma micose que acomete o tecido cutâneo e 

subcutâneo, que pode acometer vasos linfáticos, com apresentação clínica 

subaguda ou crônica. Em condições clínicas não usuais, pode acometer outros 

órgãos, com a forma disseminada extra-cutânea (Barros et al., 2011; DeBeer et 

al., 2016). Foi descrita pela primeira vez em 1898, por Benjamin Schenck, no 

Johns Hopkins Hospital em Baltimore, nos Estados Unidos, onde foi realizado o 

primeiro isolamento do fungo em um menino que apresentava lesões na mão e 

no braço. O fungo foi identificado, e classificado pelo micologista Erwin Smith 

como pertencente ao gênero Sporothrichum. (Schenck, 1898). Poucos anos 

depois, em 1900, Hektoen e Perkins, relataram um caso de um abscesso 
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subcutâneo, também nos Estados Unidos. A lesão inicial evoluiu para lesão 

ulcerada e nódulos, além de linfangite secundária. Os autores isolaram o fungo, 

que foi denominado Sporothrix schenckii (Hektoen e Perkins, 1900). Desde 

então, diversos casos foram descritos envolvendo humanos e animais, e 

classicamente a esporotricose vem cursando com surtos isolados e limitados em 

diversas regiões do planeta. Como exemplo podemos citar um trabalho realizado 

na África na década de 40 do século XX, onde foram descritos mais de 3.000 

casos de esporotricose em mineradores, infectados pelo contato com madeira 

contaminada pelo fungo. Este foi o maior surto epidêmico de esporotricose 

pulmonar já relatado até hoje. (Morris-Jones, 2002). 

No final da década de 90 do século XX começaram a surgir relatos cada 

vez mais frequentes (Bhutia et al., 2011, Dias et al., 2011, Song et al., 2011, 

Sivagnanam et al., 2012, Verma et al., 2012, Mata-Essayag et al., 2013, de 

Oliveira et al., 2014), sendo a esporotricose hoje considerada a micose 

subcutânea mais relatada e globalmente distribuída (Bonifaz et al., 2017).  Nesse 

contexto, Lupi et al., 2005 ressaltam a importância do correto diagnóstico, 

sobretudo em pacientes imunodeprimidos, mais suscetíveis a estas infecções. O 

Peru é considerado um país hiperendêmico para esporotricose. Também há 

casos descritos na Guatemala, no México, e em outros continentes além das 

Américas e África, como Ásia e Europa, sendo este último o com menos relatos. 

(Pappas et al., 2000, Lyon et al., 2003, Chakrabarti et al., 2015).  Estes trabalhos 

confirmam a dispersão geográfica e o aumento do número de casos de 

esporotricose em várias regiões do planeta. 

No Brasil, Lutz e Splendore (1907) descreveram o primeiro caso de 

esporotricose humana no Brasil. (Barros et al., 2010). Em 1912, Terra e Rabelo 

descreveram o primeiro caso humano no Rio de Janeiro. Desde então, outros 

relatos de casos, sempre em pequeno número foram sendo publicados. No 

entanto, este número vem aumentando relativamente desde o final da década 

de 90 do século XX. Em 2004, Barros et al. descrevem o primeiro relato de 

transmissão zoonótica a partir da arranhadura por felino doméstico no Rio de 

Janeiro (Barros et al., 2004), e desde então tem ocorrido um aumento importante 

da transmissão por felinos, o que configurou uma mudança no perfil clássico de 

transmissão por madeiras e vegetais contaminados. Entre 1998-2009 foram 

relatados mais de 2000 casos de esporotricose humana no município do Rio de 
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Janeiro, que hoje é considerado por vários grupos como sendo área 

hiperendêmica da doença, o que configura um problema de saúde pública 

(Barros et al., 2011).  

A partir de 2013, os casos de esporotricose humana foram incluídos como 

doença de notificação compulsória pelo Ministério da Saúde, (Resolução SES nº 

674 de 12 de julho de 2013) e em 2014, também foram assim definidos os casos 

de esporotricose animal. (Brasil, 2014)  

   

1.4. A doença e suas apresentações clínicas 

 

No ser humano, a esporotricose se caracteriza por ser uma doença que 

atinge o tegumento, podendo ser evidenciada em diversas apresentações 

clínicas, sendo as mais comuns a forma linfocutânea, responsável por cerca de 

70-75% dos casos. Geralmente está localizada nos membros superiores, 

inferiores e na face. Caracteriza-se por nódulos ulcerados dolorosos e/ou 

pruriginosos, linearmente distribuídos ao longo de um cordão de linfangite. A 

forma fixa atinge 20-25% dos pacientes, costuma também se apresentar em 

membros superiores e inferiores, mas também em dorso e face, com lesão única, 

podendo ser ulcerada, placa infiltrada ou lesão verrucosa, com halo eritematoso 

ou violáceo, e tem crescimento lento.  (Barros et al., 2004; Ramos-e-Silva et al., 

2007; Schechtman, 2010; Barros et al., 2011).  

Outras formas clínicas menos comuns como a forma disseminada, em 

que pode haver comprometimento dos ossos e articulações, pulmões, sistema 

nervoso central, pele e membranas mucosas, que são preferencialmente 

afetadas, uma vez que o fungo entra na corrente sanguínea. As lesões 

tegumentares podem se mostrar heterogêneas e polimórficas e devem ter 

atenção especial. As manifestações sistêmicas podem ser graves, com lesões 

ósseas importantes, além de lesões cutâneas e mucosas disseminadas, 

envolvimento de pulmão e baço. Esta apresentação clínica parece estar mais 

relacionada com condições clínicas de imunossupressão, como HIV/AIDS, 

alcoolismo, desnutrição, neoplasias hematológicas (linfomas e leucemias) e 

tratamento prolongado com corticosteroides (Freitas et al., 2012; Orofino-Costa 

et al., 2013). Em gestantes também há relatos desta forma de apresentação 

clínica mais grave, assim como há casos excepcionais em pacientes 
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imunocompetentes. Também foram relatadas formas clínicas extracutâneas, 

com acometimento primário de mucosas (conjuntival e/ou nasal), sendo a 

mucosa conjuntival mais frequentemente acometida, e outras apresentações 

clínicas como a forma visceral e a osteoarticular que são consideradas pouco 

frequentes (Aronowitz et al., 2017, Bonifaz et al., 2017).  

Com o aumento do número de casos, manifestações de 

hipersensibilidade como quadros de eritema nodoso, eritema multiforme e 

sintomas como artralgia e artrite inflamatória também foram descritas pela 

primeira vez associadas à esporotricose (Severo et al., 1999; Barros et al, 2004; 

de Lima Barros et al., 2003; Schubach et al, 2005; Gutierrez-Galhardo et al., 

2002; Gutierrez-Galhardo et al., 2005; Schubach et al, 2004, Barros et al, 2005; 

Bonifaz e te al., 2010; Bunce et al., 2012; Ferreira et al., 2012; Freitas et al., 

2012; Nassif et al., 2012; Hassan et al., 2016). 

 

1.5. Diagnóstico 

 

Diagnóstico clínico da esporotricose muitas vezes representa um desafio, 

sobretudo no estado do Rio de Janeiro, onde há áreas endêmicas sobrepostas 

de esporotricose e leishmaniose tegumentar americana, que clinicamente pode 

se apresentar de forma muito semelhante à esporotricose. A leishmaniose 

tegumentar americana (LTA) é um dos mais importantes diagnósticos 

diferenciais da esporotricose, sendo a forma cutânea-localizada (localized 

cutaneous leishmaniasis -LCL) da LTA a ser diferenciada com a forma fixa (F) 

da esporotricose, e a forma esporotricoide (sporotrichoid cutaneous 

leishmaniasis - SCL) da LTA, com a forma linfocutânea (LC) da esporotricose. 

(Morgado et al., 2018). 

Também há descrito o aumento do número de casos de esporotricose, 

em regiões fora do município do Rio de Janeiro, o que pode trazer dificuldade na 

confirmação diagnóstica, por serem usualmente áreas mais isoladas, com 

menos disponibilidade de recursos e acesso à informação (Evans et al., 2012, 

Lauermann et al., 2012, Nakamura et al., 2012, Quintella et al., 2012, Aung et 

al., 2013, Di Luca et al., 2013, Kawtar et al., 2013, Orofino-Costa et al., 2013, 

Zhang, Pyla, 2014ª; Montenegro et al., 2014; Sanchotene et al., 2015).  
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Culturas de material de lesões exsudativas, biópsia de tecido, escarro e 

sangue são o padrão ouro para o diagnóstico. Os fungos podem ser isolados 

entre 5-8 dias em amostras cultivadas a 28°C em ágar Sabouraud dextrose com 

e sem antibióticos. No entanto, o simples crescimento de fungo nestas condições 

não conclui o diagnóstico. Este só é possível após o teste de conversão do 

cultivo das colônias inicialmente isoladas a 28ºC em condições específicas a 

37ºC em meios considerados ricos de nutrientes (ágar sangue, ágar chocolate, 

ágar BHI – Brain Heart Infusion). Nestas condições o fungo produz colônias 

leveduriformes, caracterizando os fungos patogênicos do gênero Sporothrix spp. 

(Bonifaz et al., 2010; Barros et al., 2011). 

Exames diretos, como a microscopia, e colorações histológicas não são 

considerados úteis para o diagnóstico de esporotricose linfocutânea ou fixa, pois 

os elementos leveduriformes são observados em baixa porcentagem (5% a 

10%). Quando presentes, leveduras podem ser vistas de forma dispersa, e 

podem apresentar um halo irradiado como corpos asteroides ou também 

chamado fenômeno de Splendore-Hoeppli, nas colorações de rotina. Este 

fenômeno parece estar relacionado à presença de eosinófilos em torno do fungo, 

e também depósito de imunoglobulinas na parede celular do fungo. Já em formas 

disseminadas e na forma pulmonar, onde o fungo costuma ser abundante, as 

colorações específicas podem ser mais sensíveis. Dentre elas podemos citar 

coloração pelo ácido periódico de Schiff (PAS) e Gomori-Grocott. Neste método 

o principal diagnóstico diferencial é com a histoplasmose (Quintella et al., 2011). 

Geralmente, o que predomina no tecido é uma dermatite granumalomatosa 

crônica difusa, com abscesso central na maioria das vezes. Este tipo de 

descrição é pouco específico, e por isso, nem sempre pode confirmar o 

diagnóstico (Zhang et al., 2011). 

Técnicas de imunofluorescência para elementos fúngicos também podem 

ser uteis, mas não são usadas na rotina (Bustamante et al., 2001; Bonifaz et al., 

2010; Barros et al., 2011; Quintella et al., 2011).  

 Outros métodos diagnósticos como exames sorológicos e PCR podem ser 

usados, mas têm seu emprego ainda voltado para fins de pesquisa em sua 

maioria.  

As técnicas de reconhecimento molecular do fungo por meio da PCR, 

parecem ser bastante promissoras, para fins de estudos epidemiológicos, 
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permitindo a caracterização das diversas espécies do complexo S. Schenckii 

sensu lato, e também otimizando o diagnóstico e o tratamento. Existem algumas 

técnicas descritas, como sequenciamento de DNA do fungo por meio da 

identificação de regiões chamadas de ITS (Internal Transcript Spacer), que são 

comuns a todas as espécies do complexo Sporothrix. (Zhou et al., 2014). 

Também é possível analisar partes do genoma do fungo por meio de enzimas de 

restrição (PCR-RFLP), técnica que se mostrou rápida, de fácil execução, e com 

baixo custo. (Rodrigues et al., 2014) O sequenciamento por meio de primers do 

DNA do fungo Sporothrix também é uma ferramenta molecular de baixo custo, 

rápida e robusta, capaz de detectar e identificar o DNA do patógeno com base 

em espécimes isolados, e em amostras biológicas complexas (biópsia, solo, 

culturas mistas, etc.), sem a necessidade de isolar o patógeno. (Rodrigues et al., 

2015) 

Existe ainda a técnica que sequencia o DNA do fungo através da 

amplificação do círculo de rolamento (RCA), que se mostra método bastante 

confiável, com boa sensibilidade, apesar de ser pouco usado. (Rodrigues et al., 

2015)  

Bernardes-Engemann et al., 2005, realizaram um estudo em que o ELISA 

para SsCBF (Sporothix schenckii con A-Binding fraction), um antígeno de parede 

celular da fase de levedura do S. schenckii, foi feito em 92 pacientes com 

diagnóstico de esporotricose em variadas apresentações clínicas, sendo a 

maioria linfocutanea (67%) e os 33% restantes distribuídos entre as formas fixa, 

cutânea disseminada e extracutânea. Também foi feito ELISA em 77 pacientes 

com outras micoses: aspergilose (n=6), histoplasmose (n=8), paracocdiomicose 

(n=35), cromoblastomicose (n=10) e criptococose (n=18), e em 30 pacientes 

controle. Os resultados demonstraram que, apesar de ter havido reatividade 

cruzada entre pacientes com esporotricose e pacientes com cromoblastomicose, 

a técnica apresentou sensibilidade de 90% e especificidade de 80%, e se 

mostrou útil para diagnóstico e acompanhamento de melhora laboratorial para 

esporotricose em todas as formas clínicas estudadas. Recentemente foi 

publicado outro trabalho com o uso da técnica de ELISA no diagnóstico da 

esporotricose, comparando possíveis elementos a serem usados para aprimorar 

a especificidade e a sensibilidade do método, como o metaperiodato de sódio e 

solução de ureia, comparando o soro de pacientes com esporotricose, 
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paracoccidiomicose, e pacientes sem doença. A conclusão foi de que o uso da 

ureia melhora a eficácia do método, e diminui as chances da reatividade cruzada, 

que é um dos maiores limitadores do uso da técnica para fins diagnósticos, além 

do alto custo. (Coelho et al., 2019). Entretanto, não há disponibilidade em rede 

pública, sendo restrito a alguns centros, e para casos específicos, como formas 

disseminadas ou atípicas, em que outros métodos não são definitivos.  

 

1.6. A resposta imune na esportricose 

 

Após a inoculação do fungo, vários mecanismos da imunidade inata são 

ativadas para controlar a infecção diretamente, estimulando a resposta imune 

específica (Carlos et al., 1994; Gonçalves et al., 2015; Ferreira et al., 2015; Maia 

et al., 2016; Jellmayer et al., 2017). A importância desses mecanismos imunes 

para o controle da infecção por S. schenckii é evidenciada pela maior 

colonização e disseminação de fungos em modelos de camundongos 

imunossuprimidos (Manente et al., 2018; Batista-Duharte et al., 2018a) e 

pacientes imunocomprometidos, principalmente indivíduos com HIV-AIDS 

(Moreira et al., 2015). 

Dados referentes à resposta imune inata têm surgido indicando sua 

participação no direcionamento da resposta imune. Negrini et al. (2013), 

demonstraram que TLR-2 (toll-like receptor-2), numa fase inicial, parece ser 

importante na iniciação da resposta imune por facilitar a fagocitose dos 

elementos fúngicos, estimulando a produção de citocinas como TNF-α, IL-12, IL-

1β e IL-10, assim como IFN-ɤ, Il-6, IL-17 e TGF-β, além de oxido nítrico. Estas 

citocinas têm sido implicadas na derivação de resposta Th1 e/ou Th17 e na 

consequente regulação da diferenciação de CD4 na resposta fungo-específica 

(Espinosa, Rivera, 2012; Maia et al., 2016).  O receptor TLR-4 (toll-like receptor-

4) presente nas células do hospedeiro também reconhece lipídios da superfície 

das leveduras do Sporothrix spp. ativando o sistema imune que resulta na 

indução de uma resposta oxidativa contra o fungo (SASSÁ et al., 2012).  

Recente trabalho de Ferreira et al., (2018), analisou a participação das 

células natural killer (NK) em infecção pelo Sporothrix schenckii sensu stricto em 

modelo murino. A depleção de células NK prejudicou drasticamente a eliminação 
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dos fungos. Houve aumento de mais de oito vezes na carga fúngica esplênica. 

Também houve resposta inflamatória sistêmica mais intensa nesse grupo, 

evidenciada pela presença de marcadores como TNF-alfa, IL-6 e INF-gama. 

Sabe-se da relevante participação das céluas NK (natural killer), por meio da 

liberação de perforinas e granzimas, em infecções por Cryptococcus 

neoformans, Aspergillus fumigatus, Candida albicans e Histoplasma 

capsulatum. (Schmidt et al., 2013; Schmidt et al., 2017). Este estudo parece ser, 

até o momento, o único realizado para demonstrar a ação de células NK na 

esporotricose, e concluiu que estas células desempenham papel essencial para 

proteção contra S. schenckii. (Ferreira et al., 2018). 

Lu et al. (2017), realizaram um estudo para demonstrar a participação de 

mastócitos na presença de algumas infecções parasitárias. No curso da infecção 

por Toxoplasma gondii por exemplo, houve aumento no número de mastócitos. 

Na infecção pelo Trypanosoma cruzi observaram que o maior número de 

mastócitos se associava a mais fibrose no cólon, e maior carga parasitária no 

miocárdio. Romo-Lozano et al. (2012), realizaram um estudo avaliando o papel 

dos mastócitos em infecção pelo Sporothrix schenckii em ratos, a partir do 

contato de células peritoniais desses animais com os conídeos do fungo. 

Demonstraram que os mastócitos facilitam a disseminação dos fungos e 

aumentam a gravidade clínica da infecção. A ação dos mastócitos é importante 

na resposta imune inata, com base nos estudos feitos até o momento, assim com 

a participação dos neutrófilos, e demais células da resposta imune inata, como 

macrófagos e células dendríticas. 

Outros componentes da resposta imune in situ, notadamente na interface 

resposta imune inata/adquirida, parecem desempenhar papel importante na 

diferenciação e derivação da resposta imune T e seus subtipos. Trabalhos 

realizados também demonstraram a participação da resposta imune humoral, 

por meio de anticorpos da classe IgG e IgA, desempenhando importante papel 

na resposta imune específica ao Sporothrix schenckii. Também a participação 

de subclasses de IgG, especialmente IgG1 e IgG 3, foi descrita em murinos, em 

reação ao antígeno 70DKa expresso por esse fungo. (Nascimento et al., 2005, 

Almeida-Paes et al., 2013). O sistema complemento, principalmente a via 

alternativa, atua na fagocitose e lise das leveduras através da deposição de C3b 

na parede celular do fungo (SCOTT et al., 1986).  
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Verificou-se que células dendríticas (dendritic cells - DC) podem regular o 

balanço de resposta anti e pro inflamatória a fungos na dependência do 

reconhecimento de antígenos que sugerem que diferentes estímulos podem 

induzir variadas resposta imunes (Verdan et al., 2012). Ferreira et al. (2018) 

observaram importante participação de células natural killer no controle da 

infecção fúngica pelo Sporothrix schenkii sensu stricto, bem como na liberação 

de citocinas pro-inflamatórias, por meio de experimentos com ratos. Em trabalho 

do nosso grupo verificamos que, mesmo em lesões estabelecidas, a presença 

de neutrófilos em abundância caracterizava as formas mais exuberantes de 

lesão. (Morgado et al., 2011). A presença de supuração associada a infiltração 

de neutrófilos em lesões linfocutâneas também foi descrito (Quintella et al., 

2011).  

Por outro lado, há muito que se reconhece que a imunidade protetora 

contra patógenos fúngicos depende da ativação de células ligadas à resposta 

imune adaptativa, envolvendo subconjuntos Th1 e Th17 de linfócitos T, enquanto 

uma resposta Th2 elevada promove infecções fúngicas (van de Veerdonk e 

Netea, 2010). Além disso, foram realizados alguns estudos sobre o papel das 

células T reguladoras (Tregs), um subconjunto de células T com fenótipo 

CD3+CD4+CD25+ Foxp3+, que regula as respostas do sistema imunológico. 

Vale ressaltar que o papel das células Tregs na infecção por fungos ainda é 

controverso. Alguns estudos mostraram que as Tregs aumentam a proteção 

contra diferentes fungos como Candida albicans (Pandiyan et al., 2011; Netea et 

al., 2004) e Cryptococcus neoformans (Schulze et al., 2014; Wiesner et al., 

2016), enquanto em outros modelos, Tregs promoveram infecção fúngica 

(Felonato et al., 2012; Whibley et al., 2014). 

Estudos sobre o mecanismo de infecção e estabelecimento da 

esporotricose em casos humanos e modelos animais buscam entender a 

dinâmica da interação fungo-vertebrado (Tachibana et al., 1998, Tachibana et 

al., 1999, Morgado et al., 2011, Guzman-Beltran et al., 2012, Li et al., 2012, 

Romo-Lozano et al., 2012, Verdan et al., 2012, Negrini Tde et al., 2013, 

Rodrigues et al., 2013). Estudos têm sido realizados para entender a maior 

susceptibilidade de felinos, com a perspectiva de controlar a infecção nesses 

animais (Barros et al., 2011, Miranda et al., 2013, Miranda et al., 2016); descrição 

da circulação de novas espécies e a determinação da circulação de complexos 
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de espécies têm sido indicados em algumas regiões (Oliveira et al., 2011, 

Fernandes et al., 2013, Liu et al., 2013, Oliveira et al., 2013, Oliveira et al., 2014, 

Rodrigues et al., 2014a).  

Um fato considerado importante é a compreensão da interação entre o 

fungo, enquanto agente causal da esporotricose, e a resposta imune do 

hospedeiro (tanto em animais quanto em humanos), o que possibilita i) o 

desenvolvimento de casos típicos e atípicos, ii) leves ou graves, iii) de fácil 

controle ou difícil evolução para a cura clínica. Neste tópico, estudos realizados 

em modelo murino de infecção experimental (exemplificado por Carlos et al., 

2009), sugerem a importância da imunidade celular na resistência do hospedeiro 

a esta infecção fúngica. A resposta imune celular bem modulada seria importante 

para o controle da infecção e em casos de exacerbação da função efetora a 

lesão tecidual poderia ser agravada. Estes dados são muito semelhantes aos 

identificados em outras doenças cutâneas, notadamente na leishmaniose 

(exemplificado por Gaze et al., 2006).  

Diferenças na imunogenicidade entre os diversos isolados clínicos de S. 

schenckii sensu lato e o reconhecimento de vários antígenos fúngicos por 

anticorpos específicos induzidos em humanos, gatos e roedores foram relatados 

(Fernandes et al., 2013; Della Terra et al., 2017).  Além destes, outros estudos 

também demonstraram como a imunidade celular na esporotricose promove  

proteção, por meio da resposta imune de linfócitos T auxiliares (Th1, Th2 e Th17) 

induzida in vitro ou em modelos murinos infectados pelo S. schenckii sensu 

stricto (Uenotsuchi et al., 2006; Maia et al., 2006; Ferreira et al., 2015; Gonçalves 

et al., 2017). No entanto, o papel das Tregs na esporotricose ainda não foi 

determinado, e estudos comparativos de resposta imune celular para as 

diferentes espécies de S. schenckii sensu lato não foram realizados. Além da 

controvérsia sobre o papel de célula T reg no controle das infecções fúngicas, o 

perfil de células Th17 também é controverso pois pode ser estimulado pelas 

citocinas de regulação, liberadas neste contexto de células T regulatórias (Osório 

et al. 2008). 

Recentemente, foi relatado que diferenças na composição da parede 

celular entre S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis podem modular a 

interação do fungo com os receptores de células monunucleares humanas 

durante a infecção. (Martínez-Alvarez et al., 2017). Outros estudos recentes 
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mostraram que várias proteínas potencialmente envolvidas em estratégias de 

evasão imune são expressas em S. brasiliensis, mas não em S. schenckii 

(Rossato et al., 2018), e que S. brasiliensis produz os mais altos níveis de 

estresse oxidativo em um modelo murino entre as espécies de S. schenckii 

sensu lato (Mario et al., 2017). Esses achados sugerem que também deve haver 

diferenças na estimulação de respostas específicas das células T entre essas 

duas espécies. Neste contexto, recente trabalho foi realizado para analisar 

comparativamente a resposta de linfócitos T CD4+ induzida por S.schenckii 

sensu stricto e S. brasiliensis em modelo murino de esporotricose subcutânea. 

Demonstrou-se que o padrão na infecção por S. brasiliensis sugere uma 

resposta imune celular mediada por Th17, numa tentativa de controlar a infecção 

fúngica enquanto reduz a resposta inflamatória excessiva e deletéria por meio 

das céluas T regulatórias. (Batista-Duharte et al., 2018) 

Chen et al. (2015), descreveram uma possível relação entre baixos níveis 

percentuais de células do perfil Th1 e Th17 com manifestações clínicas mais 

importantes e maior tempo de duração da doença. Diante disto, é sugerida a 

combinação terapêutica de antifúngico e imunomoduladores, o que aponta a 

influência da resposta imune na evolução da esporotricose. 

A capacidade do patógeno fúngico de causar doença depende de sua 

sobrevivência no hospedeiro por evasão do sistema imunológico, principalmente 

o mecanismo antimicrobiano dos fagócitos. A função das células imunes está 

intimamente ligada à geração de espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen 

species -ROS) e é fortemente influenciada pelo potencial redox do ambiente 

extracelular. Além disso, o equilíbrio oxidante / antioxidante intracelular é um 

determinante importante da atividade da célula imune; o nível antioxidante nas 

células imunológicas desempenha um papel crucial na proteção contra o 

estresse oxidativo e na preservação da função adequada. A esporotricose causa 

dano tecidual, o que pode levar a um estado de estresse oxidativo, reduzindo a 

resposta imune e melhorando a sobrevivência de patógenos no hospedeiro. Os 

resultados sugerem que um defeito na função da NADPH oxidase causa 

esporotricose sistêmica letal e, portanto, ânion superóxido e seus metabólitos 

produzidos por fagócitos desempenham um papel importante na proteção do 

hospedeiro contra esse fungo. (Kajiwara et al., 2004) 
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Schaffner et al., (1986),  relataram que o S. schenckii com maior virulência 

se mostrou resistente à morte por neutrófilos e também por H2O2. A ativação de 

macrófagos também  induz a produção de espécies reativas de oxigênio e 

intermediários de nitrogênio como óxido nítrico (NO), que parecem exercer papel 

protetor, facilitando a eliminação de agentes infeciosos, com o Sporothrix spp. 

(Nathan et al., 1991). O estudo das espécies reativas de oxigênio produzidas por 

neutrófilos e macrófagos é de grande interesse para melhor compreesão do 

papel da imunidade inata em todo este mecanismo. Neutrófilos secretam 

metabólitos oxidativos com ação fungicida e fungistática contribuindo com a 

resposta inata. 

Na resposta imune adquirida do tipo Th1, linfócitos T CD4+ e outras 

células apresentadoras de antígeno secretam interferon-gama (IFN-γ), ativando 

macrófagos que então, sob ação do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α), 

produzem óxido nítrico que apresenta intensa toxicidade contra o Sporothrix spp. 

Após fagocitar conídios e leveduras, os macrófagos também produzem espécies 

reativas de oxigênio de ação fungicida e fungistática (Gonçalves et al., 2017; 

Flores-García et al,.2015; Lee et al., 2017).  

Apesar do conhecimento produzido, o modelo murino e os estudos in vitro 

podem não ser apropriados para a compreensão de fatores relacionados à 

evolução clínica das diferentes formas de apresentação da esporotricose 

humana. No entanto, devido à escassez de casos, as informações existentes na 

literatura sobre a resposta imune específica ao S. schenckii em pacientes ainda 

é inconsistente, principalmente aquelas verificadas em estudos da inflamação in 

situ, campo no qual poucos trabalhos foram publicados (Koga et al., 2001, Koga 

et al., 2002, Morgado et al., 2011, Quintella et al., 2011; Morgado et al., 2016).  

Em duas publicações (Koga et al., 2001, Koga et al., 2002) os autores 

estudaram 5 casos e verificaram que 0,2 a 0,8% das células do infiltrado 

inflamatório eram células dendríticas de permeio a um infiltrado misto de células 

CD4+ e CD8+, além de células IFN-gama positivas, semelhantes a células 

linfóides mononucleares na periferia dos granulomas. Em dois artigos recentes 

foi estudada a lesão tecidual de SP por histopatologia (Quintella et al., 2011) e a 

composição/organização do processo inflamatório por imunohistoquímica 

(Morgado et al., 2011). Neste último, nosso grupo estudou a inflamação in situ 

comparando casos de forma fixa e linfocutânea (LC) da esporotricose e verificou-
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se que a maior extensão e potencial de gravidade das lesões na forma 

linfocutânea (LC) poderiam ser explicadas pela maior intensidade de reação 

inflamatória in situ o que levaria à destruição tecidual. Por outro lado, a resposta 

imune nas lesões de forma fixa da esporotricose foi mais balanceada levando ao 

controle da infecção sem destruição do tecido adjacente e propagação do fungo. 

(Morgado et al., 2008). Observou-se que, ao contrário da forma fixa da 

esporotricose, as lesões da forma LC apresentaram reação inflamatória mais 

intensa e difusa associadas a intensa necrose e formação de pus, caracterizando 

uma resposta imune descontrolada. A maior gravidade destas lesões pôde ser 

associada ao maior percentual de linfócitos T CD4+, linfócitos B CD22+, 

neutrófilos e expressão de NOS2, que sugere maior atividade inflamatória. 

Observou-se que a resposta imune do hospedeiro, em especial da pele, mantém 

um padrão fenotípico e de atividade inflamatória, porém com algumas 

peculiaridades que poderiam influenciar a progressão da doença. 

Em outro trabalho, Morgado et al. avaliaram os níveis de Il-10 e INF-γ 

sistêmicos e nas lesões in situ das formas cutâneas fixa e linfocutânea em 

pacientes com esporotricose, comparando-os com os de indivíduos saudáveis. 

Demonstraram que os níveis sistêmicos de INF-γ eram maiores nos pacientes 

com esporotricose que nos indivíduos saudáveis, mas não havia diferença 

significativa nos níveis in situ de INF-γ entre as duas formas clínicas. Já em 

relação à IL-10, os níveis in situ foram maiores nas lesões da forma linfocutânea 

do que nas da forma fixa, mas não houve diferença entre os níveis sistêmicos, 

quando comparados com indivíduos saudáveis. (Morgado et al., 2016). 

Em particular, o tegumento cutâneo é descrito como sendo fundamental 

no desenvolvimento e seleção da resposta imune a vários agentes causais 

(Conceição-Silva et al. 1990, Pirmez et al. 1990, Conceição-Silva et al. 1994, 

Ahmed et al. 1994, Conceição-Silva et al. 1998, Khanolkar-Young et al. 1998, 

Orteu et al. 1998, Bertho et al. 2000). Assim, nos últimos anos uma grande 

quantidade de conhecimento sobre este órgão tem se acumulado, ajudando a 

montar um quebra-cabeça bem mais complexo do que se conhecia 

anteriormente. Neste sentido, o estudo da resposta imune in situ dos fenômenos 

regulatórios nas lesões de esporotricose pode auxiliar na compreensão dos 

mecanismos envolvidos no processo inflamatório localizado.  A compreensão 

destes mecanismos terá um impacto inegável na produção de 
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imunomoduladores e vacinas para o controle da esporotricose. Isto representa 

uma área crescente de pesquisa e promete importantes avanços em um futuro 

imediato (Batista-Duharte et al., 2016; Almeida et al., 2015; Portuondo et al., 

2016, 2017; de Almeida et al., 2018). 

 

 

1.7. A importância do diagnóstico diferencial entre esporotricose e 

leishmaniose 

 

As leishmanioses tegumentares (LT) são protozooses causadas por 

parasitas do gênero Leishmania. No Brasil, a principal espécie nomeada é a 

Leishmania brasiliensis, que é capaz de produzir tanto lesões cutâneas, quanto 

lesões mucosas. (Kevric et al., 2015) Em várias regiões do país, e 

principalmente no Rio de Janeiro, as áreas endêmicas de LT e esporotricose se 

sobrepõem, e devido a semelhança clínica entre as lesões cutâneas, o 

diagnóstico pode ser dificil, especialmente nos serviços que não possuem 

condições de realizar cultivos seletivos, exame histopatológico e diagnósticos 

moleculares. Muitas vezes o diagnóstico é meramente clínico, baseado na 

história epidemiológica e na reação de Montenegro (Orofino-Costa et al., 2013). 

Esta última, indica o contato do paciente com o agente etiológico da LT, mas 

não é capaz de afirmar que a lesão seja causada por parasitas do gênero 

Leishmania. Já que é um teste que demonstra a presença de memória 

imunológica celular por meio da reação de hipersensibilidade tipo IV, pela 

classificação de Gell e Coombs. (Olivier et al., 2016; Sanchez et al., 2017) 

Neste sentido, conhecer melhor as características de difrenças entre as 

duas infecções é fundamental para o correto diagnóstico e tratamento. Por 

outro lado, reconhecer semelhanças na resposta imunológica das duas 

infecções pode se mostrar interessante para a elucidação de vias comuns do 

processo inflamatório, que infleunciam na evolução clínica. Este conhecimento 

poderia ser util também para definição de tratamentos e condutas que possam 

ataur nas duas infecções com base nestes achados. 

Neste contexto, publicamos recentemente um artigo comparativo da 

resposta imune nas lesões de forma fixa da esporotricose, em comparação a 

forma localizada da LT, e da forma LC da esporotricose com a forma 
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esporotricoide da LT. Este trabalho é parte dos resultados deste trabalho, e 

demonstrou semelhanças e diferenças específicas da resposta inflamatória nas 

duas infecções. (Morgado et al., 2018) 
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1.7. Justificativa 
 

Além das diferenças inerentes ao tipo de agente infeccioso, outras podem 

surgir devido a particularidades entre espécies do mesmo patógeno ou mesmo 

entre variantes de uma mesma espécie. (Oliveira et al., 2011, Rodrigues et al., 

2013, Oliveira et al., 2014, Rodrigues et al., 2014b). Neste contexto, nos últimos 

anos foi demonstrada a presença de várias espécies do gênero Sporothrix, antes 

descritas genericamente como S. schenckii. Assim, hoje é consenso que o 

complexo Sporothrix schenckii sensu lato é formado pelas espécies S. schenckii 

sensu stricto, S. globosa, S. mexicana, S. luriei, S. pallida e S. brasiliensis. Esta 

última parece ser a mais comum em nosso país (Rodrigues et al., 2013), e 

parece causar um maior grau de destruição tecidual (Bonifaz et al., 2017). No 

entanto, o mecanismo que proporciona essas diferenças ainda não é 

completamente esclarecido e esta informação é importante não só para a correta 

compreensão da interação entre agente infeccioso e hospedeiro, mas também 

para facilitar a intervenção de modo a melhorar a evolução clínica de casos 

atualmente de difícil controle. 

Analisar aspectos funcionais da resposta imune como sua ação 

reguladora também pode assumir papel importante na compreensão da 

resolução das lesões. Entender este balanço pode indicar como a resposta 

imune é direcionada e/ou se mantém, levando a um melhor entendimento da 

evolução da micose. Neste sentido, compreender alguns aspectos da formação 

do processo inflamatório presente nos diferentes tipos de lesão de esporotricose 

e de outras infecções clinicamente semelhantes como a leishmaniose 

tegumentar americana pode descortinar informações que elucidem o 

entendimento de alguns mecanismos imunes da pele, que ocorrem na presença 

de patógenos causadores de lesão tecidual. A possibilidade da utilização de 

marcadores celulares e funcionais, tanto de ativação, quanto de regulação, 

possibilita o melhor entendimento deste balanço imunológico, que se dá frente a 

infecção. Com esse conhecimento, far-se-á possível o desenho de novas 

intervenções que possam minimizar o tempo de tratamento. 
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2. OBJETIVOS  

 

 

2.1.Objetivo geral: 
 

Avaliar o envolvimento da resposta imune in situ na apresentação clínica 

de pacientes com esporotricose, nas formas linfocutânea e fixa da doença. 

 

 

2.2. Objetivos específico: 
 

 

1. Identificar e comparar a expressão in situ de diferentes populações 

celulares entre as formas fixa e linfocutânea de apresentação da 

esporotricose; 

2. Identificar e comparar a expressão in situ de diferentes marcadores 

funcionais (citocinas, marcadores de ativação celular e regulação da 

resposta imune) entre as formas fixa e linfocutânea de apresentação da 

esporotricose; 

3. Descrever e comparar os resultados da expressão e distribuição das 

populações celulares e marcadores funcionais dos casos de 

esporotricose e leishmaniose tegumentar americana que apresentem 

lesões clinicamente semelhantes, verificando a presença de diferenças e 

semelhanças no processo inflamatório in situ: 

4. Comparar os dados do estudo in situ com dados clínicos dos pacientes, 

com ênfase em semelhanças e diferenças entre os grupos com forma 

linfocutânea e fixa da esporotricose.  
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3. ASPECTOS ETICOS 

 

 

Os estudos foram realizados com 127 pacientes com diagnóstico 

confirmado de; A) esporotricose: 1- 43 pacientes com a forma linfocutânea (LC); 

2- 36 pacientes com a forma fixa (F) e B) leishmaniose tegumentar americana: 

1- 30 pacientes com a forma cutânea localizada (LCL) e 2- 18 pacientes com a 

forma esporotricoide (SCL), atendidos no ambulatório de Laboratório de 

Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses (LabClin VigiLeish) do Instituto 

Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) - Fiocruz. A coleta de amostras 

foi realizada sempre antes do início do tratamento específico.  

O presente estudo está de acordo com a resolução 466/2012 do Conselho 

Nacional de Saúde. É subprojeto do projeto principal previamente aprovado pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do INI-Fiocruz em 2001 sob o número 0142001 

(SISNEP) e classificado como de prazo indeterminado. Em 2018 foi incluído na 

Plataforma Brasil, mantendo as características prévias e aprovado nos CEP-

IOC-Fiocruz e INI-Fiocruz sob o número CAAE: 88890518.6.0000.5248 e 

88890518.6.3001.5262, respectivamente. Devido a condições de obtenção das 

amostras biológicas, foi convencionada a utilização do TCLE do projeto que 

regula/organiza o atendimento no ambulatório do LaP Clin Vigileish-INI-Fiocruz, 

coordenado pelo Dr. Armando Schubach. Os fragmentos de lesão são mantidos 

no biorrepositório sob a guarda da orientadora no Laboratório de 

Imunoparasitologia-IOC. 

Foi adotado como critério de exclusão: os extremos de idade (pacientes 

abaixo de 18 anos e com mais de 80 anos), a concomitância de tratamentos 

imunossupressores,  alteração/ausência de níveis de compreensão necessários 

à assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), presença de 

fatores complicadores que alterassem a apresentação clínica, tamanho das 

lesões ativas (prioridade para diagnóstico), não possuir fragmento de lesão 

depositado no repositório sob a responsabilidade da orientadora.  

Os dados clínicos foram obtidos do prontuário de atendimento dos 

pacientes.  
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4. RESULTADOS 

  

Os resultados deste trabalho são apresentados em dois artigos, o primeiro 

onde se realizou um estudo comparativo do perfil inflamatório in situ entre as 

formas linfocutânea e fixa da esporotricose antes do início do tratamento, e o 

segundo onde se fez um estudo comparativo entre lesões com apresentação 

clínica semelhante na leishmaniose tegumentar americana e esporotricose, 

evidenciando semelhanças e diferenças entre elas e discutindo o perfil de 

resposta imune na pele 

 

ARTIGO 1 

“Investigação da influência dos fenômenos inflamatórios da resposta 

imune in situ na apresentação clínica da esporotricose humana”. 

 Artigo sendo submetido para publicação. Este artigo responde os 

objetivos 1, 2 e 4 

 

 

 ARTIGO 2 

“Unbalanced inflammatory reaction could increase tissue destruction and 

worsen skin infectious diseases – a comparative study of leishmaniasis and 

sporotrichosis”. 

Artigo publicado no periódico Scientific Reports, 2018; 8:2898 

Este artigo responde ao objetivo 3 
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4.1. ARTIGO 1 - Investigação da influência dos fenômenos inflamatórios da 

resposta imune in situ na apresentação clínica da esporotricose humana 

  

 

 

ARTIGO 1  

 

INVESTIGAÇÃO DA INFLUÊNCIA DE FENÔMENOS 

INFLAMATÓRIOS DA RESPOSTA IMUNE IN SITU NA APRESENTAÇÃO 

CLÍNICA DA ESPOROTRICOSE HUMANA 

 

A. J. Seba1, J. Leite-Silva1, M. I. F. Pimentel2, M. R. Lyra2, M. M. Oliveira3, A. O. 

Schubach2 & F. Conceição-Silva1 

1Laboratório de Imunoparasitologia, Instituto Oswaldo Cruz, Fundação Oswaldo Cruz, 

Rio de Janeiro, Brazil.  

2Laboratório de Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses, Instituto Nacional de 

Infectologia Evandro Chagas, Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil,  

3 Laboratório de Pesquisa em Dermatozoonoses em Animais Domésticos, Instituto 

Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 

Brazil 

Correspondence and requests for materials should be addressed to F.C.-S. (email: 

fconcei@ioc.fiocruz.br) 
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RESUMO 

A esporotricose, doença fúngica transmitida principalmente por traumatismo cutâneo 

com fontes contaminadas por espécies de fungos do gênero Sporothrix, tem aumentado 

exponencialmente em várias regiões do mundo, com crescente infecção em mulheres e 

crianças, principalmente devido a casos relacionados a transmissão zoonótica por felinos 

domésticos. As lesões mais características são: a forma linfocutanea (LC), assim chamada 

por apresentar várias lesões no trajeto de vaso linfático; e a forma fixa (F), caracterizada 

por presença de lesão única, normalmente auto-limitada. A exemplo de outras infecções 

do tegumento cutâneo, é possível identificar a participação da resposta imune na evolução 

das lesões, mas ainda faltam dados que permitam a melhor compreensão dos mecanismos 

envolvidos. No presente estudo analisamos a expressão de marcadores celulares (CD4, 

CD8, CD68, mastócito, neutrófilos, NK) e funcionais (CD25, FoxP3, IL-33, ST2-L, IL-

17, NOS2) do processo inflamatório in situ nas lesões LC e F em 31 pacientes antes do 

início do tratamento específico, através da técnica de imunohistoquímica. Os resultados 

demonstraram que os pacientes com forma F apresentavam perfil de resposta imune mais 

equilibrado, o que poderia sugerir um melhor controle da inflamação levando a lesão 

única, sem acometimento linfático. Nestes pacientes foi identificada maior concentração 

de IL-33 e seu receptor, ST2L, bem como de células CD25+ e FoxP3+. Por outro lado, em 

lesões LC verificou-se maior concentração de NOS2, células T CD4+, T CD8+, 

macrófagos e neutrófilos, o que parece compor um infiltrado pró inflamatório ligado a 

ativação e sugerindo uma explicação para as lesões mais extensas, com acometimento 

linfático. Em conjunto, os dados sugerem que a apresentação clínica mais exacerbada 

verificada na forma LC está ligada a processo inflamatório mais exuberante com 

percentuais mais expressivos de células e aparato funcional ligado da atividade pro-

inflamatória e citotoxicidade. Isso se torna mais importante, quando verificamos que, em 

todos os casos em que foi possível a identificação da espécie fúngica, foi observado o 

crescimento de S. brasiliensis. A melhor compreensão da atividade inflamatória in situ 

envolvida na evolução das lesões cutâneas de esporotricose pode trazer informações que 

permitam o estabelecimento de padrões prognósticos, assim como dar suporte ao 

desenvolvimento de drogas e imunoterápicos eficazes no controle da infeção. 

Palavras chave – esporotricose, forma linfocutânea, forma fixa, imunohistoquímica, 

processo inflamatório, in situ, resposta imune 
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INTRODUÇÃO 

 

A esporotricose é uma micose subcutânea, classicamente vinculada à transmissão 

em meio rural onde a infecção ocorre por traumatismo cutâneo a partir de espinhos, farpas 

de madeira, gravetos contaminados com o fungo. No entanto, nos últimos anos ocorreu 

evidente expansão da infecção para áreas urbanas, principalmente ligada à transmissão 

por arranhadura e mordedura de felinos domésticos, o que levou à modificação do perfil 

epidemiológico com aumento do número de casos entre mulheres, crianças e outros 

animais domésticos como o cão (Miranda et al., 2011, Pereira et al., 2011, Rees, 

Swartzberg, 2011, Borges et al., 2013, Miranda et al., 2013). É causada por fungos do 

complexo Sporothrix spp definidos por estudos moleculares como sendo composto por 

diversas espécies, dentre elas Sporothrix schenckii sensu stricto, S. brasiliensis, S. 

globosa, S.mexicana e S. luriei (Oliveira et al., 2011, Fernandes et al., 2013, Liu et al., 

2013, Oliveira et al., 2013, Oliveira et al., 2014, Almeida-Paes et al., 2015). A micose tem 

ampla distribuição geográfica, apresentando-se principalmente como surtos limitados 

(Guzman-Beltran et al., 2012). No entanto, nos últimos anos vem ocorrendo aumento do 

número de casos em todo o planeta, ligado a mudanças do perfil epidemiológico (Bhutia 

et al., 2011, Dias et al., 2011, Song et al., 2011, Sivagnanam et al., 2012, Verma et al., 

2012, Mata-Essayag et al., 2013, de Oliveira et al., 2014, Lupi et al., 2005, Morris-Jones, 

2002, Pappas et al., 2000, Lyon et al., 2003, Bonifaz et al., 2010; Chakrabarti et al., 2015). 

Esta micose tem sido diagnosticada em várias regiões do Brasil com número crescente de 

casos, principalmente no Rio de Janeiro (Barros et al., 2011, Almeida-Paes et al., 2014) 

onde S. brasiliensis parece ser predominante (Rodrigues et al., 2013) como demonstrado 

por Marimon et al. (2007) que identificaram S. brasiliensis apenas em amostras 

provenientes do Rio de Janeiro. Esta espécie, quando comparada a outras, pareceu ter 

maior potencial de destruição tecidual, maior gravidade clínica (Freitas et al., 2015, 

Lopes-Bezerra et al., 2018; Fernandes et al., 2013, Rodrigues et al., 2014b).  

No ser humano a infecção pode se apresentar sob formas clínicas variadas, sendo 

as mais comuns a forma linfocutânea (LC - 70-80% dos casos) e a forma fixa (F - 20-

25%) (Barros et al., 2004; Orofino-Costa et al., 2017). Outras apresentações clinicas 

como forma disseminada e extracutânea (visceral, mucosa e osteoarticular) são 

consideradas pouco frequentes (Aronowitz et al., 2017, Bonifaz et al., 2017).  Mudanças 

no perfil de virulência do fungo e da resposta imune do hospedeiro têm sido implicados 

no desenvolvimento de diferentes formas clínicas (Kong et al., 2006, Alegranci et al., 



25 

 

2013, Morgado et al., 2011, Morgado et al., 2016), mas até o momento não foi possível 

detectar fatores do hospedeiro que comprovadamente influenciassem a evolução da 

esporotricose nas suas variadas apresentações (Uenotsuchi et al., 2006, Alegranci et al., 

2013, Morgado et al., 2011, Morgado et al., 2016). Neste sentido, apesar da literatura 

ainda restrita, estudos em modelo experimental e em lesões humanas e felinas têm 

apontado para a importância da resposta imune na evolução da esporotricose (Kong et al., 

2006, Gonçalves et al.,2015, Alba-Fierro et al., 2016, Morgado et al., 2008; Morgado et 

al., 2011, Miranda et al., 2011; Miranda et al., 2013).  Verificou-se que tanto a resposta 

imune inata quanto a resposta imune específica estão implicadas na regulação da carga 

fúngica, na lesão tecidual e consequentemente no surgimento de formas limitadas ou 

progressivas da esporotricose. Estudos realizados em modelo murino de infecção 

experimental sugerem a importância da imunidade celular na resistência do hospedeiro, 

com a participação de linfócitos T CD4, inclusive na interação com macrófagos. 

(Tachibana et al., 1999, Carlos et al., 2009, Alegranci et al., 2013). Outros estudos 

evidenciaram a importância de anticorpos da classe IgA e IgG, especialmente IgG1 e IgG 

3 (Nascimento et al., 2005, Almeida-Paes et al., 2013), assim como de receptores toll-like 

tipo 2 (TLR-2) e citocinas como fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucinas 

tipo IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-17, assim como interferon gama (IFN-γ), fator de 

crescimento transformador beta (TGF-β), além de oxido nítrico (NO) (Negrini et al. 

2013). Estas últimas têm sido implicadas na derivação de resposta Th1 e/ou Th17 na 

consequente regulação da diferenciação de CD4 na resposta fungo-específica (Maia et al., 

2016). Neste contexto, foi descrita uma possível relação entre baixos níveis percentuais 

de células do perfil Th1 e Th17 com manifestações clínicas mais relevantes e maior tempo 

de duração da doença (Chen et al.,2015). Demonstrou-se em camundongos uma reação 

inflamatória mais intensa pelo S. brasiliensis, com manutenção do padrão Th17, e mais 

células T regulatórias e suas citocinas de regulação (Il-10, TNF-alfa), em comparação 

com Sporothrix schenckii sensu stricto (Batista-Duharte et al.,2018). 

Em pacientes foram realizados poucos estudos visando a detecção da resposta 

imune. Em duas primeiras publicações (Koga et al., 2001, Koga et al., 2002) os autores 

estudaram o infiltrado inflamatório de 5 casos e verificaram 0,2 a 0,8% de células 

dendríticas de permeio a um infiltrado misto de células CD4+ e CD8+, além de células 

IFN-γ+. A lesão tecidual de esporotricose foi estudada através da histopatologia 

(Quintella et al., 2011), e a composição/organização do processo inflamatório através da 

imunohistoquímica (Morgado et al., 2011). Neste último estudo, comparou-se a 
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inflamação in situ de casos de forma fixa (F) e linfocutanea (LC) da esporotricose e 

verificou-se que a maior extensão e potencial de gravidade das lesões LC poderiam ser 

explicadas pela maior intensidade de reação inflamatória in situ, o que levaria à destruição 

tecidual. Por outro lado, a resposta imune nas lesões F foi mais balanceada, levando ao 

controle da infecção sem destruição do tecido adjacente e propagação do fungo (Morgado 

et al., 2011). Observou-se que, ao contrário das lesões da forma F, as lesões LC 

apresentaram reação inflamatória mais intensa e difusa associadas a intensa necrose e 

formação de pus caracterizando uma resposta imune descontrolada. A maior gravidade 

destas lesões pôde ser associada ao maior percentual de linfócitos T CD4+, linfócitos B 

CD22+, neutrófilos e expressão de NOS2, que sugere maior atividade inflamatória. 

Posteriormente, demonstrou-se que os níveis sistêmicos de INF-γ eram maiores nos 

pacientes com esporotricose que nos indivíduos controles saudáveis, mas não havia 

diferença significativa nos níveis sistêmicos e in situ de INF-γ entre as duas formas 

clínicas. Já em relação a IL-10, os níveis in situ foram maiores nas lesões LC que F, mas 

não houve diferença entre os níveis sistêmicos, quando comparados com indivíduos 

saudáveis (Morgado et al., 2016). 

Em paralelo a estas informações, nos últimos anos alguns estudos in vitro e 

experimentais têm chamado a atenção para os mecanismos reguladores/moduladores da 

resposta imune inata como sendo importantes para a continuidade ou controle da infecção. 

Verificou-se que células dendríticas (DC) podem regular o balanço entre resposta anti e 

pro inflamatória a fungos, na dependência do reconhecimento de antígenos. Esses dados 

sugerem que diferentes estímulos podem induzir diferentes resposta imunes (Verdan et 

al., 2012). O papel dos mastócitos em infecção pelo Sporothrix schenckii foi avaliado em 

ratos, a partir do contato de células peritoniais desses animais com os conídeos do fungo, 

demonstrando que os mastócitos facilitam a disseminação dos fungos e aumentam a 

gravidade clínica da infecção (Romo-Lozano et al., 2012).  

O tegumento cutâneo é descrito como fundamental no desenvolvimento e seleção 

da resposta imune a vários agentes causais (Conceição-Silva et al. 1990, Pirmez et al. 

1990, Conceição-Silva et al. 1994, Ahmed et al. 1994, Conceição-Silva et al. 1998, 

Khanolkar-Young et al. 1998, Orteu et al. 1998, Bertho et al. 2000). Apesar dos dados até 

o momento coletados, e de algumas diferenças importantes já terem sido observadas entre 

o tipo de patógeno causador de uma doença e a resposta imune da pele, bem como as 

repercussões clínicas e terapêuticas em cada indivíduo, o mecanismo de controle da 
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infecção ainda não é totalmente esclarecido. No caso específico da esporotricose, as 

diferenças entres as formas clínicas de apresentação LC e F parecem ter múltiplos fatores 

dentro da resposta imune da pele e dentro do perfil de cada paciente, que merecem ser 

aprofundados. As características imunológicas demonstradas através de marcadores 

celulares e funcionais possibilitam o aprimoramento desses conhecimentos. Assim, no 

presente estudo avaliamos marcadores celulares (linfócitos TCD4 e TCD8, macrófagos, 

mastócitos, neutrófilos e células NK) e funcionais (IL-17, IL-33, ST2-L, FoxP3, CD25, 

NOS2) em pacientes com esporotricose nas formas LC e F. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS: 

CASUÍSTICA 

 O estudo foi realizado com 31 pacientes de esporotricose, atendidos no Instituto 

Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) – Fundação Oswaldo Cruz, Rio de 

janeiro, divididos em dois grupos: 1- forma linfocutânea (LC, n=19); 2- forma fixa (F, 

n=12). Todos os pacientes incluídos assinaram termo de consentimento aprovado nos 

projetos CAAE 88558418.0.0000.5262 (diagnostic and clinical care), CAEE 

88890518.6.0000.5248 (IOC- Fiocruz) and CAAE 88890518.6.3001.5262 (INI – 

Fiocruz). Foram adotados como critérios de exclusão: os extremos de idade (pacientes 

<18 e > 80 anos), a concomitância de tratamentos imunossupressores, não assinatura do 

termo de consentimento. Os dados clínicos foram obtidos do prontuário de atendimento 

dos pacientes no Laboratório de Pesquisa Clínica e Vigilância em Leishmanioses, INI, 

Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.  

 

DADOS CLÍNICO-EPIDEMIOLÓGICOS 

 Todos os casos tiveram seu diagnóstico confirmado por isolamento do fungo a 

partir de material de lesão. Nos casos possíveis a espécie do fungo foi identificada como 

descrito abaixo. Foram coletados dados de sexo, idade, forma clínica, localização das 

lesões, sintomatologia, fonte provável de contaminação. Estes dados foram comparados 

entre si e com os resultados de caracterização do processo inflamatório por 

imunohistoquímica. 

 

IMUNOHISTOQUÍMICA 
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A análise dos tecidos das lesões foi realizada por imunohistoquímica como 

previamente descrito (Morgado et al, 2011). Resumidamente foram usados anticorpos 

monoclonais primários para caracterização fenotípica anti- CD4 (clone 4B12), -CD8 

(clone C8/144B), -mastócitos (clone AA1), -CD56 (NK, clone 123C3)), - elastase 

neutrofilica (clone NP57) e -macrófagos (clone KP1) (todos de DakoCytomation, 

Dinamarca), e para caracterização funcional anti-NOS2 (Abcam), -CD25 (clone BC96), 

anti-Foxp3 (clone PCH101), IL-17 (eBio64DEC17) (todos de eBioscience), anti-IL33 

(clone 390412 – Pharmingen, USA), -ST2L (clone B4E6,  Mdbiosciences, USA). Após 

incubação com anticorpo primário biotiniliado, streptoavidina peroxidase e cromógenos 

AEC (Vector Lab, USA), os tecidos foram contra-corados com Hematoxilina de Mayer 

(Dako) e montados com lamínula. Foi utilizado microscópio óptico (NIKON E-200, 

Japão), e o programa Soft Imaging System (analySIS – Motic Plus) foi usado para captura 

e armazenamento de imagens. A leitura das lâminas foi feita por contagem percentual das 

células marcadas, utilizando-se como padrão a contagem de 500 células. Para análise da 

distribuição de NOS2 foi realizado o cálculo do infiltrado inflamatório por mm2 de tecido. 

The staining intensity was scored in ten microscopic fields (200x magnification) as rare 

(at least 1 positive area / field), discrete (2–3 positive areas / field), moderate (4–5 positive 

areas / field) and intense (>5 positive areas / field) as previously described (Morgado et 

al, 2016).  

 

CARACTERIZAÇÃO DOS ISOLADOS DE Sporothrix spp OBTIDOS DURANTE O 

PROCEDIMENTO DIAGNÓSTICO DOS PACIENTES. 

As amostras obtidas das lesões dos pacientes foram inicialmente caracterizadas 

fenotipicamente como pertencentes ao gênero Sporothrix spp. O DNA genômico 

purificado destas amostras foi então avaliado por RT-PCR como previamente descrito 

(Oliveira et al., 2011). As relações filogenéticas das amostras foram analisadas como 

previamente descrito (Oliveira et al., 2010). 

 

STATISCAL ANALYSIS 

Os dados foram armazenados e analisados utilizando-se o software R 3.3.2 (R 

Foundation for Statistical Computing, Brazil). A análise dos dados clínicos foi realizada 

pela descrição de frequências das variáveis qualitativas (sexo, idade, caracterização do 

fungo, forma clínica, localização das lesões, fonte de contágio e sintomas), e medidas-

resumo (mediana, mínimo e máximo) da idade e dos marcadores celulares e funcionais. 
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 A análise das amostras não relacionadas foi realizada através do teste não-

paramétrico de Mann-Whitney para comparação dos dados referentes aos resultados dos 

marcadores celulares e funcionais evidenciados pela técnica de imunohistoquímica, entre 

os grupos de forma LC e F. Quando aplicável, foram considerados como significantes p 

valores <0,05. 

 

3. RESULTADOS: 

POPULAÇÃO DE ESTUDO: 

Os resultados estão apresentados no quadro 1. Em ambos os grupos houve prevalência do 

sexo feminino. A média de idade em LC foi de 37 anos, e em F, 35 anos. A localização 

das lesões foi mais prevalente em membros superiores (MMSS) em ambos os grupos. 

Nove pacientes LC e 8 F apresentaram lesões em MMSS. Foram ainda identificadas 

lesões em MMII (3 LC e 2 F), em tronco (4LC e 2F) na face (3 LC). Não importando a 

forma clínica da esporotricose, a maioria dos pacientes não relatou espontaneamente a 

presença de sintomas. Quando presente, os mais comuns eram prurido e dor. Quando 

relatada, a fonte de contágio descrita foi contato com gato doente. No entanto, em 20 

casos não havia relato de provável fonte de contagio. (Tabela 1) Não houve diferença 

significativa entre as variáveis clínicas e demográficas entre os grupos estudados. 

Tabela 1: Distribuição dos dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes com 

esporotricose, de acordo com a apresentação clínica. Fundação Oswaldo Cruz, Rio de 

Janeiro – (TABELAS ESTÃO EM OUTRO ARQUIVO) 

 

IMUNOHISTOQUÍMICA 

Os resultados estão demonstrados nas tabelas 1 e 2. A infiltração celular era 

constituída predominantemente por linfócitos, principalmente CD4+, e macrófagos 

(tabela 1). Em relação aos marcadores celulares, no grupo de LC, houve maior número 

percentual de linfócitos T CD4+ (p=0,00002) e linfócitos T CD8+ (p= 0,01), assim como 

maior número de macrófagos (p=0,0006) e neutrófilos (p=0,0003), em relação ao grupo 

de forma F (figura 1). Os valores de mediana (mínimo e máximo) estão demonstrados na 

tabela 1. Não houve diferença estatística significativa entre a porcentagem de mastócitos, 

e células NK (CD56+), entre os grupos de LC e F, quando comparados. Também foi 

possível identificar formação de NET nos dois grupos. 

Em relação aos marcadores funcionais, houve prevalência de Fox-P3 (p=0,0009), 
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ST2-L (p=0,002), CD-25 (p=0,001) e IL-33 (p=0,01) na forma F, quando comparados 

com a forma LC. No entanto, IL-17 não apresentou diferença entre os grupos, 

provavelmente devido a variação de percentual de células positivas nos pacientes 

avaliados. 

Assim como para os macrófagos, as células NOS2+ eram mais frequentes na 

forma LC (p=0,04). No entanto, é digno de nota que o percentual de macrófagos não era 

acompanhado de intensidade semelhante de positividade para NOS2. (Tabela 4) 

 

Tabela 2. Marcadores celulares na SP formas LC e F, com porcentagem máxima e mínima, 

e as respectivas medianas da concentração (TABELAS ESTÃO EM OUTRO ARQUIVO) 

SP: Sporotrichosis – esporotricose; LC: Linfocutânea; F: Fixa 

 

Tabela 3. Marcadores funcionais na SP formas LC e F, com porcentagem máxima e 

mínima, e as respectivas medianas da concentração (ESSA TABELA EU NÃO 

CONSEGUI TIRAR, MAS TEM DE SER REVISADO O FORMATO) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

SP:Sporotrichosis – esporotricose; LC: Linfocutânea; F: Fixa 

 

 

 

Marcadores 

funcionais 

LC% 

Mediana 

(mín-máx) 

F% Mediana (mín-máx) pvalor 

IL-17 
13,11 

(4,23 – 24,89) 

12,55 

(8,00 – 38,90) 
>0,7186 

IL- 33 
10,34 

(4,09 – 15,16) 

14,11 

(8,23 – 23,12) 
0,01 

Anti foxP3 
8,67 

(5,00 – 13,74) 

14,78 

(7,00 - 23,89) 
0,0009 

CD25 
10,07 

(4,33 – 13,13) 

14,68 

(7,40 – 25,00) 
0,001 

ST2L 
9,43 

(4 – 18,78) 

15,67 

(8,33 – 24,22) 
0,002 
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Tabela 4: Intensidade expressão NOS2 forma linfocutânea (LC) e fixa (F) da 

esporotricose.  

 

 

Forma clínica Intensidade expressão de NOS2 

Raro Discreto Moderado Intenso 

LC 2 (10,5%) 4 (21%)  9 (47,3%) 2 (10,5%) 

F 4 (33,3%) 5 (41,7%) 2 (16,7%) 0 
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Figura2. Porcentagem de linfócitos T CD4+ (A); linfócitos T CD8+ (B); macrófagos 

(CD68+) (C); células positivas para elastase neutrofílica (neutrófilos) (D); FoxP3+ (E); 

ST2L (F); CD25+ (G); IL-33 (H).  
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IDENTIFICAÇÃO DE ESPECIES DO GENERO Sprothrix spp  

 

Em todos os 14 casos em que foi possível a identificação da espécie do fungo 

causador da infecção, o isolado foi caracterizado como S. brasiliensis. Destes, sete 

pacientes apresentaram a forma linfocutânea, e sete apresentaram a forma fixa. Nos 

demais casos não foi possível a identificação por falta de manutenção dos espécimes 

isolados.  

 

DISCUSSÃO  

Neste estudo analisamos a expressão de marcadores celulares e funcionais do 

processo inflamatório in situ nas lesões da forma linfocutânea (LC) e fixa (F) da 

esporotricose em 31 pacientes antes do início do tratamento específico, através da técnica 

de imunohistoquímica. Os resultados demonstraram um perfil de resposta imune mais 

equilibrado nos casos F, o que poderia sugerir um melhor controle da inflamação levando 

a evolução de quadro benigno com lesão única e auto-limitada. Nestes pacientes foi 

identificada maior concentração de IL-33 e seu receptor, ST2L, bem como de células T 

CD25+ FoxP3+, cujo perfil está ligado a células com função regulatória da resposta imune. 

Por outro lado, neste estudo, a avaliação da resposta imune in situ em lesões LC revelou 

maior concentração de NOS2, células T CD4+, células T CD8+, macrófagos e neutrófilos, 

o que parece compor um infiltrado pró inflamatório ligado a ativação que pode levar a 

desorganização tecidual, sugerindo uma explicação para as lesões mais extensas, com 

acometimento linfático, com apresentação clínica mais exuberante, quando comparada à 

p=0.01 

 

G H 
p=0.001 
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forma F. Esses resultados estão em acordo com aqueles previamente publicados 

demonstrando que, em relação ás lesões F, em lesões LC havia predominância de perfil 

de atividade inflamatória (Morgado et al, 2011). Algumas observações clinicas sugerem 

que o tempo de evolução poderia exercer papel determinante no acúmulo de elementos 

que compõem o processo inflamatório e com isso modificar o perfil de resposta imune 

(VigiLeish- comunicação pessoal). No entanto, os pacientes de nossa casuística 

apresentavam tempo de evolução semelhante. Isto se torna ainda mais relevante no 

sentido de que o levantamento dos dados clínicos não demonstrou diferença significativa 

em outros parâmetros clínicos, com exceção do número de lesões, quando os pacientes 

de forma fixa e linfocutânea foram comparados, o que está de acordo com outros registros 

de estudos em pacientes do Rio de Janeiro (Schubach et al., 2008; Barros et al., 2004; 

Lopes-Bezerra et al., 2006; Barros et al., 2008; Barros et al., 2011; Barros et al., 2015; 

Chakrabarti et al., 2015; Gremião et al., 2017).  

Os macrófagos e neutrófilos desempenham papel chave durante a resposta 

imunológica a elementos fúngicos, sendo responsáveis pela fagocitose, que é uma 

importante ferramenta de eliminação de agentes patogênicos (Liu, 2002; Nadal, Garcia-

Pedrajas e Ouro 2008; Karkowska-Kulet, Rapala-Kozik e Kozik 2009). Além de fungos, 

outras doenças infecciosas que atingem o tegumento cutâneo, como a hanseníase e 

leishmaniose, podem apresentar mecanismos semelhantes, apesar de serem causadas por 

agentes infecciosos distintos. Na hanseníase, doença causada pelo Mycobacterium leprae, 

há uma fraca resposta imune celular, com proliferação descontrolada de bacilos, 

numerosas lesões e extensa infiltração de pele e nervos nas formas lepromatosas 

multibacilares (Scollard et al., 2006) e, recentemente foi sugerido que a presença de NETs 

parece estar envolvida em lesões mais graves, e de pior prognóstico clínico na hanseníase 

multibacilar (Lima et al., 2019). No entanto, nossos resultados evidenciaram uma maior 

concentração de neutrófilos mas não de formação de NET nos casos de esporotricose na 

forma LC. A formação de NET pode estar ligada a diversos fatores, inclusive ao tempo 

de infecção e concentração do agente infeccioso no local. 

É também interessante verificar que a esporotricose é uma micose de 

acometimento predominantemente cutâneo, e que a organização do processo inflamatório 

localizado leva em conta a capacidade de resposta do sistema imune da pele. Neste sentido 

seria interessante comparar diferentes lesões do tegumento cutâneo em relação a 

organização da inflamação predominante para identificar o papel do padrão de resposta 

imune da pele na organização da inflamação localizada. Neste contexto, recentemente 
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relatamos a comparação do infiltrado inflamatório in situ de lesões clinicamente 

semelhantes de esporotricose e leishmaniose tegumentar americana (Morgado et al, 

2018). Neste estudo foi possível identificar algumas diferenças entre os dois tipos de 

infecção, mas principalmente foi possível verificar semelhanças de organização do 

processo inflamatório em lesões clinicamente semelhantes, mesmo sendo produzidas por 

agentes etiológicos distintos. Este dado sugere que, além da resposta imune individual de 

cada paciente e da influência do agente etiológico envolvido, particularidades da 

organização e capacidade de resposta do sistema imune da pele podem gerar padrões 

inflamatórios distintos. Se por um lado isto pode dificultar o diagnóstico, por outro lado 

pode indicar caminhos comuns para no futuro podermos compreender melhor a evolução 

destas infecções para sermos capazes de intervir terapeuticamente no seu controle.  

Além da resposta imune individual, mecanismos de adaptação do fungo podem 

influenciar o dano tecidual como nas formas com manifestações clínicas mais 

exuberantes na esporotricose. É sabido que os fungos do gênero Sporothrix apresentam 

dimorfismo com diferentes formas fúngicas no meio ambiente (micélio filamentoso 

septado) e nas lesões (estruturas leveduriformes). Essa particularidade pode atuar em 

mecanismos de evasão da resposta imune facilitando a sobrevivência do fungo 

(Fernandes et al., 1999) como já foi demonstrado para outros fungos como Blastomyces 

dermatitidis (teleomorfo Ajellomyces dermatitidis), Histoplasma capsulatum 

(teleomorfo Ajellomyces capsulatum), espécie Paracoccidioides (Boyce et al, 2015). 

Diversos mecanismos genéticos foram apresentados para explicar os meios pelos quais é 

possível que o fungo realize este movimento, e os dados sugerem que  esses mecanismos 

fúngicos possam aumentar a patogenicidade, e fazer com que os neutrófilos e macrófagos 

tenham maior dificuldade em eliminar o patógeno por meio de seus elementos de 

destruição, como espécies reativas de oxigênio (ROS – reactive oxygen sprecies) e NO 

(óxido nítrico) (Gantner et al. 2003 ; Bellocchio et al. 2004 ; Roeder et al. 2004; Boyce 

et al., 2015).  Estes mecanismos podem envolver reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs - pathogen-associated molecular pattern)  e seus 

receptores (PRRs - pattern recognition receivers) nas membranas de macrófagos, 

induzindo uma variedade de respostas celulares (Gantner et al. 2003 ; Bellocchio et 

al. 2004 ; Roeder et al. 2004; Lopes-Bezerra et al., 2011). O reconhecimento destes 

padrões age durante a iniciação da resposta imune e consequentemente na ativação de 

macrófagos, neutrófilos e células NK. A presença de células NK se mostrou semelhante, 

mas identificamos um maior número de neutrófilos e macrófagos, assim com maior 
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intensidade de expressão da enzima NOS2 (óxido nítrico sintetase), ligada a atividade 

parasiticida de macrófagos nas lesões LC. Esta organização da inflamação poderia estar 

ligada a maior destruição tecidual com consequente exacerbação das lesões. Sabe-se que 

existem outros fatores de virulência que podem aumentar a patogenicidade por facilitar a 

maior penetração/implantação do fungo na pele. Entre eles podemos citar fatores como 

termotolerância; presença de melanina; capacidade de adesão às células endoteliais, 

epiteliais, e à matriz extracelular. Com isso, as células fagocíticas não conseguem 

eliminar o patógeno, e o processo infeccioso mantido pode explicar o dano tecidual 

consequente em lesões mais exuberantes da doença, como na forma LC ou disseminada 

(Casadevall et al., 2006; Jacobson, 2000; Romero-Martinez et al., 2000; Lima et al., 2004; 

Ruiz-Baca et al., 2009; Barros et al., 2011). Na esporotricose, alguns relatos têm indicado 

uma possível relação entre a origem clínica do isolado do fungo e seu grau de virulência 

(Brito et al, 2007; Arrillaga‐Moncrieff  et al, 2009; Almeida-Paes et al, 2014; Almeida-

Paes et al, 2015; Almeida Paes et al, 2015; Della Terra et al, 2017; Ikeda et al, 2018; 

Oliveira et al, 2019). No entanto, esses trabalhos têm sido realizados in vitro ou em 

modelos animais e existe uma carência de confirmação de relatos com casos humanos. 

Neste sentido, Gutierrez-Galhardo et al (2008) não certificou correlação direta entre a 

forma clínica dos pacientes e as características do isolado relacionado. Assim, não pode 

ser negligenciada a ação da resposta imune do hospedeiro. Neste contexto, vários 

trabalhos têm demonstrado a correlação entre gravidade da esporotricose e quadros de 

imunossupressão (Kajiwara et al, 2004; Bunce et al, 2012; Bonifaz & Tirado-sanchez, 

2017; Queiroz-Telles et al, 2019). Também já foi demonstrado que felinos domésticos 

infectados com S. brasiliensis semelhantes aos identificados no ser humano tendem a 

desenvolver lesões mais graves e ricas em elementos fúngicos, o que não é normalmente 

observado na espécie humana, mesmo em casos em que fungo com as mesmas 

características foi isolado do paciente e de seu gato (Marion et al., 2007; Almeida-Paes et 

al., 2014).  

Além do maior percentual de CD4+, neutrófilos e células NOS2+ identificado em 

nossos resultado e em estudos anteriores (Morgado et al, 2011), já foi descrito na literatura 

que, apesar de não haver diferença na presença de IFN-γ e Il-10 no sangue periférico dos 

pacientes LC e F, a presença de IL-10 era predominante nos casos de lesões LC (Morgado 

et al, 2016). Isso mais uma vez aponta para um maior controle e modulação da resposta 

imune principalmente no sítio das lesões. Neste contexto, o presente estudo identificou a 

expressão de outros marcadores funcionais ligados a atividade inflamatória ou a seu 
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controle. Nós verificamos a expressão de marcadores funcionais ligados a maior atividade 

inflamatória (IL-17 e NOS2) e outros mais relacionados a atividade reguladora da 

resposta imune como IL-33 e seu ligante ST2L, além de FoxP3 e CD25, que em 

associação ou isoladamente atuam na modulação da resposta imune. Quando os dois 

grupos de pacientes foram comparados, ficou nítido que os casos de LC apresentavam 

maiores concentrações de marcadores celulares e funcionais de atividade inflamatória 

(NOS2, macrófagos, neutrófilos, TCD8+ e TCD4+) e os pacientes de forma F 

apresentavam maior expressão de marcadores ligados a atividade de modulação da 

intensidade de resposta imune como CD25, FoxP3, IL-33 e ST2L. Curiosamente, não 

detectamos diferenças em relação ao perfil de expressão de TH17, citocina implicada na 

literatura como ligada a casos de evolução clinica mais exacerbada (Batista Duharte et 

al., 2018).  Também não foi possível observar diferenças na concentração de células NK 

e mastócitos entre os grupos. Romo-Lozano et al (2012), realizaram um estudo avaliando 

o papel dos mastócitos em infecção pelo Sporothrix schenckii em ratos, a partir do contato 

de células peritoniais desses animais com os conídios do fungo. Demonstraram que os 

mastócitos facilitam a disseminação dos fungos e aumentam a gravidade clínica da 

infecção. Já em relação às células NK, não é bem definido o papel das células NK nas 

infecções fúngicas, embora esteja bem estabelecido seu papel essencial nas infecções 

causadas por vírus, pois recente trabalho demonstrou a importante ação das células NK 

para defesa do organismo frente a infecções virais. Além de características individuais, o 

tempo de lesão poderia estar influenciando a semelhança da distribuição desses dois 

elementos celulares em nossa casuística, já que em pacientes, é pouco comum 

identificarmos os primeiros momentos da infecção, já que a grande maioria dos pacientes 

procura o médico depois do estabelecimento clínico da infecção. Por outro lado, 

diferenças intrínsecas de capacidade de resposta imune e tempo de evolução da infecção 

poderiam influenciar estes fatores. Mais estudos poderão esclarecer melhor este 

complexo repertório (Romo-Lozano et al., 2012, Carlos et al., 2019). 

É amplamente relatado que o óxido nítrico (NO) produzido por macrófagos 

ativados é um mecanismo de defesa primário contra muitos patógenos fúngicos como: 

Penicillium marneffei, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans e Candida 

albicans e sua ação fungicida e fungistática são incontestáveis (Hibbs et al., 1987; 

Kajiwara et al., 2004). Contudo, também há maior dano tecidual associado a maior 

concentração de NO. Neste sentido, já foi demonstrado que componentes da parede de S. 

schenckii inibem a fagocitose in vitro e induzem liberação acentuada de NO e TNF-α por 
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macrófagos em culturas (Carlos et al., 2003). Fernandes et al., (2008) descreveram em 

modelo murino  um mecanismo de inibição da resposta imune adaptativa, mediada por 

linfócitos T, uma vez que níveis elevados de TNF-α e NO quando liberados em resposta 

à presença de leveduras nos tecidos, conduziria à síntese de mediadores de regulação da 

resposta imune, como IL-10, Fas-L e CTLA-4. Em fases iniciais da infecção já seria 

possível identificar o papel imunossupressor do NO, que se intensifica ao longo da 

infecção. Apesar da ação de NO na regulação de resposta imune ser ainda objeto de 

investigação, foi demonstrado significativa queda dos níveis de TNF-α entre 4 e 6 

semanas após o início da esporotricose, o que permitiu que o fungo se reproduzisse e 

infectasse ainda mais as células hospedeiras. Depois de 2 meses, houve novo aumento 

dos níveis de TNF-α e IL-1, o que promove ativação do sistema imune, com eliminação 

do fungo (Fernandes et al., 2008). 

Os fungos do gênero Sporothrix formam um complexo de espécies, que tem sido 

amplamente caracterizada na atualidade (Oliveira et al., 2011, Fernandes et al., 2013). 

Dentre elas, a espécie S. brasiliensis é demonstrada como predominante na infecção 

identificada na região de proveniência dos pacientes estudados e, nossos resultados de 

identificação de espécies demonstraram a presença de S. brasiliensis nos casos em que 

isto foi possível.  A predominância de S brasiliensis tem sido evidenciada ao longo dos 

anos em casos no Rio de janeiro, Brasil (Rodrigues et al., 2013, Marimon et al. 2007). 

Estudos de virulência e patogenicidade têm sugerido que S. brasiliensis possui maior 

potencial de destruição tecidual, maior gravidade clínica e crescente resistência a 

medicações (Freitas et al., 2015, Lopes-Bezerra et al., 2018; Fernandes et al., 2013, 

Rodrigues et al., 2014b). Cabe ressaltar que a literatura tem demonstrado que diferentes 

espécies de Sporothrix podem induzir diferentes intensidades de organização do processo 

inflamatório local na esporotricose. Neste contexto, recente trabalho foi realizado para 

analisar comparativamente a resposta de linfócitos T CD4+ induzida por S.schenckii 

sensu stricto e S. brasiliensis em modelo murino de esporotricose. Numa fase inicial, 

houve uma resposta bem mais ampla ao S. schenckii que ao S. brasiliensis, com presença 

de mediadores pró-inflamatórios como IL-6 e TNF-α. Em fase mais tardia, foi observada 

redução nas respostas Th1 e Th1-Th17 na resposta à infecção pelo S .schenckii, e uma 

redução semelhante, no perfil Th1 observado na resposta ao S. brasiliensis. Possivelmente 

este fato ocorre pelo efeito modulador das células Tregs nesta fase da infecção. 

Demonstrou-se que o padrão na infecção por S. brasiliensis sugere uma resposta imune 

celular mediada por Th17, numa tentativa de controlar a infecção fúngica enquanto reduz 
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a resposta inflamatória excessiva e deletéria por meio das células T regulatórias (Batista-

Duharte, 2018). Nossos resultados não identificaram diferenças nas concentrações de 

células TH17+ entre os dois grupos de pacientes, mas o perfil inflamatório dos pacientes 

LC demonstrou uma expressão de marcadores inflamatórios mais exuberante. Mais uma 

vez esse dado pode estar ligado a períodos de evolução da infecção que não apresentavam 

ainda o perfil que permitirá o controle da infecção. É preciso ressaltar no entanto, que a 

espécie amplamente predominante no Rio de Janeiro é o S. brasiliensis (Marimon et al, 

2007; Reis et al, 2009, entre outros) e que, nos 14 casos do presente trabalho em que foi 

possível a caracterização do fungo, havia um equilíbrio de casos entre os dois grupos (7 

casos em cada um), o que mais uma vez sugere que a resposta imune do hospedeiro exerça 

ação fundamental na organização da inflamação local nas lesões de esporotricose. 

O equilíbrio adequado entre as vias de ativação e regulação do sistema imune 

permite respostas pró-inflamatórias mais eficazes, capazes de resolver as infecções 

preservando os tecidos de possíveis danos, por meio de resposta anti-

inflamatória/moduladora adequada, ou seja, que fosse suficiente para controlar a resposta 

imune evitando dano tecidual, sem contudo produzir imunossupressão. Em nosso estudo, 

encontramos maior concentração de células TCD25+ FoxP3+ nas lesões de forma fixa. 

Estas células são células T com perfil de regulação (Tregs) e sua atuação na esporotricose 

ainda não foi verificada, não havendo dados na literatura. No entanto, em relação a outros 

fungos existem dados divergentes, onde alguns trabalhos demonstram benefício para 

resolução da doença com maior presença de células T reguladoras, enquanto outros 

demonstraram o contrário.  Recente estudo avaliou mediadores imunológicos em 30 

crianças com coccidioidomicose (Davini et al. 2018), demonstrando que os pacientes com 

perfil mais marcado por células T reguladoras tiveram pior desfecho, evoluindo para 

persistência da infecção. Isso sugere que células Tregs possam suprimir respostas 

imunológicas eficazes durante a infecção aguda por Coccidioides. Como células T regs 

(modulação) e Th17 (ativação) parecem se diferenciar por vias recíprocas, se há maior 

formação de células T regs por estímulo de IL-6 e TGF-beta, haverá menos células Th17 

pelas mesmas vias. Dados semelhantes haviam sido descritos em modelo murino, onde a 

expansão de células Tregs nos pulmões dos camundongos infectados por Coccidioides 

posadasii pode ter diminuído a sobrevida dos animais (Gonzalez et al., 2011). Por outro 

lado, estudos com outros microorganismos fúngicos, como Cryptococcus neoformans 

demonstraram ação bastante significativa das células Tregs em suprimir os efeitos 

deletérios das células Th2 no curso da infecção em modelo experimental de criptococose 
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pulmonar (Wiesner et al., 2016). Pandiyan et al. (2011) estudaram infecção por Candida 

albicans na mucosa oral de camundongos, para avaliar a resposta Th17 e de células Tregs. 

Os autores concluíram que células Tregs podem promover respostas agudas das células 

Th17 para suprimir a infecção.  Assim, as células Treg teriam um papel de controle e 

supressão de carga fúngica (Busse et al., 2010; Pandiyan et al., 2011). Em nossos 

resultados, a maior concentração de Tregs na forma fixa da esporotricose sugere um perfil 

mais equilibrado, onde o curso das lesões costuma ser mais benigno, quando comprada à 

forma linfocutânea.  

Vale ressaltar que pacientes com deficiência de FoxP3 apresentam uma síndrome 

conhecida por IPEX (Immunodeficiency, Poliendocrinopathy and enteropathy X-linked 

syndrome- síndrome de desregulação imune, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao 

X), que é classificada como uma imunodeficiência primaria rara, de herança recessiva 

ligada ao X, que afeta meninos. Há diversas manifestações clínicas sendo as infecções de 

extrema relevância, levando a quadros de sepse, inclusive por fungos, como Candida spp 

(Bin Dhuban et al., 2015; Moreira et al., 2017) Isto reforça a hipótese protetora e de bom 

prognóstico em relação ao perfil de células Tregs.  

IL-33/ST2L também apresentam relevante participação na resposta imune, e são 

constitutivamente expressos pelos linfócitos Th2 e T regs (Garlanda et al., 2013), além 

de basófilos, eosinófilos, células dendríticas, macrófagos e mastócitos (Oboki et al., 

2010). Assim como demonstrado em modelos murinos, também em humanos, a IL-33 

parece ter papel relevante na produção de citocinas e quimiocinas que prolongam a 

sobrevivência, e facilita a adesão de mastócitos (Allakhverdi et al., 2007; Iikura et al., 

2007). O bloqueio do receptor ST2L de macrófagos em modelo experimental demonstrou 

pior prognóstico em infecções bacterianas, com progressão para sepse (Sweet et al., 

2001). Foi demonstrado em infecção viral por citomegalovírus, que o ST2-L poderia ser 

expresso de forma transiente em células Th1, o que poderia estar ligada a diferenciação 

celular (Baumann et al., 2015). Este achado carece de confirmação em outros sistemas de 

infecção e maior detalhamento sobre a importância da presença temporária de células 

com perfil Th1 expressando receptor para IL-33, em relação à expressão já bem 

estabelecida desse receptor em células Tregs e com perfil do tipo 2. A IL33 funciona 

também como um alarme (alarmina), sendo sinalizadora da presença de danos teciduais 

(DAMPS- damage-associated molecular patterns). Isso se reflete no grande número de 

células-alvo para IL-33 e na sinalização de seu receptor, que gera a ativação de inúmeros 

reguladores transcricionais bastante amplos (Palmer et al., 2011; Garlanda et al., 2013). 
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Em nosso estudo, observamos maior concentração de IL33 e ST2-L na forma F da 

esporotricose. Não há relatos na literatura sobre o papel destes mediadores na 

esporotricose. No entanto, junto com outros resultados observados em nosso estudo, este 

achado é interessante no sentido de sugerir um padrão mais balanceado entre  inflamação 

e regulação da resposta imune, o que pode sugerir um papel regulatório de IL-33/ST2-L 

na resposta imune frente ao Sporothrix spp, e a aparência clínica mais auto-limitada da 

lesão de forma fixa. 

 

CONCLUSÕES 

Em conjunto os dados revelados pela análise do processo inflamatório presente 

nas lesões de esporotricose sugerem que a apresentação clinica mais exuberante, com 

comprometimento de sistema linfático e maior número de lesões, verificada na forma 

linfocutânea, pode estar ligada a resposta imune com características pró-inflamatória in 

situ. Essa hipótese pode ser explicada pelos percentuais mais expressivos de marcadores 

celulares possivelmente ligados à atividade pró-inflamatória e citotoxicidade. Já a forma 

fixa, que clinicamente se apresenta como lesão única, sem comprometimento do sistema 

linfático, revelou percentuais maiores de marcadores funcionais ligados a 

regulação/modulação do sistema imune. Isto pode justificar a apresentação clínica 

aparentemente mais simples da doença. Em todos os casos em que foi possível 

caracterizar as amostras, o fungo caracterizado foi o S. brasiliensis. Isso já era esperado, 

pois é sabido que esta espécie é a mais prevalente no Rio de Janeiro, de onde os pacientes 

são provenientes (Marimon et al., 2007; Oliveira et al., 2011). Há diversos trabalhos que 

descrevem esta espécie com a mais virulenta dentro do complexo Sporothrix spp, quando 

comparada a S. schenckii senso stricto, o que pode também se relacionar com quadros 

clínicos mais graves, com apresentações clínicas mais complexas (Almeida Paes et al, 

2014; Batista-Duharte et al., 2018; Arrilaga-Moncrief et al., 2009; Montenegro et al., 

2014; Sanchotene et al., 2015; Brandolt et al., 2018). No entanto, nossa casuística não 

permitiu tal observação. A melhor compreensão entre as possíveis interações entre o 

fungo, o hospedeiro e o sistema imune da pele demonstra ser de grande importância no 

entendimento das variadas formas clínicas apresentadas na esporotricose, ainda que 

causadas pelo mesmo agente etiológico. 
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4.2. ARTIGO 2: Unbalanced inflammatory reaction could increase tissue 

destruction and worsen skin infectious diseases – a comparative study of 

leishmaniasis and sporotrichosis 

 

Artigo publicado no periódico Scientific Reports, 2018; 8:2898 

 

Neste artigo foi realizado estudo comparativo entre o infiltrado inflamatório 

in situ em lesões de leishmaniose tegumentar americana (ATL) nas formas (A) - 

localizada (LCL-ATL; n=30) e (B) - forma esporotricoide (SCL-ATL; n=18), com 

lesões de esporotricose (SP), formas fixa (F-SP; n=24) e linfocutânea (LC-SP; 

n=24), e destes quatro grupos com indivíduos de pele saudável (n=9). O objetivo 

foi analisar características da resposta inflamatória produzida pelo sistema 

imune da pele, principalmente em relação a diferentes patógenos (Leishmania 

spp intracelular obrigatório e Sporothrix spp extracelular) capazes de produzir 

apresentações clínicas (lesões) similares. Foram selecionados 96 pacientes 

acompanhados no Laboratório de Pesquisa Clínica e Vigilância em 

Leishmanioses (LaPClinVigiLeish) do Instituto Nacional de Infectologia Evandro 

Chagas (INI), FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. Foi feita imunohistoquímica nas 

amostras obtidas a partir das lesões iniciais (pré-tratamento) de LTA e SP e de 

indivíduos controle (pele obtida em procedimentos estéticos). Os resultados 

demonstraram semelhanças e diferenças entre lesões de mesma etiologia e de 

etiologias diferentes. Particularmente foram evidenciadas semelhanças entre 

lesões de apresentação clínica similar, mesmo que produzida por agentes 

infecciosos diferentes, o que sugere um papel do sistema imune da pele na 

organização de respostas ótimas, na dependência do estimulo recebido. Assim, 

verificamos que o padrão inflamatório in situ pode ser distinto nos diferentes tipos 

de infecção, possivelmente pelas diferenças entre os patógenos, mas que 

também podem apresentar semelhanças entre si. Essa organização poderia 

apontar para um balanço na combinação entre estimulo patogênico e 

capacidade de resposta do sistema imune da pele na produção de tipos de lesão 

clinicamente semelhantes.  
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5. CONCLUSOES GERAIS 

 

 

1. Os resultados demonstraram um perfil de resposta imune mais 

equilibrado nos casos de esporotricose na forma fixa, o que poderia 

explicar a apresentação clínica com lesão única, menos extensa, sem 

acometimento linfático. Nestes pacientes foi identificada maior 

concentração de IL-33 e seu receptor, ST2L, bem como de células T 

CD25+ FoxP3+, cujo perfil está ligado a células com provável perfil mais 

modulador da resposta imune. Por outro lado, a avaliação da resposta 

imune in situ em lesões LC revelou maior concentração de NOS2, células 

T CD4+, células T CD8+, macrófagos e neutrófilos, o que parece compor 

um infiltrado pró inflamatório ligado a ativação, sugerindo uma explicação 

para as lesões mais exuberantes, com acometimento linfático.  

2. Os resultados de comparação da resposta imune in situ entre lesões 

cutâneas de Leishmaniose Tegumentar Americana e esporotricose 

indicaram algumas diferenças no perfil da resposta imune in situ, 

sugerindo que o sistema imune da pele é complexo e adaptável sendo 

capaz de respostas diferentes a patógenos intracelulares ou 

extracelulares. No entanto, independentemente dos agentes etiológicos, 

a reação inflamatória e as manifestações clínicas podem ser 

semelhantes. Isto pode ser verificado por algumas semelhanças entre o 

perfil da inflamação encontrado em lesões da forma esporotricóide da LTA 

e da forma linfocutânea da esporotricose, clinicamente muito 

semelhantes. Nestes pacientes foi verificado predominância de CD3, 

CD22, neutrófilos e macrófagos. Assim, a apresentação clínica de LTA e 

esporotricose pode ser explicado por uma combinação de fatores, tanto 

do SIS hospedeiro quanto do agente etiológico. O desequilibrado relação 

parasita hospedeiro pode resultar em manifestações atípicas de doença 

de pele. 

3. A ausência de evidencias epidemiológicas de diferenças na distribuição 

de sexo, idade, localização das lesões entre outros parâmetros enfatiza 

que as maiores diferenças clinicas encontram-se no tipo de lesão em cada 

forma clínica da esporotricose e que essas diferenças podem ser 
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causadas por fatores relacionados ao tipo e intensidade da resposta 

inflamatória organizada. Não se pode descartar a participação do agente 

etiológico nessa determinação, mas a homogeneidade de achados 

referentes a espécie de Sporothrix circulante no rio de Janeiro, fala a favor 

de uma participação importante na resposta imune do hospedeiro na 

evolução da esporotricose. 
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ANEXO 1: Termo de Compromisso e Responsabilidade 

 

 

 
TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE 

 

 

Nós, Amanda Jacobson Seba (doutoranda) e Fátima da Conceição Silva, 

orientadora do projeto de pesquisa intitulado “INVESTIGAÇÃO DA INFLUÊNCIA 

DOS FENÔMENOS DE REGULAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE IN SITU NA 

APRESENTAÇÃO CLINICA E EVOLUÇÃO DA ESPOROTRICOSE”, nos 

comprometemos manter a confidencialidade assim como a privacidade dos 

participantes do projeto.  

 

As identidades dos participantes, assim como os resultados obtidos com este 

projeto, serão mantidas em um banco de dados sob a responsabilidade das 

orientadoras. 

 

Os resultados obtidos com esta pesquisa serão divulgados em comunicações 

científicas mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado não 

será empregado em outras pesquisas, a não ser quando abertos novos 

protocolos. 

                                         

Rio de Janeiro, 02 de agosto de 2017. 

 

 

________________________________________ 

Amanda Jacobson Seba 

 

 

________________________________________ 

Fátima da Conceição Silva 
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ANEXO 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 
 
 
INSTITUIÇÃO: INSTITUTO DE PESQUISA CLÍNICA EVANDRO CHAGAS – 
FIOCRUZ 
 
COORDENADOR DA PESQUISA:  ARMANDO DE OLIVEIRA SCHUBACH 
 
ENDEREÇO:  Av. Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 21040-
900 
 
TELEFONES (0xx21) 3865-9525 / 3865-9609              / FAX (0xx21) 3865-9541 
 
NOME DO PROJETO DE PESQUISA: ESTUDO PARA A SISTEMATIZAÇÃO 
DO ATENDIMENTO DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE TEGUMENTAR 
AMERICANA NO CENTRO DE REFERÊNCIA EM LTA - INSTITUTO DE 
PESQUISA CLÍNICA EVANDRO CHAGAS - FIOCRUZ 
 
 
NOME DO VOLUNTÁRIO:  _______________________________________ 
 
 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doença que atinge seres 
humanos e animais, incluindo o cão, causada por parasitos chamados 
Leishmanias.  A doença é transmitida pelo "mosquito palha", que vive em regiões 
de mata, plantações de banana, manga etc. localizadas próximas às moradias 
humanas, onde costuma entrar para se alimentar de sangue de pessoas e 
animais domésticos.  A LTA se apresenta como feridas na pele de difícil 
cicatrização.  Algumas vezes, a LTA pode se tornar mais grave, envolvendo as 
mucosas de revestimento interno do nariz e da garganta, mesmo vários anos 
após a cicatrização da ferida na pele.  Atualmente, não temos como saber qual 
paciente adoecerá de novo e qual permanecerá curado definitivamente. 

Outras doenças como infecções por bactérias, tuberculose, sífilis, 
esporotricose, outras micoses, tumores etc. podem se manifestar de forma 
parecida com a leishmaniose e precisam ser diferenciadas para que se possa 
iniciar o tratamento correto.  Entretanto, com os exames existentes atualmente, 
nem sempre se consegue ter certeza absoluta sobre qual a doença em questão. 

No momento, várias perguntas precisam ser respondidas como: de que outras 
maneiras a LTA pode se manifestar? Como se comportam os exames de 
laboratório antes, durante e após o tratamento? Quais pacientes, mesmo após o 
tratamento, irão reabrir suas cicatrizes ou irão desenvolver doença dentro do nariz 
ou na garganta? Que outras doenças parecidas estão sendo confundidas com a 
LTA e quais exames devem ser utilizados para esclarecimento? Qual o papel 
dos seres humanos como reservatórios da doença? Quais as melhores formas 
de tratamento? Que medidas devem ser tomadas para controlar o problema? 
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Pelo presente documento, você está sendo convidado (a) a participar de uma 
investigação clínica a ser realizada no IPEC-Fiocruz, com os seguintes objetivos:  
Descrever aspectos da LTA: manifestações clínicas e exames de laboratório, 

tentando estabelecer padrões de apresentação da doença e seu modo de 
evolução, comparando com outras doenças. 

Avaliar o uso dos antimoniais e outras drogas utilizadas no tratamento da LTA 
levando em consideração o tempo de tratamento, toxicidade, facilidade de 
administração, custo e ausência de envolvimento das mucosas do nariz e da 
garganta. 

Isolar, identificar e comparar as leishmanias causadoras da LTA provenientes de 
diversas localidades. 

Este documento procura esclarecê-lo sobre o problema de saúde em estudo 
e sobre a pesquisa que será realizada, prestando informações, detalhando os 
procedimentos e exames, benefícios, inconvenientes e riscos potenciais.   

A sua participação neste estudo é voluntária. Você poderá recusar-se a 
participar de uma ou todas as etapas da pesquisa ou, mesmo, se retirar dela a 
qualquer momento, sem que este fato lhe venha causar qualquer 
constrangimento ou penalidade por parte da Instituição. O seu atendimento 
médico não será prejudicado caso você decida não participar ou caso decida sair 
do estudo já iniciado. Os seus médicos poderão também interromper a sua 
participação a qualquer momento, se julgarem conveniente para a sua saúde. 

A sua participação com relação ao Projeto consiste em autorizar a realização 
de uma série de exames para o diagnóstico da sua doença, e que parte deste 
material, assim como os resultados destes exames de rotina, sejam utilizados 
neste estudo.  Também será necessária a sua autorização: 1) para a utilização 
de documentação fotográfica ou filmagem de suas lesões para estudo  2) para 
que parte do material coletado periodicamente para a realização de exames para 
acompanhamento da evolução da sua doença, assim como os resultados destes 
exames de rotina e do seu tratamento sejam utilizados neste estudo 3) para que 
parte das amostras coletadas seja estocada a fim de servir para outros estudos 
que tenham como finalidade a melhor compreensão da doença, o 
desenvolvimento e avaliação de novos métodos diagnósticos; avaliação da 
resposta ao tratamento etc., desde que tal estudo seja previamente analisado e 
autorizado por um Comitê de Ética em Pesquisa. 

Os exames e procedimentos aplicados lhe serão gratuitos.  Você receberá 
todos os cuidados médicos adequados para a sua doença. 

Participando deste estudo você terá algumas responsabilidades: seguir as 
instruções do seu médico; comparecer à unidade de saúde nas datas marcadas; 
relatar a seu médico as reações que você apresentar durante o tratamento, tanto 
positivas quanto negativas. 

Caso você necessite de atendimento médico, durante o período em que 
estiver participando do estudo, procure o Instituto de Pesquisa Clínica Evandro 
Chagas - Fiocruz, mesmo fora do seu agendamento.  Em caso de necessidade 
ligue para a Dra Cláudia Maria Valete Rosalino, Dra. Maria Inês Pimentel, Dr. 
Marcelo Rosandiski Lyra, Dra. Mariza Salgueiro ou Dr. Armando de Oliveira 
Schubach nos telefones acima.  Caso você apresente qualquer quadro clínico 
que necessite de internação, a equipe médica providenciará seu leito no Instituto 
de Pesquisa Clínica Evandro Chagas - Fiocruz.   

Sua identidade será mantida como informação confidencial.  Os resultados do 
estudo poderão ser publicados sem revelar a sua identidade e suas imagens 
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poderão ser divulgadas desde que você não possa ser reconhecido.  Entretanto, 
se necessário, os seus registros médicos estarão disponíveis para consulta para 
a equipe envolvida no estudo, para o Comitê de Ética em Pesquisa, para as 
Autoridades Sanitárias e para você. 

Você pode e deve fazer todas as perguntas que julgar necessárias antes de 
concordar em participar do estudo, assim como a qualquer momento durante o 
tratamento.  O seu médico deverá oferecer todas as informações necessárias 
relacionadas à sua saúde, aos seus direitos, e a eventuais riscos e benefícios 
relacionados à sua participação neste estudo. 
 
Procedimentos, exames e testes que serão utilizados: 
 

Antes do tratamento haverá coleta de informações sobre a doença; exame 
médico geral e exame da pele com descrição e documentação fotográfica ou 
filmagem das lesões; exame interno do nariz e da garganta com um aparelho 
chamado fibra ótica, que permite ver lesões pequenas ou em locais de difícil 
acesso, para descrição e documentação fotográfica ou filmagem das lesões (se 
necessário será aplicado "spray" anestésico local).  Retirada, com anestesia 
local, de um pequeno fragmento de "íngua", de pele ou de mucosa (lesadas ou 
aparentemente sadias) para realização de exames tanto para diagnóstico 
(aspecto microscópico do tecido e culturas para tentativa de isolamento de 
possíveis agentes de doença como fungos, bactérias e leishmanias) quanto para 
pesquisa (identificação de células e outros componentes da resposta 
inflamatória, assim como novos métodos de identificação dos possíveis agentes 
da doença).  Outros materiais também poderão ser coletados na tentativa de 
isolamento do agente causador da doença: aspiração com seringa e agulha ou 
escarificação com lâmina de bisturi do bordo da lesão e de secreções em lesões 
de pele fechadas. 

Outros exames também serão realizados para diagnosticar outras doenças 
possíveis de serem confundidas com a LTA, para classificar a gravidade da 
doença e avaliar os efeitos dos medicamentos a serem utilizados durante o seu 
tratamento: um a quatro testes cutâneos (injeção da décima parte de um mililitro 
de um reativo para determinada doença na pele da região anterior do antebraço, 
a qual deverá ser revista entre 2 a 3 dias após a injeção); exames de sangue 
(quantidade equivalente a aproximadamente três colheres de sopa), exame de 
saliva (coletada com um tipo de cotonete), radiografia dos pulmões e da face (se 
necessário complementada por tomografia computadorizada);  exames da 
audição e do equilíbrio (se necessários); exames fonoaudiológicos para testar 
motricidade oral, fala e deglutição (se necessários); exame odontológico (se 
necessário); acompanhamento fonoaudiológico (se necessário); avaliação 
nutricional e dietética (se necessário); e eletrocardiograma. 

O tratamento da LTA em pacientes humanos costuma ser com o medicamento 
glucantime por via intramuscular (IM), intravenosa (IV) uma injeção ao dia, 
geralmente, durante um período de 30 dias contínuos ou com intervalos de 
descanso.  Excepcionalmente, para idosos, pacientes com doenças graves ou 
que não tolerem o tratamento normal, poderá ser utilizada a via intralesional (IL).  
O tempo do tratamento poderá ser diminuído ou aumentado conforme a 
necessidade.  Outras opções de tratamento são a anfotericina B (IV) e a 
pentamidina (IM), ambas injetáveis e necessitando medidas de 
acompanhamento parecidas com as do glucantime. 
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Após o início do tratamento, você deverá comparecer a aproximadamente três 
consultas dentro de 10, 20 e 30 dias.  Caso as lesões não cicatrizem totalmente, 
o tratamento poderá ser continuado pelo período de tempo necessário.  Ao se 
atingir a cura clínica, você deverá retornar para consulta de reavaliação em 1, 3, 
6, 9 e 12 meses após o término do tratamento.  E, a partir de então, pelo menos 
uma vez por ano durante um prazo indefinido (no mínimo 5 anos). 

A cada retorno deverão ser realizados avaliação médica e exames de sangue 
(na quantidade aproximada de uma ou duas colheres de sopa) para avaliar os 
efeitos dos medicamentos utilizados no seu tratamento e/ou para avaliar a 
evolução da doença.  Outros exames, como o eletrocardiograma durante o 
tratamento, poderão ser realizados quando indicados. 

 
Inconvenientes e riscos principais conhecidos até os dias atuais: 
 

A coleta de sangue poderá causar alguma dor no momento da punção venosa 
e, eventualmente, poderá haver a formação de uma área arroxeada no local, que 
voltará ao normal dentro de alguns dias. 

Ocasionalmente, os testes na pele poderão apresentar uma reação forte com 
inflamação do local, formação de bolhas e, mais raramente, formação de ferida.  
Todo o processo costuma regredir dentro de alguns dias a poucas semanas.   

Tanto os testes na pele quanto o anestésico injetado no momento da biópsia 
(retirada de um pequeno fragmento de pele para exame) poderão causar alergia, 
geralmente limitada ao aparecimento de áreas vermelhas, empoladas e com 
coceira na pele e que respondem bem a medicamentos anti-alérgicos. Mais 
raramente poderá haver uma reação mais severa com dificuldade de respirar e 
necessidade de cuidados mais intensos, existentes no IPEC.  

No local da biópsia poderá ocorrer inflamação e dor, acompanhados ou não 
de infecção por bactérias.  Caso isso ocorra, poderá ser necessário o uso de 
medicamentos para dor e antibióticos. 

Os medicamentos glucantime e pentamidina costumam causar efeitos 
indesejáveis, não devem ser utilizados na gravidez e seu uso em mulheres em 
idade reprodutiva deve ser acompanhado de uso de método anticoncepcional 
eficaz como preservativo de látex masculino ou feminino ("camisinha"), 
diafragma feminino ou anticoncepcional oral ("pílula").  Quando o tratamento não 
puder ser adiado, a anfotericina B poderá ser utilizada na gravidez.  Os exames 
com raios-x também não devem ser realizados em grávidas. 
 
Formas de ressarcimento:  

 
Sempre que necessário, nos dias de seu atendimento, poderá ser fornecida 

alimentação conforme rotina do Serviço de Nutrição e Serviço social do IPEC 
para pacientes externos. 
 
Benefícios esperados:  

 
Espera-se que, ao final do tratamento, você esteja curado da LTA, embora as 

consultas de retorno por vários anos após o tratamento sejam necessárias para 
a confirmação da cura. Os resultados deste estudo poderão ou não beneficiá-lo 
diretamente, mas no futuro, poderão beneficiar outras pessoas, pois espera-se 
também que este estudo contribua para que o diagnóstico e acompanhamento 
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do tratamento de pacientes com LTA possa ser feito de forma mais eficaz e 
segura.  

Caso a sua investigação demonstre outro diagnóstico diferente de LTA, você 
será devidamente orientado a buscar o tratamento mais adequado para o seu 
caso. 

Declaro que li e entendi todas as informações referentes a este estudo e que 
todas as minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe 
médica, a qual estará à disposição para responder minhas perguntas sempre 
que eu tiver dúvidas. 

Recebi uma cópia deste termo de consentimento e pelo presente consinto, 
voluntariamente, em participar deste estudo de pesquisa. 
  
  
_________________________________________________ _______________ 
Nome paciente: Data 
  
  
_________________________________________________ _______________ 
Nome médico: Data 
  
  
_________________________________________________ _______________ 
 Data 
  
  
_________________________________________________ _______________ 
Nome testemunha2: Data 

 
   2. Apenas no caso de pacientes impossibilitados de manifestar o seu 

consentimento por escrito. 
 

No caso de menores de 18 anos, deverá ser assinado pelo pai, mãe ou 
responsável legal. 
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Anexo 3: Carta de aprovação enviada pelo Comitê de Ética e Pesquisa 

(CEP) do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas/ Fundação 

Oswaldo Cruz (INI/ FIOCRUZ) 

 

 

 
Ministério da Saúde 

FIOCRUZ 

Fundação Oswaldo Cruz instituto Nacional de Infectologia 
Evandro Chagas Evandro Chagas 

 

Rio de Janeiro, 13 de fevereiro de 2017 

 

 

Do: Comitê de Ética em Pesquisa 

Para: Dra. Fátima da Conceição-Silva 

Prezada Dra. Fátima, 

O projeto "Investígação da influência dos fenômenos de regulação da resposta 

imune situ na apresentação clínica e na evolução da esporotricose humana", 

tese de doutorado da aluna Amanda Jacobson Seba, encaminhado a este 

Comitê em 30/09/2016, é um subprojeto da pesquisa "Influência da resposta 

imune in situ na evolução de doenças infecto-parasitárias caracterizadas pela 

presença de reação granulomatosa crônica. Haverá correlação entre a evolução 

das lesões de esporotricose, leishmaniose3 tuberculose, hanseniase e 

paracoccidioidomicose e o fenômeno inflamatório localizado?" Coordenado por 

V.Sa, CAAE 014/2001 e aprovado por este Comitê em 27 de agosto de 2001. 

Este subprojeto foi apreciado e aprovado por esta Coordenação na presente 

data. 

Atenciosamente, 

 

 


