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Miranda, L. H. M. Avalia¢do da resposta inflamatoria in vivo e in vitro na esporotricose
felina em diferentes apresentacdes clinicas. Rio de Janeiro, 2013. 88f. Tese [Doutorado em

Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.
RESUMO

A ocorréncia de formas graves de esporotricose felina, aliada a lesdes sem granulomas e ricas em
estruturas leveduriformes, evidencia a suscetibilidade destes animais para a doenga e enfatiza a
importancia do estudo da sua patogenia. O objetivo deste estudo foi descrever o processo
inflamatdrio e a carga fingica das lesdes em diferentes apresentacdes clinicas, e sua relagdo com
o perfil de leucécitos no sangue periférico de gatos com esporotricose por meio da técnica de
citometria de fluxo (CF) e com a infec¢do pelo Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e/ou pelo
Virus da Leucemia Felina (FeLV). Gatos com lesdes cutdneas com isolamento de Sporothrix sp.
foram incluidos no estudo, separados nos grupos L1, L2 e L3 (lesdes em um, dois e trés ou mais
locais, respectivamente) e submetidos a coleta de sangue e de fragmentos de lesdao. O estado
geral dos animais foi classificado como bom, regular ou ruim. Ao exame histopatologico, as
lesdes foram agrupadas de acordo com o processo inflamatério (granulomatoso ou inespecifico),
grau de ativagdo de fagdcitos predominantes nos granulomas (macréfagos ou células
epitelidides), organizagdo do granuloma (bem formado ou mal formado) e intensidade dos tipos
celulares no infiltrado. A carga fungica foi verificada pelas técnicas de impregnagao pela prata
de Grocott (IPG) e imuno-histoquimica (IHQ). A CF foi aplicada no sangue periférico,
utilizando anticorpos monoclonais para os marcadores CD4, CD8, CD21, CD14 e granuldcitos.
Cento e um animais foram incluidos no estudo: 20 do grupo L1, 22 do grupo L2 e 59 do grupo
L3. O processo inflamatério granulomatoso supurativo (PIGS) foi observado em 99 casos. A
maioria das lesdes, sobretudo no grupo L3, apresentavam granulomas mal formados (p-
valor=0,032) e com predominio de macrofagos (p-valor=0,010). A IPG e a IHQ evidenciaram
estruturas leveduriformes (EL) em 94 casos cada uma, sendo a concordancia entre as duas
observada em 92 casos. As duas técnicas associadas apresentaram sensibilidade de 98,0%. A
carga fungica de mais de 400 EL/ campo (400x) ocorreu em 48,5% dos casos com PIGS e foi
predominante nos animais do grupo L3. Houve correlacdo entre granulomas mal formados e com
predominio de macrdofagos e a carga fungica superior a 100 EL/ campo (p-valor<0,01). A CF foi
realizada em 33 casos de esporotricose e cinco animais nao infectados (Grupo controle). O
percentual de linfocitos T CD8" foi maior nos animais dos grupos L2 e L3 (p-valor=0,01). O
maior percentual de células CD4" esteve associado ao grupo L1 e ao estado geral bom (p-
valor=0,04 e 0,03, respectivamente). A expressio CD8°" ocorreu em 20 animais com
esporotricose, sendo predominante no grupo L3 (p-valor=0,01), e ndo ocorreu no grupo controle.
Esta expressdo foi associada a granulomas com predominio de macrdéfagos (p-valor=0,01) e
ocorreu em 76,2% dos casos com carga fungica acima de 100 EL/campo. Trés animais foram
positivos para FIV, quatorze para FeLV e dois para os dois testes. Nao houve correlagdo entre
estes testes e os demais achados. Estes resultados sugerem associacdo entre a resposta bem
organizada, menor carga fungica e aumento de linfécitos CD4" com o controle da doenca,
manutengdo do estado geral bom e lesdes localizadas. No estado geral ruim, as lesdes
disseminadas e alta carga fingica estavam relacionadas a existéncia de um padrdo de resposta
com aumento de células CD8" e aumento da expressdo de CD8'".

Palavras-Chave: Esporotricose; Gato; Histopatologia; Citometria de fluxo; Resposta imune.
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Miranda, L. H. M. Evaluation of the inflammatory response in vivo and in vitro in feline
sporotrichosis at different clinical presentations. Rio de Janeiro, 2013. 88f. Thesis [Doctorate

in Clinical Research in Infectious Diseases] — Evandro Chagas Clinical Research Institute.

ABSTRACT

The occurrence of severe forms of feline sporotrichosis, along with lesions without granulomas
and rich in yeast-like forms, demonstrate the susceptibility of these animals to the disease and
emphasizes the importance of the study of its pathogenesis. The aim of this study was to describe
the inflammatory changes and fungal load at different clinical presentations and its relationship
with the profile of leukocytes in peripheral blood of cats with sporotrichosis by means of flow
cytometry (FC) technique and with Feline Immunodeficiency Virus (FIV) and / or Feline
Leukemia Virus (FeLV). Cats presenting cutaneous lesions with isolation of Sporothrix sp. in
culture were included. They were separated in groups L1, L2 and L3 (lesions in one, two and
three or more sites, respectively) and were subjected to blood sample collection and to biopsy of
the lesion. The general condition of the animals was classified as good, fair or poor.
Histologically, the lesions were described according to the inflammatory process (granulomatous
or nonspecific), degree of activation of predominant phagocytes within the granulomas
(macrophages or epithelioid cells), granulomas organization (well-formed or poorly formed) and
intensity of cell types within the inflammation. The fungal load was assessed by Grocott silver
stain (GSS) technique and immunohistochemistry (IHC). The FC was applied to peripheral blood
by means of monoclonal antibodies to target CD4, CD§, CD21, CD14 and granulocytes. One
hundred and one animals were included: 20 in group L1, 22 in group L2 and 59 in group L3.
Histologically, 99 lesions showed suppurative granulomatous inflammation (SGI). Most lesions,
specially in the group L3, showed poorly formed granulomas (p-value=0.032) and predominantly
macrophages (p-value=0.010). The GSS and IHC showed yeast-like forms (YF) in 94 cases each
one and their concordance was noted in 92 cases. Together, the two techniques showed sensivity
01 98.0%. The fungal load of more than 400 YF/Field (400x) occurred in 48,5% of cases by GSS
and was predominant in group L3. There was a correlation between poorly formed granulomas
with macrophages predominance and the fungal load exceeding 100 YF/Field (p-value<0.01).
The CF was performed in 33 cases of sporotrichosis and five uninfected cats (control group).
The percentage of CD8" T cells was greater in the groups L2 and L3 (p-value=0.001). The higher
percentage of CD4" T cells was correlated to group L1 and to good general condition (p-
value=0.04 and 0.03, respectively). The reduced expression of the CD8 molecule (CD8low)
occurred in 20 animals with sporotrichosis, being predominat in group L3 (p-value=0.01), and
was not observed in control group. This expression was associated with granulomas with
macrophage predominance (p-value=0.01) and occurred in 76.2% of cases with fungal load
above 100 YF/field. Three animals were positive to FIV, fourteen to FeLV and two to both tests.
There was no correlation between these tests and the other findings. These results suggest an
association of the well-organized response, the lower fungal load and increased CD4" T
lymphocytes with the control of the disease, along with the good general condition and localized
lesions. At the poor general condition, the disseminated lesions and high fungal load were
related to a response pattern with and increase of CD8" T lymphocytes and particulary of the
CDS8"" expression.

Keywords: Sporotrichosis; Cat; Histopathology; Flow cytometry; Immune response.
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Figura 5 — Esporotricose felina. Diferentes apresentagdes clinicas.
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Eosina. Barra= 50um.

Figura 8 — Esporotricose felina. Pele. Numerosos neutrofilos de
permeio ao infiltrado granulomatoso. Notar os nucleos
segmentados, caracteristica de leucdcitos
polimorfonucleares (granuldcitos). Hematoxilina-
Eosina. Barra= 50pum.
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hipercromaticos. Hematoxilina-Eosina. Barra= 50um.
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formado fungico. Notar a presenga de agregado
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Figura 11 — Esporotricose felina. Pele. Alta carga fingica (>400
estruturas leveduriformes/campo). Impregnacido pela
prata de Grocott. Barra= 50um.
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leveduriformes (>400 estruturas leveduriformes/campo),
marcadas em castanho. Imuno-histoquimica anti-
Sporothrix sp.. Barra= 200pm.
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histoquimica anti- Sporothrix sp.. Barra= 20um.
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regido de células mononucleares. O eixo X representa a
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Figura 17 — Histograma representativo de marcacdo de CDS8 na

regido de células mononucleares. O eixo X representa a
intensidade de marcacao para FITC e o eixo Y o nimero
de células. Os cursores de células positivas para FITC
estdo representados por FITCtotal (células CDS8+),
FITClow (células expressando CD8°Y) e FITChigh

(células expressando CD8™E").

Figura 18 — Percentuais de leucocitos no sangue periférico. Gato.

Histograma representativo de marcagdo de células CD4,
CD8, linfocitos B e monocitos na regido de células
mononucleares e de granuldcitos na regido
compreendendo todas as populagdes. O eixo X
representa a intensidade de marcacao para FITC e o eixo
Y o numero de células. O cursor FITC representa o

percentual de células positivas para cada marcador.

Grafico 1 — Mediana dos percentuais dos marcadores CD4, CDS8 e

monocitos no sangue periférico de gatos com
esporotricose em diferentes apresentacdes clinicas, em
comparacdo com o grupo controle. L1: Animais com
lesdes em um local; L2: Animais com lesdes em dois

locais; L3: Animais com lesdes em trés ou mais locais.
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Figura 19 — Histograma representativo de marcagdo de CD8 na

regido de células mononucleares, com variagdo das
expressoes de CD8I®™ ¢ CD8"": Auséncia de expressio
CD8"" (A), baixa expressdo CD8"" (B) ¢ alta expressio
CD8"“™(C). O eixo X representa a intensidade de
marcacao para FITC e o eixo Y nuimero de células. Os
cursores de células positivas para FITC estao
representados por FITCtotal (células CD8+), FITClow
(células expressando CD8"°") e FITChigh (células

expressando CD8™Me"),

Grafico 2 — Mediana dos percentuais dos marcadores CD4 e CD8

no sangue periférico de gatos com esporotricose de

acordo com seu estado geral.

Grafico 3 — Mediana dos percentuais de CD8°" no sangue

periférico de gatos com esporotricose, de acordo com as
células do Sistema  Mononuclear  Fagocitario
predominantes no granuloma (A); com a presenca de

granuloma fungico (B) e com a carga fungica (C).
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1. INTRODUCAO

1.1 Sporothrix sp. E ESPOROTRICOSE

A esporotricose ¢ uma micose que acomete o ser humano e diversos animais € se encontra
dispersa mundialmente, uma vez que seus agentes etiologicos, fungos dimoérficos do complexo
Sporothrix schenckii (Lopes-Romero et al., 2011), sdo encontrados com facilidade na vegetagao,
em solos umidos e na matéria organica em decomposicao (Schell, 1999).

Estudos moleculares demonstraram que Sporothrix schenckii é um complexo de diversas
espécies, dentre elas Sporothrix schenckii stricto sensu, Sporothrix brasiliensis, S. globosa, S.
mexicana e S. luriei, com diferentes prevaléncias de acordo com a localizacdo geografica
(Marimon et al., 2006; Marimon et al., 2007; Romeo et al., 2011).

Sporothrix sp. ¢ um fungo dimorfico que se apresenta em forma filamentosa na natureza ou
em cultivo a temperatura de 25°C e em forma de levedura quando em parasitismo ou em cultivo
a temperatura de 37°C. As coldnias observadas a 25°C tem aspecto umido e superficie rugosa.
Sua coloragdo varia com o tempo, apresentando-se inicialmente brancacenta e, depois,
enegrecida (Lopes-Bezerra et al., 2006). Os conidios podem ser enegrecidos ou hialinos e
encontram-se soltos ou dispostos ao longo de conidioforos terminais de hifas septadas, formando
arranjos semelhantes a ramos de flores (Kauffman, 1999).

O dimorfismo de Sporothrix sp. pode ser demonstrado em subcultivos incubados a
temperatura de 37°C, quando o fungo se apresenta leveduriforme, ovalado ou em forma de
charuto, medindo de 4-6 um de diametro, e se reproduz por brotamento. O crescimento da fase de
levedura in vitro pode ser obtido em meios enriquecidos, como agar infusdo de cérebro e coragio
(Brain-Heart Infusion - BHI) (Kauffman, 1999). As coldnias obtidas sdo brancas e cremosas,
apresentando, microscopicamente, estruturas leveduriformes, geralmente em forma de charuto ou

arredondadas, das quais podem partir brotamentos claviformes alongados.



A transmissdo de Sporothrix sp. geralmente ocorre pela inocula¢do traumatica do fungo na
pele a partir de uma fonte infectante (Rippon, 1988). Diversos relatos de casos em individuos
envolvidos em atividades relacionadas a manipulacdo de plantas e solo, como jardineiros,
floristas e fazendeiros, associam a ocorréncia da doenca a exposi¢do ocupacional ao agente
etiologico (Kwon-Chung & Bennett, 1992). A inocula¢do de Sporothrix sp. também pode
ocorrer através de mordedura ou arranhadura de animais ou pelo contato com o exsudato de suas
lesdes (Dunstan et al., 1986; Schubach et al., 2002; Barros et al, 2004). O felino doméstico
possui potencial zoonoético elevado, uma vez que suas lesdes apresentam grande quantidade de

estruturas leveduriformes (Read & Sperling, 1982; Schubach et al., 2004a).

1.2 HISTORICO

A esporotricose foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos, em 1898, quando Schenk
recebeu um paciente de 36 anos, do sexo masculino, que apresentava um abscesso subcutaneo no
dedo. A lesdo se estendia pela mdo e braco, acompanhava o trajeto dos vasos linfaticos e se
mostrava refrataria ao tratamento. O cultivo de material de lesdo permitiu o isolamento de um
fungo relacionado ao género Sporotrichum (Schenck, 1898). Posteriormente, em 1900, Hektoen
& Perkins relataram um caso semelhante, em que um abscesso subcutaneo se desenvolveu no
dedo de uma crianga, apos acidente com um martelo. A realizagdo do cultivo do material desta
lesdo levou ao isolamento de um fungo idéntico ao descrito por Schenck. No titulo desta
publicagdo, os autores se referiram pela primeira vez a espécie como Sporothrix schenckii
(Hektoen & Perkins, 1900).

De Beurmann & Ramond (1903) descreveram a doenga na Franga pela primeira vez em 1903
e, em 1905, o fungo isolado foi classificado como Sporotrichum beurmanni por Matruchot &
Ramond (Apud Rippon, 1988). Em 1910, Matruchot descreveu novamente o micro-organismo,
nomeando-o Sporotrichum schencki (Apud Rippon, 1988). Esta designacdo foi utilizada até a
década de 1960, quando estudo realizado por Carmichael (1962) demonstrou tratar-se do mesmo
micro-organismo referido por Hektoen & Perkins (1900) e o fungo foi nomeado definitivamente

como Sporothrix schenckii.



Os primeiros casos humanos de esporotricose no Brasil foram registrados em 1907 por Lutz e
Splendore. Nesta ocasido, a doenca naturalmente adquirida em animais também foi descrita pela
primeira vez, com isolamento de S. schenckii a partir de lesdes em ratos. Os autores ressaltaram a
possibilidade da transmissdo da doenca por meio de mordeduras uma vez que o isolamento do
agente também foi obtido a partir da cavidade oral destes animais (Lutz & Splendore, 1907).

Em 1912, De Beurmann & Gougerot apresentaram mais de 200 casos registrados ao longo de
dez anos na Franca (Apud Lopes-Bezerra et al., 2006). Depois disso, foi observado um declinio
da esporotricose na Europa e a doenga comecou a ser mais freqiiente em outras regides do
mundo, como América Latina e Japao (Itoh et al., 1986; Kusuhara et al., 1988; Campos et al.,
1994; Fleury et al., 2001; Espinosa-Texis, 2001; Barros et al., 2004; Da Rosa et al., 2005;
Macotela-Ruiz & Nochebuena-Ramos, 2006; Kovarik et al., 2008).

A esporotricose geralmente ¢ observada de forma esporadica, em casos isolados e pequenos
surtos familiares ou profissionais, com contaminagao a partir de uma fonte de infec¢do comum
(Campos et al., 1994; Bustamante & Campos, 2001; Lopes-Bezerra et al., 2006). Na década de
1940, foi descrita uma epidemia de esporotricose em Witwatersrand, na Africa do Sul,
envolvendo mais de trés mil mineradores, infectados a partir da inoculagdo do fungo, presente
em vigas de madeira contaminadas na estrutura das minas (Brown et al., 1947). Esta epidemia
foi a maior descrita até o inicio do século XXI.

Em 1988, uma epidemia de esporotricose foi descrita nos Estados Unidos, envolvendo 84
trabalhadores de 15 estados, que participavam do programa anual de reflorestamento. Todos os
casos foram associados a exposi¢ao a um tipo de musgo presente nas mudas, contaminado com
S. schenckii, obtido de um fornecedor em comum em Wisconsin (Dixon et al., 1991).

A partir de 1998, a esporotricose passou a se apresentar de forma epidémica no estado do Rio
de Janeiro, com aumento do nimero de casos em seres humanos, gatos e cdes (Barros et al.,
2001, 2004; Schubach et al., 2004a; Schubach et al., 2006). Durante o periodo de 1998 a 2009,
aproximadamente 2200 casos humanos, 3244 casos felinos e 120 casos caninos foram
diagnosticados no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) — Fundacao Oswaldo
Cruz (Fiocruz) (Barros et al., 2010). Segundo dados do Servigo de Vigilancia em Saude do
IPEC, 2340 novos casos de esporotricose humana foram confirmados entre 2008 e 2011, o que
torna a casuistica no estado do Rio de Janeiro a maior da histdria (Silva et al., 2012).

Dentre os casos humanos registrados até 2004, 83% revelaram ter tido contato com gatos com

esporotricose e, destes, 56% relataram episodio de arranhadura ou mordedura por estes animais



(Schubach et al., 2008). A transmissdao zoonotica da doenga parece explicar a implantacdo da
epidemia e a sua manutencao de forma endémica (Barros et al., 2010).

A transmissao zoonotica pelo felino doméstico foi reconhecida pela primeira vez por Read &
Sperling, em 1982, com o acometimento de diversos membros de uma familia, um estudante de
veterinaria e um assistente a partir da manipulacdo de um gato infectado (Read & Sperling,
1982). Observagdes semelhantes foram descritas também por Dunstan et al. (1986) e Larsson et
al. (1989). Em estudo posterior, a utilizagdo de métodos moleculares revelou isolados idénticos
de S. schenckii em lesdes de um gato e do veterinirio que o manipulou, demonstrando a
transmissdo zoondtica da esporotricose (Reed et al., 1993). A espécie S. brasiliensis ¢,
atualmente, a principal espécie associada a epidemia por transmissao zoonotica descrita no Rio
de Janeiro, Brasil (Marimon et al., 2007; Oliveira et al., 2011; Barros et al., 2011).

O isolamento de Sporothrix sp. de fragmentos de unhas e de “swabs” orais de gatos
infectados aponta para o potencial desses animais para a transmissdo do agente etioldgico por
meio de suas arranhaduras ou mordeduras (Schubach et al., 2001, 2002). Além disso, a grande
quantidade de leveduras encontrada nas lesdes cutdneas de gatos com esporotricose permite a
transmissao pelo contato com estas lesdes e parece explicar a ocorréncia da doenga em pacientes

humanos sem historico de traumas (Barros et al., 2001; Schubach et al., 2002).

1.3 ESPOROTRICOSE HUMANA

A esporotricose humana acomete preferencialmente a pele e tecido subcutdneo e se
caracteriza pelo desenvolvimento de lesdes de aspecto variavel, desde lesdes tinicas (forma fixa)
até formas disseminadas. A apresentacdo cutaneo-linfatica ¢ a mais frequente no Rio de Janeiro e
se caracteriza pela formagao de lesdes cutaneas que acompanham o trajeto de vasos linfaticos
(Barros et al., 2001, 2004). Ocasionalmente, a transmissdao ocorre pela inalagdo de conidios,
favorecendo o aparecimento da forma pulmonar. A difusdo do agente pela via linfo-
hematogéncia favorece a forma disseminada (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Em seres humanos, a esporotricose nao costuma acometer o estado geral do individuo

imunocompetente (Barros et al., 2001). Em individuos infectados pelo Virus da



Imunodeficiéncia Humana (HIV) com imunodeficiéncia, nos quais a resposta imune pelos
. , . + . .
linfécitos T CD4 " encontra-se alterada, a esporotricose geralmente se manifesta de forma grave

(Rocha et al., 2001; Carvalho et al., 2002).

1.4 ESPOROTRICOSE ANIMAL

A infec¢do experimental por S. schenckii ja foi descrita por diversos autores em diferentes
espécies de animais (Schenck, 1898; Hektoen & Perkins, 1900; Lutz & Splendore, 1907; De
Beurmann & Gougerot, 1909). A esporotricose animal naturalmente adquirida ¢ considerada
pouco comum. Apos os primeiros relatos em ratos (Lutz & Splendore, 1907), a doenga foi
descrita em grande variedade de hospedeiros, incluindo caes, gatos, cavalos, bois, camelos,
golfinhos, ovelhas, mulas, aves, porcos, ratos, tatus e primatas nao humanos (Werner & Werner,

1994; Welsh, 2003).

1.4.1 Esporotricose Canina

A suscetibilidade dos caes a esporotricose foi verificada experimentalmente por Schenck
(1898) e Hektoen & Perkins (1900), por meio da inoculagdo subcutanea de S. schenckii nestes
animais e posterior isolamento do agente a partir das lesoes.

No Brasil, o primeiro caso de esporotricose canina naturalmente adquirida foi apresentado em
congresso por Souza, em 1957 (Apud Migliano et al., 1963). Em 1963, Migliano e colaboradores
descreveram mais dois casos em S3o Paulo. Ao longo das décadas seguintes, casos isolados
foram descritos na literatura (Londero et al., 1964; Freitas et al., 1965; Koehne et al., 1971; Dion
& Speckman, 1978; Goad & Goad, 1986). A descrigdo de 12 casos em 1965 no estado de Sao

Paulo foi a maior descrigdo ate a década de 1990 (Freitas et al., 1965).



A partir de 1998, devido a situagdo epidémica da doeng¢a no Rio de Janeiro, houve um
aumento do numero de casos em caes nesta regido, tendo sido descritos 120 casos de
esporotricose canina até 2009. Na maioria dos casos observados nesta epidemia, foi relatado
contato dos caes infectados com gatos com esporotricose, 0 que sugere participacao do felino na
transmissao de Sporothrix sp. para os caes. Entretanto, ndo ha registro da transmissdo zoonotica
a partir dos caes infectados nesta epidemia (Schubach et al., 2006).

A esporotricose canina se caracteriza por lesdes cutaneas ulceradas localizadas principalmente
no nariz, pavilhao auricular e membros (Freitas et al., 1965; Farias et al., 1997; Schubach et al.,
2006; Santos et al., 2007a). Macroscopicamente, as lesdes cutdneas se apresentam nodulares e
evoluem para ulceragdo (Schubach et al., 2006). A forma cutaneo-linfatica, as lesdes
disseminadas e o acometimento osteoarticular ¢ de mucosas também podem ocorrer (Goad &

Goad, 1986; Schubach et al., 2006; Cafarchia et al., 2007).

1.4.2 Esporotricose Felina

De Beurmann et al. (1909) demonstraram experimentalmente a suscetibilidade de gatos ao S.
schenckii, observando o desenvolvimento da doeng¢a com lesdes localizadas e disseminadas.
Entretanto, a esporotricose felina naturalmente adquirida s6 foi relatada em 1952 por Singer &
Muncie nos EUA, e em 1956 no Brasil (Freitas et al., 1956).

Em 1996, Davies & Troy descreveram 48 casos de esporotricose felina, atendidos durante o
periodo de 40 anos (Davies & Troy, 1996). No inicio dos anos 1990, a maior série de casos da
doenca em gatos incluia oito casos (Freitas et al., 1965), até¢ a epidemia de esporotricose no Rio
de Janeiro, com a descri¢do de 773 gatos infectados entre 2002 e 2005 (Pereira et al, 2010).

As lesdes cutaneas encontradas em gatos com esporotricose caracterizam-se inicialmente por
nodulos subcutaneos que evoluem para ulceragdo. Na maioria dos casos, estas lesdes estdo
localizadas na cabega, principalmente no plano nasal e pavilhdes auriculares, sendo freqiliente a
ocorréncia de trés ou mais lesdes (Schubach et al., 2004a). O quadro clinico observado na
esporotricose felina ¢ variavel, sendo descritas infecgdes subclinicas, lesdes nicas, disseminadas

e formas sistémicas fatais (Schubach et al., 2004a, 2003a).



Em felinos, o comprometimento sistémico ¢ descrito freqiientemente mesmo em animais
imunocompetentes (Barbee et al., 1977; Schubach et al., 2004a). Assim como em humanos
infectados pelo HIV, em felinos, o virus da imunodeficéncia felina (FIV) e o virus da leucemia
felina (FeLV) também podem causar imunossupressdo pelo declinio dos niveis de linfocitos
CD4", favorecendo infecgdes secundérias por outros agentes (Hosie et al., 2009; Lutz et al.,
2009). Entretanto, a co-infec¢ao da esporotricose com FIV e FeLV nao parece estar relacionada

com a gravidade da esporotricose (Schubach et al., 2003b, 2004a, 2004b; Pereira et al., 2010).

1.5 DIAGNOSTICO

O diagnostico definitivo da doenga ¢ obtido pelo isolamento e identificagdo de Sporothrix sp.
em cultivo micoldgico a 25°C, com posterior conversao leveduriforme a 37°C (Kwon-Chung &
Bennett, 1992). O material ¢ geralmente obtido por meio de swab, aspirado ou biopsia de lesao e
inicialmente semeado em agar Sabouraud dextrose a 25°C (Kauffman, 1999).

Os ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos também tem sido utilizados para
sorodiagnostico de esporotricose e monitoramento terapéutico em seres humanos (Penha &
Lopes-Bezerra, 2000; Bernardes-Engemann et al., 2005; Almeida-Paes et al., 2007). A sorologia
¢ uma alternativa util particularmente em casos em que os resultados dos métodos micoldgicos
tradicionais sdo negativos (Lopes-Bezerra et al., 2006). O método de ensaio imunoenzimatico
(ELISA- “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) foi descrito para diagndstico sorologico da
esporotricose em gatos (Fernandes et al., 2011) e demonstrou altas sensibilidade e
especificidade. Este método ¢ considerado de facil realizagao, rapido e barato, mas sua aplicacao
na rotina diagnostica ainda ndo foi estabelecida.

As técnicas de diagnodstico molecular, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR —
“Polymerase Chain Reaction”), permitem a detecgdo rapida e especifica de S. schenckii (Kano et
al., 2001; Hu et al., 2003; Kanbe et al., 2005), por meio da aplicacao de segmentos especificos de
DNA e, quando disponiveis, podem ser uma alternativa ao diagnostico em casos especificos.

O exame histopatologico ¢ uma ferramenta auxiliar para o diagnéstico, importante quando o

isolamento em cultura ndo pode ser realizado (Rodriguez & Sarmiento, 1998; Barros et al.,



2005). A utilizagao de técnicas especiais de histoquimica, como a da impregnagao pela prata de
Grocott (IPG) e a coloragdo pelo acido periddico de Schiff (PAS), permite definir a etiologia
fungica, por meio da visualizacdo de estruturas leveduriformes (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Ainda assim, a identificacdo do agente etiologico por métodos morfoldgicos nem sempre ¢é
possivel, uma vez que as leveduras de Sporothrix sp. sdo geralmente escassas nas lesdes de
esporotricose no ser humano e no cao (Moraes & Miranda, 1964; Schubach et al., 2006). Por
outro lado, em gatos, as lesdes cutdneas de esporotricose apresentam alta carga flngica,
proporcionando boa sensibilidade para a evidenciacdo de elementos fingicos nos exames
citopatologico (Pereira et al., 2011) e histopatoldgico (Schubach et al, 2004a).

As leveduras de S. schenckii observadas no tecido sdo ovais ou em forma de charuto, com
tamanho variando entre 4,0 ¢ 6,0 um (Kauffman, 1999), e podem exibir brotamento, geralmente
unico, ¢ de base estreita (Schwarz, 1982). Na coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE), as
leveduras podem apresentar um halo claro ao seu redor (Kligman & Baldridge, 1951; Schwarz,
1982).

Em lesdes de esporotricose humana, a presenga de S. schenckii no tecido é descrita também na
forma de corpo asteroide, visualizado na coloracdo pela HE e no qual se observam
prolongamentos eosinofilicos, irradiando de uma levedura central (Pinkus & Grekin, 1942;
Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964). A natureza desta estrutura
ainda nao foi totalmente elucidada, mas acredita-se que os prolongamentos eosinofilicos estejam
relacionados a deposi¢do de complexos antigeno-anticorpo e restos de células inflamatorias do
hospedeiro (Da Rosa et al., 2008; Hussein, 2008). Estudos recentes sugerem que o corpo
asteroide funciona como um elemento de resisténcia do micro-organismo, uma vez que a
levedura central demonstra viabilidade (Da Rosa et al., 2008). Embora este achado, em muitos
casos, seja freqiiente em lesdes de esporotricose, sabe-se que nao ¢ especifico da doenga (Moore,
1946; Lurie, 1963; Narisawa et al., 1989; Hussein, 2008).

A imuno-histoquimica (IHQ) ¢ um método imunologico que permite a demonstragdo de
antigenos presentes no tecido, por meio da utilizacdo de anticorpos primarios especificos. A
positividade deste método ¢ baseada na ocorréncia de ligagdes antigeno-anticorpo, demonstradas
pela formagao de cor no tecido, visivel ao microscopio optico (Ramos-Vara, 2005).

Para que a ligagdo antigeno-anticorpo seja visualizada pelo microscopico Optico, € necessaria
a utilizagdo de sistemas de detec¢do. Estes sistemas utilizam enzimas que, em presenga do
respectivo substrato e de um cromoégeno, produzem cor no local onde ocorre a ligagdo antigeno-

anticorpo. O sistema estreptavidina-peroxidase ¢ considerado especialmente sensivel e consiste



na aplicacdo de um anticorpo secundario biotinilado, que reconhece o anticorpo primario ligado
ao antigeno. A seguir, um reagente contendo moléculas de estreptavidina conjugadas a enzima
peroxidase ¢ adicionado. A estreptavidina se liga com avidez a biotina do anticorpo secundario.
A formagdo de cor ocorre quando o peroxido de hidrogénio, substrato da enzima peroxidase, ¢
adicionado a reagdo juntamente com o cromogeno (Ramos-Vara, 2005).

A utilizagdo da THQ para identificagdo de S. schenckii demonstra resultados satisfatorios em
lesdes de esporotricose humana e canina (Marques et al., 1992; Rodriguez & Sarmiento, 1998;
Miranda et al., 2011), sendo descrita uma maior sensibilidade deste método quando comparado
com as técnicas especiais de histoquimica. Além disso, a IHQ permite a identificacdo especifica
do agente etiologico, uma vez que ¢ baseado em uma reacdo antigeno-anticorpo, elevando a
eficacia do diagnostico histologico. As técnicas histologicas especiais devem ser utilizadas, pois
detectam adequadamente as estruturas fingicas no tecido. A THQ pode ser combinada aos

demais métodos, garantindo maior sensibilidade aos resultados.

1.6 PERFIL HISTOPATOLOGICO

Microscopicamente, as lesdes cutdneas de esporotricose sdo tipicamente granulomatosas
supurativas em diferentes espécies (De Beurmann & Gougerot, 1907; Moore & Ackerman, 1946;
Lurie, 1963; Schubach et al., 2004a; Miranda et al., 2009; Quintella et al., 2011, 2012). Os
granulomas sdo formados por agregados de células do sistema mononuclear fagocitario (SMF)
em diferentes estagios de ativagdo (Adams, 1976; Hirsch & Johnson, 1984). Os granulomas
supurativos apresentam colegdes de neutrdfilos associadas aos agregados de células do SMF
(Ackerman et al., 1997) e sdo geralmente associados a doengas causadas por agentes infecciosos
(Hirsch & Johnson, 1984; Ackerman et al., 1997).

De acordo com estudos experimentais, o quadro histopatoldgico varia com o estagio da
doenga, revelando inicialmente a formagdo de abscessos, com participacdo de macrdfagos e
linfocitos, associados a grande quantidade de leveduras. Quando os macréfagos se tornam

ativados e se diferenciam, formando os granulomas, a quantidade de leveduras diminui,
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acompanhada da reducdo dos abscessos e aumento do numero de plasmocitos (Miyaji &
Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Hiruma et al., 1988).

Na esporotricose humana, os granulomas supurativos observados sdo frequentemente
caracterizados pela presenca de uma zona central supurativa, uma zona intermedidria de
fagdcitos mononucleares e uma zona externa linfo-plasmocitdria, sendo denominados
“granulomas esporotricoticos” (De Beurmann & Gougerot, 1907; Moore & Ackerman, 1946;
Lurie, 1963). Alguns autores descrevem também a ocorréncia de granulomas do tipo
tuberculoide (Pinkus & Grekin, 1950; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964; Quintella 2011,
2012) e do tipo corpo estranho (Quintella et al., 2011). Quintella et al. (2012) observaram baixa
frequéncia de granulomas esporotricoticos nas lesdes de esporotricose estudadas (21,6%), sendo
seu percentual idéntico ao encontrado para granulomas tuberculdides. Quanto a distribuicao, os
granulomas podem se apresentar isolados, caracterizando padrao nodular, coalescentes, levando
ao padrao difuso ou em padrao intersticial, separando as fibras colagenas (Moore & Ackerman,
1946; Gadelha & Talhari, 1982). As células gigantes multinucleadas e a hiperplasia
pseudoepiteliomatosa também podem estar presentes nas lesdes cutaneas (Kauffman, 1999;
Quintella et al., 2011, 2012).

Em caes, as lesdes de esporotricose sdo caracterizadas microscopicamente por processos
granulomatosos supurativos (Miranda et al. 2009; Miranda et al., 2010), semelhante ao descrito
em humanos (Quintella et al., 2011). Geralmente, as lesdes de esporotricose canina apresentam
escassez de estruturas fungicas. A presenca do agente em grande quantidade em cortes
histolégicos pode eventualmente ocorrer (Migliano et al., 1963; Bernstein et al., 2007; Miranda
et al., 2009), mas estd normalmente associada a formas mais graves da doenga e parece
relacionada a fatores como doencas concomitantes, desnutricdo ¢ uso de farcamacos
imunossupressores como corticosterdides (Schubach et al., 2006; Bernstein et al., 2007;
Cafarchia et al., 2007).

Em relacdo a esporotricose felina, a descrigdo microscopica das lesdes de forma sistematica e
detalhada ainda nao foi realizada. Alguns autores caracterizaram as lesdes de esporotricose em
gatos como granulomatosas supurativas (Dunstan et al., 1986; Gonzales Cabo et al., 1989). Em
estudo realizado por Schubach et al. (2002; 2004a), a presenca de infiltrado inflamatério difuso,
com predominio de macréfagos e neutréfilos, foi observada em todos os casos estudados, com

formacao de granuloma na minoria (12,2%).
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1.7 RESPOSTA IMUNE

A importancia da imunidade celular e do processo granulomatoso na resposta a infeccao por
Sporothrix sp. ¢ evidenciada por diversos autores. Estudos experimentais demonstraram que
lesdes de esporotricose em camundongos com deficiéncia na imunidade mediada por células
exibem formacdo de granulomas incapazes de destruir a célula fungica fagocitada (Miyaji &
Nishimura, 1982; Dickerson et al., 1983). Isto evidencia a importancia da colaboracdo entre
células do SMF e células T na eliminacdo da infeccao pelas células fagocitarias do granuloma.
Shiraishi et al. (1992), em estudo experimental, verificaram que a utilizagdo de inibidores da
funcdo de macrofagos pode aumentar a suscetibilidade de camundongos ao fungo, o que sugere
que a ativagdo destas células ¢ uma ferramenta importante no controle da infeccdo por
Sporothrix sp.. Em estudo realizado por Pen-Cheng et al. (1993), camundongos
imunocompetentes e camundongos deficientes em células T foram experimentalmente infectados
com S. schenckii. Nos animais imunocompetentes, as lesdes evoluiram com formagdo de
granulomas e fragmentagao de estruturas leveduriformes, enquanto, nos deficientes as estruturas
leveduriformes permaneceram intactas durante todo o periodo observado.

A participagdo da imunidade humoral na resposta a esporotricose também ¢ descrita (Maia et
al., 2006). Carlos et al. (2003) sugerem que componentes da parede do fungo tendem a induzir
resposta do tipo granulomatosa, enquanto exoantigenos induzem a resposta do tipo humoral.
Entretanto, Tachibana et al. (1999) ndo conseguiram demonstrar o aumento da resisténcia ao
fungo com a transmissdo passiva de soro anti-S.schenckii em camundongos, mas sim com a
transferéncia de linfocitos CD4", o que reforca o papel da imunidade celular frente a esta
infecgdo.

Carlos et al. (2009) observaram que a imunidade inata também participa da resposta a
esporotricose, por meio de receptores Toll-like (TLR), presentes em células fagocitarias do
hospedeiro e ativados por lipidios da parede fungica. Esta ativagdo promove a indugdo da
resposta adaptativa, por meio da producao de espécies reativas do oxigénio.

Uma redugdo da imunidade celular in vitro e in vivo parece ocorrer entre a quarta ¢ a sexta

semana de infecgdo por S. schenckii em camundongos, com redugdo da resposta
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linfoproliferativa e da producao de interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral (TNF) por
macrdofagos. Como consequéncia, observam-se aumento da carga fingica e piora no estado geral
do hospedeiro. Apos a oitava semana, a resposta celular tende ao crescimento (Carlos et al.,
1992; Carlos et al., 1994). Carlos et al. (1994) sugerem que esta reducdao da imunidade celular
possa ocorrer devido a atividade de citocinas do tipo Th2, como a interleucina-10 (IL-10) e a
interleucina-4 (IL-4), envolvidas com a imunidade humoral. Estas citocinas sdo liberadas durante
todo o periodo da infec¢do, mas aumentam ao longo das semanas, especificamente a partir da
quinta semana (Maia et al., 2006).

Estudos de resposta imune in Situ na esporotricose humana utilizando a técnica de THQ
indicam que a forma cutanea fixa parece associada a resposta imune mais balanceada, com
menor carga fungica e ao controle da infeccdo. Na forma cutaneo-linfatica, observaram-se
maiores carga fungica e destrui¢do tissular pelo processo inflamatdrio, podendo, desta forma,
facilitar a disseminag@o do agente pelos vasos linfaticos (Morgado et al., 2011).

Destaca-se ainda que a capacidade do fungo de interagir com as células do hospedeiro e se
multiplicar também podem influenciar no curso da doenga, uma vez que determinam a sua
viruléncia. O papel da viruléncia do fungo na evolugdo da esporotricose pode ser evidenciado
pela associacdo entre cepas termotolerantes e a forma cutaneo-linfatica da esporotricose, quando
comparadas as cepas que ndo se multiplicam em temperaturas acima de 37°C, relacionadas a
forma cutanea fixa (Kwon-Chung & Bennet, 1992). Outro importante fator de viruléncia deste
fungo esta associado a sua capacidade de interacdo com proteinas da matriz extracelular do
hospedeiro, facilitando a disseminagao do fungo no tecido (Lima et al., 1999). Adicionalmente, a
inibicdo da fagocitose em macrofagos tratados com extrato lipidico da parede fungica de S.
schenckii, observada por Carlos et al. (2003), indicam que lipidios da parede do fungo tenham
papel no aumento da sua viruléncia.

E importante ressaltar, entretanto, que, na epidemia da doenga no Rio de Janeiro, os mesmos
isolados de Sporothrix sp. circulam entre seres humanos, cdes e gatos (Reis et al., 2009), mas
apresentacdes clinicas graves e carga flingica elevada sdo raras em seres humanos e frequentes
na esporotricose felina. Isso sugere que outros fatores, além da viruléncia do fungo, podem
interferir na gravidade da esporotricose felina.

O papel de cada tipo de resposta imune frente a esporotricose e sua associacdo com fatores de
viruléncia e com a imunidade do hospedeiro ja sdo estudados na esporotricose humana e no
modelo murino. Contudo, a investigagdo acerca da suscetibilidade dos gatos a esta infecgao

ainda ¢ pouco discutida. Apesar do alto potencial de transmissdo zoonotica que esta
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suscetibilidade confere a estes animais e da doenca resultante disto, pouco se sabe até o
momento da resposta imune de gatos frente a esporotricose.

A técnica de citometria de fluxo (CF) permite a distingdo de diferentes leucocitos e de seus
subtipos no sangue periférico e sua contagem percentual em uma amostra, com base na analise
de suas caracteristicas fisicas (tamanho e granulosidade) e afinidade por anticorpos especificos,
conjugados a fluorocromos. A ligacdo especifica entre antigenos e estes anticorpos pode ser
detectada pela emissdo de fluorescéncia pela célula marcada (Weiss, 2002; Tarrant, 2005). A
figura 1 ilustra o perfil de leucdcitos no sangue periférico de um gato saudavel, com base na

analise de suas caracteristicas fisicas.
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Figura 1. Representagdo grafica de dados da analise
citofluorimétrica de leucdcitos no sangue periférico de um gato
saudavel. Fonte: Tarrant (2005).

A CF ¢ uma ferramenta eficiente para pesquisas acerca da resposta imune e sua associagao
com a patogénese de uma doenca em seres humanos e outros animais (Walker et al., 1994; Byrne
et al.,, 2000; Tarrant, 2005; Janols et al., 2010; Verma et al., 2010). Essa técnica pode ser
utilizada, como exemplo, para estudo da populacdo de linfécitos e de suas subpopulagdes,
possivelmente envolvidas na patog€nese das diversas apresentagdes clinicas da esporotricose
felina. Atualmente, existem anticorpos monoclonais especificos para marcadores celulares de

felinos comercialmente disponiveis para uso em CF (Weiss, 2002).
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Em felinos infectados por FIV, estudos utilizando a técnica de CF demonstram que, assim
como em seres humanos infectados pelo HIV, a imunossupressao ocorre associada a reducao de
linfocitos CD4", podendo levar a reducio ou inversdo da relagio CD4:CD8 (Novotney et al.,
1990; Tompkins et al., 1991; Bishop et al., 1992; Walker et al., 1994; Hoffmann-Fezer, 1996;
Tarrant, 2005). Em gatos infectados pelo FeLV, descreve-se a reducio de linfocitos CD4" e
CDS8" (Tompkins et al., 1991). Em felinos com esporotricose, co-infectados ou nao por FIV e
FeLV, o perfil de leucdcitos no sangue periférico ainda ¢ desconhecido.

A ocorréncia de uma subpopulagio de células CD8" com baixa expressio (CD8™

) € descrita
associada a pacientes com HIV (Schmitz et al., 1998; Trautmann et al., 2003; Kienzle et al.,
2005) e em gatos infectados pelo FIV (Willett et al., 1993; Bucci et al., 1998; Gebhard et al.,
1999; Shimojima et al., 2004; Paillot et al., 2005.) e pelo virus da doenca de Borna (Berg et al.,
1999).

Esta expressdo apresenta um padrao citofluorimétrico distinto e ¢ avaliada com base em
diferentes intensidades de fluorescéncia emitidas pelas células CD8", permitindo a identificagio
de duas subpopulagdes — CD8" e CD8"" (Figura 2).

O receptor CD8 encontra-se geralmente na forma de um heterodimero, constituido de uma
cadeia o e uma cadeia . Diferentes estudos em gatos atribuem a existéncia da expressao de
CD8"™ a variacdo da expressdo da cadeia B, levando aos fenotipos CD8a B e CD8a'B~ (Berg
et al., 1999; Shimojima et al., 1998; Shimojima et al., 2004). Shimojima et al. (1998) observaram
que a intensidade de expressdo da cadeia o ndo varia nos linfocitos CD8B'". Em humanos, a
expressio de CD8'™ ¢ geralmente relacionada a fraca expressio da cadeia o em células Natural
Killer (NK) ou células T citotoxicas nao restritas ao complexo principal de histocompatibilidade
(MHC - “Major histocompatibility complex”), que, em sua maioria, ndo expressam a cadeia 3

(Baume et al., 1990).
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Figura 2. Padrdes do fendtipo CD8a'B'", por meio da citometria de fluxo, utilizando
anticorpo monoclonal especifico para a cadeia § do receptor CD8 em gatos ndo infectados
(A), gatos infectados pelo Virus da Imundeficiéncia Felina (FIV) na fase aguda (B) e gatos
infectados pelo FIV na fase cronica (C). lo= CD8"; hi = CD8"€". Fonte: Bucci et al. (1998).

A expressao CD§"™ parece estar associada a células com forte atividade antiviral em humanos
infectados pelo HIV e em gatos infectados pelo FIV. Contudo, o relato desta expressdo em seres
humanos higidos (Baume et al., 1990) e camundongos com infec¢des de outras etiologias
(Kizaki et al., 1991; Grisotto et al., 2001) sugere que nao esteja associada apenas a resposta
antiviral. Entretanto, seu papel nestas situacdes ainda ¢ pouco conhecido. Este perfil ¢ descrito
também em gatos higidos (Berg et al., 1999), mas em menor percentual do que em presenca de

810W

infecgdo por virus. Nestes animais, a ocorréncia da expressao CD8"" em doencgas fingicas ainda

ndo foi descrita.
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2. JUSTIFICATIVA

No Rio de Janeiro, o alto percentual da transmissdo da esporotricose a partir de gatos
infectados, por meio de mordedura, arranhadura ou do contato com o exsudato de suas lesdes,
observado desde 1998, evidencia a importancia destes animais na manuten¢do da epidemia
(Schubach et al., 2008; Barros et al., 2010).

A ocorréncia de formas graves da doenga e a presenca de lesdes cutaneas sem formagao de
granulomas e ricas em estruturas leveduriformes em gatos aparentemente imunocompetentes
(Nobre et al., 2001; Schubach et al. 2004a, 2003a) evidenciam alta suscetibilidade destes animais
a infec¢@o por Sporothrix sp. e sua alta capacidade de transmissdo zoondtica. O controle da
infeccao felina ¢ desejavel para diminuicdo da carga parasitaria e o comprometimento dos
animais infectados enfatiza a necessidade de conhecer sua resposta imune a esporotricose.

Ao contrario de alguns animais como canideos e murinos, ¢ dificil o encontro de reagentes e
kits para o estudo da reacdo inflamatoria em felinos. Este fato limita os estudos acerca desta
espécie e, por isto, deve-se tentar padronizar técnicas e procedimentos que permitam o maior
conhecimento neste grupo de animais. Isto se torna mais relevante no caso da esporotricose,
porque, além de os gatos serem implicados na transmissdo zoonotica, sdo animais de dificil
manejo, com baixo percentual de cura com o tratamento (Schubach et al., 2004a).

A técnica de CF pode ser uma ferramenta util para anélise de leucocitos no sangue periférico
de felinos com esporotricose, contribuindo assim para melhor compreensao da patogenia da
doenca nesses animais e a resposta imune associada, incluindo as suas diferentes formas clinicas.
Paralelamente, a aplicagdo da THQ para deteccdo de Sporothrix sp. e a caracterizacdo do
processo inflamatdrio in situ permitem a correlagdo da carga fungica com os demais achados.
Desta forma, pode-se ampliar o conhecimento acerca da suscetibilidade de felinos a
esporotricose, da resposta terapéutica e do curso da infecgdo nesses animais, melhorando o
controle da doenga nos animais e, consequentemente, auxiliando no controle da transmissao

zoonotica.
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O estudo do perfil histopatologico de lesdes cutaneas de esporotricose felina, a aplicagdao da
técnica de citometria de fluxo para detec¢do de leucocitos no sangue periférico de gatos com
esporotricose e sua correlagdo com diferentes apresentagdes clinicas da doenga poderdo permitir
o aprofundamento do conhecimento acerca da resposta imune em felinos infectados e da
suscetibilidade destes animais ao fungo. Espera-se que os resultados possam contribuir para
estudos da patogenia e do prognostico da doencga nestes animais e, consequentemente, favorecer
o controle da infec¢cdo humana.

Posteriormente, as técnicas padronizadas poderdo dar suporte a rotina de pesquisa do
Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos
(LAPCLIN/DERMZOO) no desenvolvimento de estudos imunopatoldgicos de doencas

infecciosas em animais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta inflamatoria in vivo e in vitro na esporotricose felina em diferentes

apresentacdes clinicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o processo inflamatério observado nas lesdes cutaneas em cortes histologicos
corados pela HE;

e Padronizar a técnica de imuno-histoquimica, utilizando soro policlonal de coelho anti-
Sporothrix sp. para detec¢do de estruturas leveduriformes em cortes histologicos de lesdes
cutaneas de esporotricose felina;

e Verificar a frequéncia de estruturas leveduriformes e antigenos de Sporothrix sp. e da carga
fungica nas lesdes cutaneas pelas técnicas de IPG e IHQ e comparar as sensibilidades das duas
técnicas;

e Padronizar a técnica de CF, para identificacdo in vitro de leucdcitos presentes nas amostras de
sangue periférico;

e Descrever, utilizando a técnica de CF, o perfil de leucdcitos presentes no sangue periférico
dos animais;

e Correlacionar o perfil da resposta imune in vitro com as diferentes apresentagdes clinicas da

esporotricose e com o perfil histopatoldgico das lesdes;
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e Comparar as diferentes apresentagdes clinicas, o processo inflamatério e a carga fungica com

o status sorologico para FIV e FeL'V.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

A amostra foi obtida da coorte de felinos domésticos (Felis catus) atendidos na rotina
ambulatorial do LAPCLIN/DERMZOO do IPEC-Fiocruz, entre o periodo de julho de 2009 e
maio de 2012.

A amostra utilizada foi obtida por conveniéncia. Foram considerados elegiveis para o estudo
gatos apresentando lesdes cutineas ulceradas com isolamento de Sporothrix sp. em cultura, e
sem uso prévio de terapia anti-fiingica ou corticosterodide.

Foram excluidos os casos em que o fragmento de biopsia foi considerado superficial (sem
representacdo da derme reticular) ou ndo representativo (infiltrado inflamatério sem ocupar no
minimo um ter¢o da amostra).

Como controle negativo para a andlise citofluorimétrica, foram utilizados animais
clinicamente higidos. A amostra do grupo controle foi obtida por meio de colaboragdo com um
gatil particular, no municipio do Rio de Janeiro.

Todos os animais foram incluidos no estudo (grupo de animais com esporotricose ou grupo
controle) apo6s autorizacdo de seus proprietarios, por meio de assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os procedimentos realizados nos animais, assim como a utilizagdo e estocagem de suas
amostras biolégicas, foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),

FIOCRUZ, com o nimero de licenca LW-28/10.
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4.2 PROCEDIMENTOS

Os animais foram submetidos a exame clinico geral e dermatoldgico, avaliando-se seu estado
geral, sinais extra-cutaneos, nimero, localizagdo e caracteristica das lesdes.

O estado geral destes animais foi classificado como bom, regular ou ruim, sendo o estado
geral bom considerado na auséncia de sinais extra-cutaneos (0/4). A presenga de sinais como
dispnéia, conjuntivite, emagrecimento, desidratagdo, mucosas hipocoradas e prostragdo, quando
leves, indicaram estado geral regular (+/4 ou ++ / 4) e, quando acentuadas, estado geral ruim

(+++/4 ou ++++/ 4).

De acordo com a apresentagdo clinica das lesdes, os animais foram divididos em trés grupos:
L1, L2 e L3 (Schubach et al., 2004a). No grupo L1, foram incluidos animais apresentando lesdes
em apenas um local; no grupo L2, animais apresentando lesdes em dois locais ndo contiguos; e
no grupo L3, animais exibindo lesdes em trés ou mais locais ndao contiguos.

Os animais foram submetidos a procedimentos de sedacdo, coleta de sangue e biopsia.

Para o procedimento de sedagdo, foi utilizado cloridrato de quetamina 10% (Agener® - Unido
Satide Animal SA, Sao Paulo — SP, Brasil), na dosagem de 10 mg/kg, e maleato de acepromazina
1% (Acepran — Univet SA, Sdo Paulo —SP, Brasil), na dosagem de 0,1 mg/kg, pela via
intramuscular.

A coleta de sangue foi realizada por meio de puncdo a vacuo da veia jugular externa. Foram
coletados aproximadamente 6 mL de sangue, sendo 4 mL em tubo com heparina (Vacuette,
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) para realizagio de CF e 2 mL em tubo sem anti-
coagulante (Vacuette, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria) para verificacdo do status
sorologico dos animais para FIV e FeLV, através da deteccdo de anticorpos para FIV e de
antigenos de FeL'V, por meio da utilizagdo de um “kit” de ELISA comercial (Snap® FIV/FeLV
Combo Test, IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA).

A seguir, foi feita a coleta de exsudato de lesdes cutdneas ulceradas por meio de swabs
estéreis para a realizacdo de exames micologicos (isolamento e identificagdo fingica em meios
de cultura) (Kwon-Chung & Bennet, 1992).

Para o procedimento de biopsia, a anti-sepsia da lesdo foi feita com alcool 70%. A anestesia
local infiltrativa foi realizada na regido a ser biopsiada, utilizando cloridrato de lidocaina 2% sem

vasoconstrictor, na dosagem de até 7mg/kg. Os fragmentos foram obtidos da borda da lesdo,
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utilizando-se punch de 0,4 cm e foram representativos da area ulcerada e do tecido cutdneo
adjacente, evitando areas de necrose. Em casos de animais com multiplas lesdes, foram
escolhidas para coleta lesdes ulceradas caracteristicas, evitando-se aquelas com presenca de
infeccdo secundaria ou com area necrotica extensa. Lesdes localizadas em regides de dificil
realiza¢do do procedimento, como palpebras, pavilhao auricular e extremidades, foram evitadas.

O fragmento coletado foi fixado em formol tamponado a 10% para realizacdo de exame
histopatolégico e imuno-histoquimico para pesquisa de estruturas leveduriformes e antigenos de
Sporothrix sp. no Servigo de Anatomia Patologica (SAP), IPEC/Fiocruz.

Os animais do grupo controle foram submetidos a coleta de sangue periférico por meio de
puncdo a vacuo da veia jugular externa, sem procedimento de sedacdo. O sangue foi coletado da
mesma forma ao descrito acima para os animais com esporotricose e utilizado para a realizagao

da analise citofluorimétrica e para os testes sorologicos para FIV e FeL V.

4.3 HISTOPATOLOGIA

Os fragmentos das biopsias incluidos em blocos de parafina foram submetidos a cortes de
Sum em micrétomo e corados pela HE e IPG.

No estudo histopatologico, as lesdes foram descritas considerando-se o tipo de processo
inflamatdrio — granulomatoso ou inespecifico e distribui¢do do infiltrado. Em casos de processo
inflamatdrio granulomatoso, foram verificados os fagocitos predominantes nos granulomas —
macrofagos ou células epitelidides, organizagdo do granuloma e tipo de granuloma. O quadro 1
foi adaptado do estudo de Miranda et al. (2010) e apresenta as definigdes dos termos
histopatolégicos aplicados neste estudo.

Na analise pela IPG, foram considerados positivos os casos em que foram observadas
estruturas leveduriformes (Figura 3). Os casos foram considerados negativos quando nao foram
observadas estruturas leveduriformes apos analise de cerca de 50 campos microscopicos de
grande aumento (400x). A carga fungica foi avaliada na area da lesao com maior riqueza

fungica, adaptada da escala numérica de Quintella et al. (2011) e apresentada no quadro 2.
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Term . A
. ermo Categorias Definicao
Histopatologico
Granuloma/infiltrado Infiltrado inflamatdrio contendo células do SMF ativadas, formando
granulomatoso agregados compactos ou corddes intersticiais.
Processo Inflamatorio
Inespecifico/ndo Infiltrado inflamatdrio sem granulomas
granulomatoso
Tipico Granuloma com infiltrado de neutréfilos.
Granuloma/infiltrado Granulomas com infiltrado de neutrofilos e nos quais os macrofagos
granulomgtoso Fineico se apresentam repletos de estruturas leveduriformes em toda a
supurativo & extensdo do granuloma, dificultando a distin¢do de células adjacentes.
Reagdo linfo-plasmocitaria escassa.
Discreto a Infiltrado de neutréfilos dispersos uniformemente, sem predominio
Intensidade do moderado sobre outros tipos celulares.
infiltrado de neutrofilos Infiltrado de neutrofilos denso, predominante em relagédo aos outros
Acentuado . . SR
tipos celulares, ou formando agregados uniformemete distribuidos.
Discreto a Infiltrado de linfécitos dispersos uniformemente, sem predominio
Intensidade do moderado sobre outros tipos celulares.
infiltrado de linfocitos Infiltrado de linfécitos denso, predominante em relagdo aos outros
Acentuado . . S
tipos celulares, ou formando agregados uniformemete distribuidos.
) Discreto a Infiltrado de plasmdcitos dispersos uniformemente, sem predominio
Intensidade do moderado sobre outros tipos celulares.
infiltrado de — - -
plasmécitos Acentuado Igﬁltrado de plasmocitos denso, predomlnapte em relaqap aos Qutros
tipos celulares, ou formando agregados uniformemete distribuidos.
Células grandes, poligonais, com nucleo amplo e excéntrico e o
Macrofagos citoplasma palido, eosinofilico, finamente granular, com bordas
Células do SMF distintas.
ativadas no granuloma Células Células grandes, alongadas, com nucleo reniforme a alongado,
e excéntrico e citoplasma amplo, palido e eosinofilico, sem distingao de
epitelioides bordas

Organizacdo do
granuloma/infiltrado
granuomatoso

Mal formado

Granuloma mal delimitado e/ou com predominio de macréfagos.

Bem formado

Granuloma bem delimitado com predominio de células epitelioides.

Distribui¢do do
infiltrado
granulomatoso

Intersticial Células do SMF dispersas entre as fibras colagenas.
Nodular Infiltrado de células do SMF formando noédulos.
. Infiltrado dérmico denso das células do SMF, com destrui¢ao ou
Difuso

ocultagdo das estruturas existentes.

Quadro 1- Termos e defini¢des usados na classificacdo histopatoldgica da esporotricose felina.
Adaptado de Miranda et al., 2010.




24

' - v
, vIiaa. . ]
~ - % 3
L b ‘ ‘
' & . 9
t:'," . ¢ . ';‘ s .o‘
. ” F A

‘ | . . ’

Y :
: : "'.',\ . . 'I
PO .
. oy R
L

o p
r r .
o e 20 pm -
PR ]
ht.‘.é y { . :
o W . LY

Figura 3: Estrutura leveduriforme exibindo figura de
brotamento com base estreita (seta), compativel com
Sporothrix sp.. Impregnagdo pela prata de Grocott. Fonte:
LAPCLIN-DERMZOO, SAP, IPEC/FIOCRUZ

Classificacao Quantidade de estruturas leveduriformes
1 >1<20/campo
2 > 20 <100 / campo
3 > 100 <400 / campo
4 > 400 / campo

Quadro 2. Escala numérica de classificagdo da carga de estruturas leveduriformes de
Sporothrix sp. visualizadas em cortes histologicos pela técnica de impregnacdo pela prata de
Grocott (400x).

Nas analises em que foi aplicado o teste extato de Fisher, foram consideradas duas categorias
para a carga fungica: até 100 estruturas leveduriformes/campo e mais do que 100 estruturas

leveduriformes/campo.
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4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA UTILIZANDO SORO POLICLONAL DE COELHO
ANTI- Sporothrix sp.

A obtengdo do antigeno de Sporothrix sp. e o protocolo de inoculagdo de coelhos para
produc¢do do soro policlonal foram realizados conforme previamente descritos por Lopes Alves et
al. (1994).

Para a padronizagdo da técnica, as primeiras reacdes foram realizadas apenas em cortes
histoloégicos de controles positivos. Os controles positivos correspondiam a casos de
esporotricose felina, confirmados por cultivo micoldgico e cujos fragmentos de lesdes
encontravam-se arquivados em blocos de parafina no SAP e apresentavam quantidade moderada
ou elevada de leveduras no exame histopatologico. A etapa de padronizacao foi realizada com
base na técnica previamente descrita por Miranda et al. (2011)

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes histologicos de Sum em laminas silanizadas
(Dako - cod S3003, Dako, Carpinteria, CA, EUA). Os cortes foram desparafinizados em xilol e
re-hidratados em alcool. As etapas seguintes da técnica de IHQ foram adaptadas de protocolos
descritos em estudos anteriores (Quintella et al., 2009; Santos, 2007b).

A inibi¢do da peroxidase endogena foi realizada com solucao de perdxido de hidrogénio 30%
(Merck, Darmstadt, Alemanha) na concentragdao v/v de 0,4 mL/100mL em metanol (Quimex®,
Chicago, IL) durante 40 minutos.

O bloqueio de ligagdes inespecificas foi procedido com soro normal de suino (NCL-S-
SERUM, Novo Castra, Newcastle, UK) em albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, MO, EUA) 1,5% na concentragao de 1:20 durante 20 minutos e, em seguida, com solugao
de leite em p6 (Molico®, Nestlé) na concentracdo m/v de 0,1 g/mL em BSA (3%) durante 40
minutos.

Os cortes foram incubados em cdmara umida overnight a 4° C com o soro policlonal de
coelhos anti-Sporothrix sp. em BSA 1,5%. Como controle negativo para reagdes inespecificas,
cortes histologicos do mesmo caso foram incubados com soro normal de coelho (Normal Rabbit

Serum — X0902, Dako, Carpinteria, CA, EUA) na mesma diluicdo. Primeiramente, foram
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realizadas diluigdes seriadas do soro (1:800, 1:2000, 1:4000 e 1:8000) para verificacdo da
concentracao ideal do soro primario.

A seguir, foram procedidas incubag¢des de 25 minutos com anticorpo secundario biotinilado
universal e com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB" System Kit — K0690,
Dako, Carpinteria, CA, EUA). A figura 4 ilustra a reagao de IHQ, utilizando a técnica de biotina-

estreptavidina-peroxidase.

Complexo
estraptavidina-
V. .—  biotina-peroxidase

Anticorpo ’*‘
secunddrio >
biotinilado
Anticorpo
e

primario
/AN
AA*‘— Antigeno

Figura 4: Reacdo de imuno-histoquimica. Método de estreptavidina-
biotina- peroxidase. Fonte: Key, 2006.

Para a revelacdo, meia pastilha do cromogeno diaminobenzidina e meia pastilha de peroxido
de hidrogénio (SIGMAFAST™ 3 3’'-Diaminobenzidine tablets, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) foram diluidas em 7,5 mL de agua destilada. A revelagdo foi acompanhada em
microscopio optico e interrompida com agua destilada, uma vez que a reacdo fosse visualizada
por meio do controle positivo. Posteriormente, os cortes foram contra-corados em hematoxilina
de Mayer (Merck, Darmstadt, Alemanha), desidratados em 4&lcool e xilol e montados com
laminula e meio de montagem para visualizacdo em microscopio Optico.

Na analise das laminas, foi verificada a presenga de estruturas leveduriformes e de antigenos
intracelulares de Sporothrix sp.. Em casos em que foram observadas estruturas leveduriformes, a
carga fungica foi classificada de acordo com a escala numérica previamente definida para a

analise dos cortes corados pela técnica de IPG (Quadro 2).
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4.5 MARCACAO DE CELULAS DO SANGUE PERIFERICO E ANALISE
CITOFLUORIMETRICA

O sangue com heparina foi transportado, a temperatura ambiente, ao Laboratério de
Imunoparasitologia, Instituto Oswaldo Cruz (IOC)/Fiocruz. Todos os procedimentos descritos a
seguir foram realizados em cabine de seguranca biologica tipo 2 (NB2) (Vecco modelo Clean
PlusVLEFS 2, Sao Paulo, Brasil). As amostras foram processadas até 12 horas apds a coleta.

Para a padronizagdo da técnica, a marcacdo das células foi incialmente realizada de duas
formas: com a utilizacao de sangue total e com a separacao do anel monocitério. Para a obtencao
do anel monocitario, o sangue foi diluido, na concentragdo de 1:1, com meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute) e enriquecido com L-glutamina (0,3g/L) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, EUA). A separagdo do anel monocitario foi realizada utilizando o preparado comercial de
“ficoll-hypaque” no gradiente de densidade 1077 (Histopaque®, Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, EUA). A solu¢do diluida de sangue em meio RPMI foi adicionada vagarosamente a um
tubo contendo “ficoll-hypaque” para que fossem formadas duas fases. O tubo foi centrifugado
durante 20 minutos, a 2000 rpm e temperatura de 20° C, sem utilizacdo de freio. ApoOs a
centrifugacdo, o anel formado entre a camada de plasma e de ficoll-hypaque, rico em células
mononucleares, foi retirado e as células lavadas duas vezes por centrifugagdo em meio RPMI,
por 10 minutos, 2000 rpm e temperatura de 20° C. O sedimento foi ressuspenso em 0,5 mL de
PBS-azida (Phosphate-Buffered Saline, Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). O PBS-azida foi
preparado pela dilui¢do de 100 mL de PBS, com adi¢ao de 2 mL de soro fetal bovino e 0,001g de
azida sodica. A partir deste momento, a manipulagdo das células foi realizada em banho de gelo.
Apos a contagem de células em camara de Neubauer, utilizando o corante azul de Tripan
(Trypan Blue Solution 0,4% - Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA), fez-se o ajuste em PBS-
azida para aproximadamente 5x10° células por tubo tipo eppendorff (NUNC, Thermo Fisher
Scientific Inc., Rochester, NY, USA). Para cada animal, foram preparados seis tubos numerados
que receberam os anticorpos monoclonais primarios (tipo de marcagao): anti-CD4 (linfécitos T

CD4"), anti-CD8 (linfécitos T CDS8"), anti-CD21 (linfécitos B), anti-CD14 (Mondcitos) e anti-
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granulécitos (VMRD Inc., Pullman, WA, USA). As aliquotas utilizadas inicialmente neste
estudo foram gentilmente cedidas pela Dra. Mary Jo Hamilton, da Universidade do Estado de
Washington. Para a padronizagdo da concentracdo do anticorpo primario, as células foram
incialmente incubadas com as concentragdes de 1:50 e 1:100. Os tubos foram incubados durante
20 minutos a 4°C.

Ao final da incubacdo, as células foram mais uma vez lavadas (PBS-azida) por centrifuga¢ao.
O sedimento de cada tubo foi incubado em 60 pL de solugdo 1:500 do anticorpo secundario
conjugado ao fluorocromo Isotiocianato de fluoresceina - FITC (A10530 —Fluorescein Goat anti-
Mouse, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em PBS-azida, durante 20 minutos, ao abrigo da luz.
Para verificacdo de possiveis marcacdes inespecificas do conjugado secundario ligado ao FITC,
para cada animal, foi feito um tubo controle (controle negativo) onde as células foram incubadas
apenas com o conjugado secundario ligado a FITC sem adi¢do dos anticorpos primarios.

Os tubos foram novamente centrifugados, repetindo o procedimento de lavagem anterior. As
suspensdes de células foram, entdo, ressuspensas em 200 pL de paraformoldeido 1% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e transferidas para os tubos de citometria com numeragao correspondente,
sendo mantidas a temperatura de 4° C at¢ o0 momento da analise pelo citometro de fluxo.

A andlise citofluorimétrica foi feita utilizando-se o citometro de fluxo BD FACSCalibur
(Becton & Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), do Laboratério de Tecnologia Diagndstica
(LATED), Bio-Manguinhos- Fiocruz, equipado com um laser de argdnio (488nm) e um laser
diodo vermelho (635nm).

Os protocolos de aquisi¢do e andlise foram realizados utilizando-se os programas CellQuest
(Becton & Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) e FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA),
respectivamente. As avaliagdes foram baseadas nos graficos de tamanho e granulosidade (para
determinagdo das populagdes alvo e exclusdo de debris) e nos graficos de intensidade de
marcagdo para FITC. A marcacdo de FITC foi avaliada no canal FL1 com filtro 530/30 capaz de
detectar o comprimento de onda de emissao do fluorocromo FITC (emissdo maxima 519nm).

Para estipular os perfis caracteristicos de cada tipo celular (linfocitos, mondcitos e
granuldcitos) com base na andlise de padrdoes de tamanho e granulosidade, as amostras foram
incialmente analisadas sem a marcagdo com anticorpos primarios.

A marcagdo de células e a analise citufluorimétrica foram realizadas nas amostras de sangue

dos animais com esporotricose e dos animais do grupo controle.
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4.6 ANALISE DE DADOS

Os dados foram armazenados e analisados no programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) para Windows, versao 16.0 (SPSS Inc. 2007, Chicago, IL, USA).

Para andlise descritiva dos resultados, foram calculadas as frequéncias e medidas-resumo das
variaveis de interesse em cada grupo estudado.

Os diferentes grupos estudados foram comparados em relagdo aos resultados obtidos das
analises histopatologica, IHQ e citofluorimétrica.

Para verificar se a associagdo entre as variaveis categoricas foi significante, foi realizada
analise dos dados pelo teste de independéncia qui-quadrado de Pearson. Para tabelas constituidas
pelo cruzamento de varidveis com apenas duas categorias (2x2) em que pelo menos uma das
casas apresentou valor inferior a 5, optou-se por uma correcao denominada teste exato de Fisher.

No caso de variaveis continuas, primeiramente, foi verificado se a distribuicdo dos dados ¢
normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Em caso de distribuicdo normal dos dados, para
verificar se houve diferenca entre os grupos, foi realizado o teste T. Em caso de distribui¢ao nao
normal, foram realizados os testes de Kruskall-Wallis e Mann-Whitney.

Em todas as analises explicitadas, foi utilizado um p-valor < 0,05 na indicagdo de associa¢ao

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

5.1 AMOSTRA

De cento e vinte e sete gatos atendidos no LAPCLIN-DERMZOO, IPEC/FIOCRUZ entre
julho de 2009 e maio de 2012, 101 foram incluidos no estudo. Dezessete gatos ndo foram
incluidos por uso prévio de terapia anti-fingica ou corticosterdide. Quatro gatos foram excluidos
pelo ndo isolamento de Sporothrix sp. de suas lesdes e cinco foram excluidos devido aos
fragmentos de biopsia terem sido considerados ndo representativos ou superficiais.

Todos os animais incluidos foram submetidos a anélise histopatologica. A analise
citofluorimétrica foi realizada em 33 animais com esporotricose € em cinco animais sem
esporotricose (grupo controle).

Dentre os animais com esporotricose, 20 (19,8%) foram incluidos no grupo L1, 22 (21,8%) no
grupo L2 e 59 (58,4%) no grupo L3 (Figura 5A-C). Setenta e dois (71,3%) eram machos e vinte
e nove (28,7%) eram fémeas. Cinquenta e trés gatos (52,5%) apresentavam bom estado geral,
trinta e dois (31,7%) apresentavam estado geral regular e dezesseis (15,8%), estado geral ruim.
Em relacdo a faixa etdria, a maioria dos gatos (n=52; 51,5%) tinham entre dois e cinco anos (> 2
<§ anos), seguidos de 28 (27,7%) com menos do que dois anos (>0<2 anos) e 13 (12,9%) com

idade a partir de cinco anos (>5 anos). Em oito animais (adultos), este dado era desconhecido.
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Figura 5: Esporotricose felina.
Diferentes apresentagdes clinicas.
Animal do grupo LI, com lesdo
em apenas um local (A); animal do
grupo L2, com lesdo em dois
locais nao contiguos (B); e animal
do grupo L3, com lesdes em trés
locais nao contiguos (C).

O status soroldgico para FIV e FeLV foi verificado em 99 animais. Quinze animais (15,2%)
foram positivos para FeLV e trés (3,0%) foram positivos para FIV. Dois (2,0%) animais foram
positivos para ambos os testes, sendo um do grupo L2 € um do grupo L3.

A tabela 1 (Apéndice A) apresenta a distribui¢@o de cada variavel acima descrita entre os trés
grupos estudados.

Em relacdo aos animais do grupo controle, quatro eram machos, uma era fémea e todos se
apresentavam em bom estado geral. Todos os animais eram adultos, mas sua idade era

desconhecida.
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5.2 PARTE 1 — ANALISE HISTOPATOLOGICA

5. 2.1 Histopatologia pela coloracio de Hematoxilina-Eosina

Noventa e nove (98,0%) casos apresentaram processo inflamatorio granulomatoso supurativo
e dois (2,0%) apresentaram processo inflamatorio inespecifico (N=101). A seguir, sdo descritas

as caracteristicas observadas em cada perfil.

5.2.1.1 Processo inflamatério granulomatoso supurativo

De noventa e nove casos caracterizados por processo inflamatdrio granulomatoso supurativo,
19 (19,2%) animais foram incluidos no grupo L1, 21 (21,2%) no grupo L2 e 59 (59,6%) no
grupo L3. Setenta (70,7%) animais eram machos e vinte e nove (29,3%) eram fémeas. Dentre os
animais incluidos no grupo L3 (n=59), 49 (83,0%) eram machos e 10 (17,0%) eram fémeas (p-
valor=0,02). Em relacdo ao estado geral, 51 (51,5%) animais apresentavam bom estado geral, 32
(32,3%) apresentavam estado geral regular e 16 (16,2%), estado geral ruim. Todos os animais
com estado geral ruim pertenciam ao grupo L3 (p-valor=0,01) e, dentre os animais do grupo L1
(n=19), 15 (78,9%) apresentavam bom estado geral. Quanto a faixa etaria, 28 (28,3%) animais
tinham menos do que dois anos, 51 (51,5%) tinham entre dois e cinco anos e 12 (12,1%), a partir
de cinco anos. Em oito (8,1%) animais, este dado era desconhecido. Os testes sorologicos para
FIV e FeLV revelaram quinze animais positivos para FeLV e dois para FIV.

Em relacdo as carateristicas do infiltrado inflamatdrio, o predominio de células epitelidides
apresentou-se diferentemente entre as faixas etarias (p-valor<0,01), sendo seu percentual de
10,7% nos animais com menos que dois anos de idade (n=28), de 19,6% nos animais de dois a

cinco anos (n=51) e de 58,3% nos animais a partir de cinco anos de idade (n=12). Dentre os
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animais com menos que dois anos de idade (n=28), um (3,6%) apresentou granulomas bem
formados. A figura 6 ilustra um exemplo de granuloma bem formado. Nos animais com idade de
dois a cinco anos e a partir de cinco anos, este percentual foi de 11,8% e 25,0%,
respectivamente.

De acordo com o estado geral dos animais, houve diferenga significativa (p-valor=0,04) em
relacdo a presenga de granuloma fungico (Figura 7): dentre os 51 animais em bom estado geral,
11 (21,7%) apresentavam granulomas fingicos em suas lesdes. Nos animais com estado geral

regular (n=32) e ruim (n=16), este percentual foi de 46,9% e 62,5%, respectivamente.

Figura 6. Esporotricose felina. Pele. Granuloma bem
formado. Hematoxilina-Eosina. 400x. Barra=50pm.
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Figura 7. Esporotricose felina. Pele. Granuloma fungico —
agregados compactos de macrofagos repletos de estruturas
leveduriformes com pouca reag¢do linfo-plasmocitaria e
poucos neutrofilos. Hematoxilina-Eosina. 400x.
Barra=50pum.

Foi verificada correlagdo positiva entre o estado geral bom e as intensidades acentuadas de
neutréfilos e linfocitos (Figuras 8 e 9, respectivamente), sendo estatisticamente significativa no
caso dos linfocitos (p-valor=0,022). A intensidade acentuada de neutréfilos ocorreu em 62
(62,6%) casos, sendo 59,7% observados em animais em bom estado geral, 29,0% em animais
com estado geral regular e 11,3% em animais com estado geral ruim. Dentre os animais em bom
estado geral (n=51), 37 (72,5%) exibiam intensidade acentuada de neutr6filos. Nos animais com
estado geral regular (n=32) e ruim (n=16), este percentual foi de 56,3% e 43,8%,
respectivamente. Entre os casos com intensidade acentuada de linfocitos (n=40), 26 (65,0%)
apresentavam bom estado geral, 12 (30,0%) estado geral regular e 2 (5,0%) estado geral ruim.
Nos animais acima de cinco anos (n=12), a intensidade acentuada de linfocitos foi observada em
66,7% dos casos. Nos animais de até dois anos e de dois a cinco anos, este percentual foi de
53,3% e 25,5%, respectivamente (p-valor=0,006).

A tabela 2 (Apéndice B) apresenta as frequéncias dos achados histopatologicos dos casos
caracterizados por processo inflamatoério granulomatoso supurativo distribuidas em cada um dos
trés grupos estudados. No grupo L3, 94,9% dos casos exibiam a presenca de granulomas mal
formados (Figura 10) e 5,1% a presenga de granulomas bem formados (p-valor=0,03). Em

relacdo as células do SMF presentes nos granulomas, o grupo L3 apresentou predominio de
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macrofagos em 86,4% (p-valor=0,01). No grupo L1, a presenca de granuloma flngico foi
observada em 5,3% dos casos, enquanto no grupo L3, este percentual foi de 49,2% (p-

valor<0,01) (Tabela 2).

Figura 8. Esporotricose felina. Pele. Numerosos neutrofilos
de permeio ao infiltrado granulomatoso. Notar os nucleos
segmentados, caracteristica de leucocitos polimorfonucleares
(granulocitos). Hematoxilina-Eosina. 400x. Barra=50um.

Figura 9. Esporotricose felina. Pele. Denso infiltrado de
linfocitos. Notar a presenga de numerosas células com
citoplasma  escasso e nucleos arredondados e
hipercromaticos. Hematoxilina-Eosina. 400x. Barra=50pm.
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Figura 10. Esporotricose felina. Pele. Granuloma supurativo
mal formado fungico. Notar a presenca de agregado
compacto e com limites irregulares de macréfafos de
citoplasma amplo, repleto de estruturas leveduriformes,
associado a ocasionais neutrofilos de permeio. Hematoxilina-
Eosina. 400x. Barra=50um.

5.2.1.2 Processo inflamatorio inespecifico

Em dois casos ndo foi observado infiltrado granulomatoso a analise histopatologica, sendo um
do grupo L1 e outro do grupo L2. O infiltrado inflamatorio inespecifico apresentou-se com
distribuicdo intersticial. Os neutrofilos estiveram em intensidade acentuada nos dois casos. Os
linfécitos se apresentaram com intensidade acentuada em um caso e leve a moderada no outro.
Os plasmocitos estiveram em intensidade leve a moderada nos dois casos.

Os dois animais eram do sexo masculino, apresentavam bom estado geral, um tinha idade

entre 2 e cinco anos e outro acima de cinco anos. Um dos animais era positivo para FIV.
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5.2.2 Impregnacio pela prata de Grocott

A TPG evidenciou estruturas leveduriformes nos dois casos caracterizados por processo
inflamatério inespecifico. Em um deles, a carga fungica foi de até 100 estruturas
leveduriformes/campo e, no outro, mais de 100 estruturas leveduriformes/campo.

Nos demais casos (n=99), caracterizados por processo inflamatorio granulomatoso supurativo,
a IPG evidenciou a presenga de estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix sp.em 93
casos (94,0%), sendo 17 no grupo L1, 18 no grupo L2 e 58 no grupo L3.

A tabela 3 (Apéndice C) ilustra a avaliacdo da carga fingica em cada um dos trés grupos. Em
48 (48,5%) casos, foram observados mais do que 400 estruturas leveduriformes/ campo de 400x
(Figura 11). Em relacdo aos trés grupos estudados, esta carga fiingica foi observada em 26,3%
dos casos do grupo L1, 38,1% do grupo L2 e 59,3% do grupo L3, sendo esta diferenca

significativa, quando comparada aos demais valores de carga fingica agrupados (p-valor=0,024).

Figura 11. Espotricose felina. Pele. Alta carga fungica
(>400 estruturas leveduriformes/campo). Impregnagao pela
prata de Grocott. 400x. Barra=50pm.
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Dentre os casos positivos para FIV e caracterizados por processo inflamatdrio granulomatoso
supurativo (n=2), um apresentou carga fungica de até 20 estruturas leveduriformes/campo de
400x e, no outro, ndo foram observadas estruturas leveduriformes. Quinze casos foram positivos
para FeLV, sendo cinco com carga fungica de até 20 estruturas leveduriformes/campo e oito com
carga fungica de mais de 400 estruturas leveduriformes/campo. Nos dois casos restantes, ndo
foram observadas estruturas leveduriformes.

A tabela 4 (Apéndices D) apresenta os valores de carga fungica observados nas variaveis
clinico-epidemioldgicas, com as quais nenhuma correlagdo significativa ocorreu.

Na tabela 5 (Apéncide E), descreve-se a carga fungica encontrada nas diferentes variaveis
histopatoldgicas. Observou-se carga fingica superior a 100 estruturas leveduriformes/ campo de
400x em 3 (25,0%) dos casos com granulomas bem formados (n=12) e em 56 (64,5% ) dos
casos com granulomas mal formados (n=87) (p-valor <0,01). A carga fungica superior a 100
estruturas leveduriformes/campo foi observada em 3 (12,5%) dos casos em que os granulomas
apresentavam predominio de células epitelidides (n=24) ¢ em 53 (70,7%) dos casos com
granulomas com predominio de macréfagos (n=75) (p-valor <0,01). Dentre os casos apresentado
intensidade leve a moderada de neutrofilos (n=37), 29,7% exibiam carga fungica de até 100
estruturas leveduriformes/campo e 64,7% carga fungica de mais de 100 estruturas
leveduriformes/campo. Dentre os casos com intensidade acentuada (n=62), 6,5% nao
apresentavam estruturas leveduriformes, 41,9% exibiam carga fungica de até 100 estruturas

leveduriformes/campo e 51,6% carga fungica maior do que 100 estruturas leveduriformes/campo

(Tabela 5).
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5.2.3 Imuno-histoquimica utilizando soro policlonal de coelho anti- Sporothrix

sp.

5.2.3.1 Padronizacao da técnica

A utiliza¢do do soro em concentra¢des maiores (1:800 e 1:2000) demontrou maior quantidade
de marcacdo inespecifica nas reagdes em que foi utilizada. Na concentragdo de 1:8000, as
estruturas fingicas se apresentaram fracamente marcadas.

A concentragdo de 1:4000 foi considerada ideal para a utilizagdo nas reagdes subseqiientes,
uma vez que permitiu a deteccdo das estruturas fuingicas com menor quantidade de marcagao

inespecifica.

5.2.3.2 Estudo de casos

Dos 101 casos estudados, a IHQ foi realizada em 100, sendo possivel a deteccao de estruturas
leveduriformes compativeis com Sporothrix sp. (Figura 12 ¢ 13) em 94 (94,0%) casos ¢ a
detecgdo de antigenos intracelulares (Figura 14) em 82 (82,0%) casos. Todos os casos onde
foram observados antigenos intracelulares apresentavam também estruturas leveduriformes.

A concordancia entre os resultados da técnica de IPG e da IHQ foi observada em 92 casos
(91,1%), sendo 90 positivos e 2 negativos. Em associagdo, as duas técnicas apresentaram
sensibilidade de 98,0%. Quatro casos foram positivos na IHQ e negativos na IPG e cinco casos
foram positivos na IPG e negativos na IHQ. Todos os casos em que houve discordancia foram
classificados, onde positivos, com a carga fungica de >1 <20 estruturas leveduriformes/campo de

400x.
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A tabela 6 (Apéndice F) apresenta os valores de carga fungica para as duas técnicas nos casos

caracterizados por processo inflamatorio granulomatoso supurativo.

Figura 12. Esporotricose felina. Pele. Numerosas estruturas
leveduriformes (>400 estruturas leveduriformes/campo),
marcadas em castanho. Imuno-histoquimica anti-Sporothrix
sp.. 400x. Barra=200um.

Figura 13. Esporotricose felina. Pele. Poucas estruturas
leveduriformes arredondadas, marcadas em castanho.
Imuno-histoquimica  anti-  Sporothrix  sp..  1000x.
Barra=20um.
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Figura 14. Esporotricose felina. Pele. Antigenos de
Sporothrix sp., marcado em castanho no citoplasma de
macréfagos. Imuno-histoquimica anti- Sporothrix sp. 1000x.

Barra=20pm.

5.3 PARTE 2 — ANALISE CITOFLUORIMETRICA

5.3.1 Padronizagao da técnica

A realizagdao da marcagdo de células com a utilizagdo do sangue total revelou, na analise pelo
citometro, grande quantidade de marcagdo inespecifica e pouca conservagdo das células, com
presenca de grande quantidade de debris celulares. Desta forma, a separagao do anel monocitario

pela utilizagdo do gradiente “ficoll-hypaque” foi considerada a técnica mais adequada para as
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marcagdes subsequentes. A técnica utilizada permitiu também a obtencdo de granuldcitos das
amostras de sangue periférico de felinos neste estudo.

De acordo com os perfis caracteristicos da cada populagdo no grafico de tamanho e
granulosidade, foram estipuladas as seguintes regides (janelas): para as marcacdes de linfocitos e
monocitos, foi feita uma regido na populagdo de células mononucleares (Figura 15A) e, para
marcagdo de granulécitos, foi feita uma regido maior compreendendo todas as populagdes
(linfocitos, monocitos e granuldcitos) (Figura 15B). Em todas as avaliagdes, foram adquiridos
pelo menos 5000 eventos em cada regido acima, excluindo-se, desta forma, os restos celulares e

células mortas. As regides definidas acima foram mantidas em todas as amostras avaliadas.

Tamanho
Tamanho

0 200 400 600 800 1K 0 200 400 600 800 1K
Granulosidade Granulosidade

Figura 15: Anélise representativa dos parametros de granulosidade (eixo X) versus
tamanho (eixo Y) das amostras para delimitacdo das regides de andlise das
populagdes de células mononucleares (A, R1) e granuldcitos (B, R1).

Os resultados foram expressos pelo percentual de marcacdo encontrado nos histogramas de
FITC (graficos de FITC X numero de células) dentro de cada regido descrita acima (Figura 16).
Para o anticorpo anti-CD8, foram avaliados dois tipos de marcagdo, para distingdo de células

com a expressio CD8"" ¢ de células com expressio CD8"¢" (Figura 17).



NMumero de Células

CD4-FITC

Figura 16: Histograma representativo de marcagdo de
CD4 na regido de células mononucleares. O eixo X
representa a intensidade de marcagdo para FITC e o
eixo Y o numero de células. O cursor representa o
percentual de células positivas para FITC (37,7% de
células CD4").
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Figura 17. Histograma representativo de marcacdo de
CDS8 na regido de células mononucleares. O eixo X
representa a intensidade de marcagdo para FITC e o
eixo Y o numero de células. Os cursores de células
positivas para FITC estdo representados por FITCtotal
(células CD8"), FITClow (células expressando CD8joy)
e FITChigh células expressando CD8jgp).
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Em relacdo a concentragdo do anticorpo primario, a concentracao de 1:100 foi considerada
adequada, uma vez que permitiu a marcagdo de células-alvo com auséncia de marcagdo
inespecifica. A concentragdo de 1:50 apresentou uma boa marcagdo das células alvo mas

associada a marcagao inespecifica..

5.3.2 Estudo de casos

A analise citofluorimétrica foi realizada em 33 animais com esporotricose € em cinco animais
sadios. Dentre os animais com esporotricose, oito eram do grupo L1, dez do grupo L2 e quinze
do grupo L3. Em um caso do grupo L3 e um caso do grupo controle, ndo foi realizada a
marcac¢do com o anticorpo anti-granulécitos. A figura 18 ilustra o padrao de expressdo de cada

anticorpo utilizado.
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Figura 18. Percentuais de leucdcitos no sangue periférico de gatos. Histogramas representativos de
marcagio de células CD4", CD8", linfécitos B e mondcitos na regido de células mononucleares e de
granulocitos na regido compreendendo todas as populacdes. O eixo X representa a intensidade de
marcacdo para FITC e o eixo Y o nlimero de células. O cursor FITC representa o percentual de células
positivas para cada marcador.

A tabela 7 (Apéndice G) apresenta os resultados da analise citofluorimétrica. Os percentuais
de linfocitos CD8" e de mondcitos foram maiores nos animais com esporotricose (p-valor=0,01 e
p-valor=0,04, respectivamente) e o percentual de linfocitos B foi maior nos animais do grupo
controle.

Na tabela 8 (Apéndice H), observam-se as medianas para cada anticorpo utilizado em cada
um dos trés grupos de animais com esporotricose € no grupo controle. Quando comparando os
trés grupos e o grupo controle, houve diferenca significativa nos percentuais de células CD4" (p-
valor=0,04), CD8" (p-valor=0,04) e mondcitos (p-valor=0,02). De acordo com o teste de Mann-

Whitney, o percentual de células CD8" foi inferior nos animais do grupo controle, sendo esta
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diferenca significativa quando comparados aos grupos L2 e L3 (p-valor=0,01 e p-valor=0,01,
respectivamente). O percentual de células CD4" foi superior nos animais do grupo L1 quando
comparado ao grupo controle (p-valor=0,01), ao grupo L2 (p-valor=0,03) e ao grupo L3 (p-
valor=0,02). O percentual de mondcitos também foi inferior no grupo controle, com diferenca
significativa em relacdo ao grupo L3 (p-valor=0,03). A inversdo da relagdo CD4/CDS8 foi
observada em 17 animais, sendo um animal do grupo L1 (N=8; 12,5%), seis do grupo L2 (N=10;
60,0%) e 9 do grupo L3 (N=15, 60,0%) (p-valor=0,07). Nenhum animal do grupo controle
apresentou inversao da taxa CD4/CDS. Esta inversao foi observada nas medianas dos percentuais
dos grupos L2 e L3. O grafico 1 compara os grupos de animais com esporotricose € 0 grupo

controle, em relagdo ao percentual de linfocitos CD4", CD8" e monocitos.

P=0,04
40,00% -
35,9%
35,00% - P=0,04
0/
— 28,6% GrupOS
25,6% 5,1% 25,4%
3 b 25,4% 25,7% P=0,02 m Controle
25‘000_.6 B
mLl
20,00% o
mL3
15,00%
10,00% -
5,00% -
7
0,00%

cba cDs cD14

Grafico 1. Mediana dos percentuais dos marcadores CD4, CD8 e mondcitos no sangue
periférico de gatos com esporotricose em diferentes apresentagdes clinicas, em comparagao
com o grupo controle. L1: Animais com lesdes em um local; L2: Animais com lesdes em
dois locais; L3: Animais com lesdes em trés ou mais locais. *P-valor<0,05. Teste de
Kruskal-Wallis.

A expressdo CD8"™ foi observada em 20 animais com esporotricose, sendo dois do grupo L1

(N=8, 25,0%), cinco do grupo L2 (N=10, 50%) e treze do grupo L3 (N=15, 86,7%) (p-
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valor=0,01). Esta expressdao ndo foi observada nos animais do grupo controle. A figura 19 ilustra

as diferentes expressdes do marcador CDS.

2007 200 FITChigh 200 FITChigh
9.74% 16 4%
) 1 FITClow p——
3 150 FITCtota & 150 FITClow s 150 36.9%
5 29 = 1.94% = _
= 41.3% 3 — FITCtotal 3
51 o 1.7% o FITCtotal
' o
S 1004 S 100 b i S 100 \ 528%
o o o
A £ L
@ @ @
5 £ E
Z 504 Z a0 Z 904
0 T T T 0 T D. e T T T
1 2 1] 1 2 1 1 2
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
CD8-FITC CD8-FITC CD8-FITC

Figura 19. Histograma representativo de marcagdao de CD8 na regido de células mononucleares,
com variagdo das expressdes de CD8°" e CD8"": Auséncia de expressio CD8°" (A), baixa
expressdo CD8™ (B) e alta expressdo CD8¥(C). O eixo X representa a intensidade de marcacio
para FITC e o eixo Y nimero de células. Os cursores de células positivas para FITC estdo
representados por FITCtotal (células CD8"), FITClow (células expressando CD8™) e FITChigh
(células expressando CD8™eM),

A tabela 9 (Apéndice I) apresenta a mediana de cada anticorpo segundo as varidveis estado
geral, idade e sexo nos animais com esporotricose. Em relagdo ao estado geral, a mediana dos
percentuais de células CD4" foi maior nos animais em bom estado geral, sendo a diferenca
significativa quando comparada aos animais em estado geral ruim (p-valor=0,03), de acordo com
o teste de Mann-Whitney. O grafico 2 compara o estado geral dos animais estudados, segundo o
percentual de linfocitos CD4" e CD8" no sangue periférico de gatos com esporotricose. O
percentual de linfocitos B foi maior nos animais em estado geral ruim, sendo a diferenca
significativa em relacdo aos animais em estado geral regular (p-valor=0,028). Nao foram
observadas diferencas significativas entre o sexo e as diferentes faixas etarias estudadas, em

relacdo aos marcadores celulares utilizados.
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Grafico 2. Mediana dos percentuais dos marcadores CD4 e CDS8 no sangue periférico de
gatos com esporotricose de acordo com seu estado geral. P-valor<0,05. Teste de Kruskal-
Wallis.

Dentre os 33 casos em que foi realizada a andlise citofluorimétrica, o status sorologico para
FIV e FeLV foi verificado em 32. Nenhum destes animais apresentou teste soroldgico positivo
para FIV e quatro obtiveram teste positivo para FeLV. Nos animais com sorologia positiva para
FeLV, houve menor percentual também de células CD4" e maior percentual de linfécitos B.
Todos os animais do grupo controle foram negativos para os dois testes. A tabela 10 (Apéndice
J) apresenta as medianas de células positivas para cada marcador em relagdo a pesquisa de
antigenos de FeL'V.

Em relagdo a analise histopatologica, todos os casos avaliados por CF foram caracterizados
por processo granulomatoso supurativo. No grafico 3, destacam-se os percentuais de linfocitos
CD8"" no sangue periférico de gatos com esporotricose, de acordo com dados histopatologicos e
de carga fiingica. As tabelas 11, 12 e 13 (Apéndices L, M e N, respectivamente) apresentam as

medianas de células positivas para cada marcador em relacao a analise histologica.
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Grafico 3. Presenca da subpopulagio CD8"" no sangue periférico de gatos com
esporotricose, de acordo com as células do Sistema Mononuclear Fagocitario predominantes
no granuloma (A); com a presen¢a de granuloma fungico (B) e com a carga fungica (C). P-
valor<0,05. Teste Exato de Fischer.
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6. DISCUSSAO

A esporotricose felina comumente se manifesta com lesdes cutdneas multiplas, levando,
muitas vezes, a ocorréncia de sinais de comprometimento sistémico (Barros et al., 2001;
Schubach et al. 2003b; Schubach et al., 2004a), nos quais as lesdes cutdneas tendem a
disseminar-se a partir do local de inoculagdo primaria (Dunstan et al., 1986).

No presente estudo, houve um predominio de animais apresentando lesdes em trés ou mais
locais. Em estudos anteriores com gatos com esporotricose no Rio de Janeiro (Schubach et al.,
2004a; Pereira et al., 2010), a diferenga percentual entre os trés grupos foi menor, sendo o menor
percentual de animais verificado no grupo L2. Embora a apresentacdo clinica com lesdes em
varios locais tenha sido predominante neste estudo, a maioria dos animais (52,5%) apresentava
bom estado geral. Esta observagdo também foi descrita por Schubach et al. (2003b) e Pereira et
al. (2010). Nenhum dos animais incluidos no grupo L1 e L2 apresentavam estado geral ruim
neste estudo. Contudo, ressalta-se que o acometimento sistémico de gatos infectados por
Sporothrix sp. sem a presenga sinais clinicos ¢ frequente (Schubach et al., 2003b).

As caracteristicas microscopicas de lesdes cutdneas de esporotricose em gatos ainda sdo
pouco descritas e, geralmente, trazem relatos de casos isolados (Gonzalez Cabo et al., 1989;
Marques et al., 1993; Nakamura et al., 1996) ou breves descricdes em analises mais abrangentes
(Dunstan et al., 1986; Schubach et al., 2002, 2004a). No presente estudo, foi realizada uma
analise histopatologica sistematica e detalhada de lesdes de esporotricose de um grande niimero
de gatos, com base no previamente descrito para esporotricose humana (Quintella et al., 2011,
2012) e canina (Miranda et al., 2009).

As lesdes de esporotricose felina observadas neste estudo foram predominantemente
granulomatosas supurativas, sendo, na maioria dos casos, caracterizadas pela presenca de
granulomas mal formados. Outros autores também descreveram lesdes de esporotricose felina
caracterizadas por granulomas supurativos (Dunstan et al., 1986; Gonzalez Cabo et al., 1989).
Em estudos anteriores realizados no Rio de Janeiro, a presen¢a de granulomas ndo foi frequente

nas lesdes de esporotricose felina estudadas (Schubach et al., 2002; Schubach et al., 2004a). Em



51

2004 (Schubach et al., 2004a), 90 lesdes foram analisadas, com a formagdo de granulomas
descrita em apenas 11 (12,2%). Esses resultados apresentam-se antagonicos em relacdo aos aqui
descritos, embora ambos os estudos tenham sido realizados em momentos diferentes da mesma
epidemia. E possivel que a diferenca entre as frequéncias de granulomas possa ser atribuida a
diferentes critérios para a defini¢do de granuloma. Desta forma, ¢ importante que os critérios
utilizados dentro de cada metodologia sejam bem estabelecidos.

Na esporotricose humana, na analise microscopica das lesdes, descreve-se geralmente a
presenca de processo inflamatoério granulomatoso supurativo (De Beurmann & Gougerot, 1907;
Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Quintella et al., 2011). Estes granulomas podem se
apresentar com uma zona central supurativa, uma zona intermediaria de células do SMF ativadas
e uma zona externa linfo-plasmocitaria, sendo referidos por alguns autores como granulomas
esporotricoticos (De Beurmann & Gougerot, 1907; Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963). Em
cdes, as lesdes de esporotricose também sdo caracterizadas por processo inflamatdrio
granulomatoso supurativo e o infiltrado de plasmocitos ao redor dos granulomas encontra-se
presente na maioria dos casos (Miranda et al., 2009).

Semelhante ao descrito no presente estudo, na esporotricose canina, os granulomas
observados foram predominantemente mal formados (Miranda et al., 2009). Quintella et al.
(2011), em estudo histopatologico da esporotricose humana no Rio de Janeiro, também
descreveram maior frequéncia de granulomas mal formados em 119 lesdes estudadas. Quintella
et al. (2011) e Miranda et al. (2009) observaram granulomas bem formados em 37,8% e 38,2%
dos casos de esporotricose humana e canina, respectivamente, valores superiores aos descritos
neste estudo (12,1%). Adicionalmente, em caes e seres humanos, na maioria dos casos
estudados, os granulomas mal formados exibem predominio de células epitelidides (Miranda et
al., 2009; Quintella et al., 2011). Entretanto, nas lesdes de esporotricose descritas no presente
estudo, os granulomas mal formados foram observados com predominio de macrofagos na
maioria dos casos. A presenga de células gigantes multinucleadas, considerada comum por
muitos autores no granuloma da esporotricose humana (Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963;
Quintella et al., 2012), nao se mostrou frequente na esporotricose canina (Miranda et al., 2009) e
nao foi observada nas lesdes analisadas neste estudo.

No presente estudo, os granulomas constituidos por macréfagos repletos de estruturas
leveduriformes e associados a pouca reacdo inflamatéria adjacente foram denominados
granulomas fingicos. Estes granulomas foram observados em um grande ntimero de casos aqui

descritos. Marques et al. (1993) descreveram achados semelhantes para a esporotricose felina:



52

infiltrado granulomatoso composto basicamente por macrofagos, repletos de estruturas fungicas,
e minima reagdo linfo-plasmocitdria. A pouca reagdo inflamatoria, a auséncia de cé€lulas
epitelidides e a presenca de numerosas leveduras integras no interior de macrofagos nesses
granulomas pode estar associada a ndo ativacdo de linfocitos e macrofagos, necessaria para o
desencadeamento da resposta imune celular eficiente.

De acordo com trabalhos experimentais em camundongos, nas lesdes de esporotricose, a
chegada de células do SMF, sua ativacdo e posterior diferenciacdo em células epitelidides,
acompanha a reducdo da carga fingica e o aumento das quantidades de linfocitos e de
plasmocitos (Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Pen-Cheng et al., 1993). Desta forma, o
predominio de macréfagos nos granulomas de lesdes de esporotricose felina e a escassez de
reacdo linfo-plasmocitaria podem ser um dos reflexos da suscetibilidade destes animais a doenca
e estar relacionado a alta carga fungica observada na maioria dos casos estudados, uma vez que a
ativacao de macrofagos e a diferenciacao epitelidide parecem ter importante papel na resposta ao
fungo (Miyaji & Nishimura, 1982; Dickerson et al., 1983; Shiraishi et al., 1992).

A presenga de granulomas bem formados e de granulomas com células epitelidides em
animais com idade a partir de cinco anos foi significativa. Também foi observada relagao entre a
intensidade de linfocitos e a faixa etaria, sendo a intensidade acentuada predominante em
animais acima de cinco anos. A presenca de granulomas mal formados foi associada a animais
do grupo L3 e a intensidade elevada de linfocitos associada a animais em bom estado geral. Em
conjunto, estes achados sugerem que os animais com idade a partir de cinco anos podem
apresentar-se menos suscetiveis a doenga em relagdo aos animais de outras faixas etarias. Heaton
et al.(2002) e Campbell et al. (2004) descreveram reducao de linfocitos associada ao aumento da
idade. Heaton et al. (2002) atribuiram esta reduciio a subpopulacio de linfocitos T CD4" e
observaram que o percentual de linfocitos T CD8" elevou-se com o aumento da idade. O
aumento do percentual de células CD8" pode estar associado ao maior niimero de células de
memoria nos animais mais velhos (Heaton et al., 2002). Em relagdo aos mondcitos, a atividade
de citocinas pro-inflamatorias parece elevada nos gatos mais jovens e nos mais velhos, com
reducdo nos gatos com meia-idade. A citocina IL-10 apresenta-se reduzida nos animais mais
velhos (Kipar et al., 2005). Neste contexto, Kipar et al. (2005) sugerem a ocorréncia em gatos de
um estado pro-inflamatério crescente em mondcitos com a idade, paralelo a redugao da
producao de IL-10. Segundo Heaton et al. (2002), a imunidade inata também ndo se mostra
alterada em animais mais velhos e, em alguns casos, seus paramtros mostram-se mais elevados

nestes animais. E possivel que o aumento da produgdo de citocinas pro-inflamatdrias por
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monocitos, com reducdo do percentual de IL-10 e a presenca de resposta inata eficiente possam
contribuir para a menor suscetibilidade de gatos acima de cinco anos a esporotricose. Contudo,
existem poucos estudos acerca das mudancgas na resposta imune associadas a idade em felinos e a
utilizacdo de faixas etarias diferentes por diferentes autores dificulta a comparagdo entre os
resultados.

Assim como os linfocitos, os neutrofilos, em intensidade acentuada, também predominaram
em animais em bom estado geral. Na esporotricose humana, a maior concentragao de neutréfilos
em lesdes esta associada a pacientes com maior nimero de lesdes e maior tempo de tratamento
(Morgado et al., 2011). A carga fingica também ¢ diretamente associada a intensidade de
neutrofilos na esporotricose humana (Quintella et al., 2011; Morgado et al., 2011) e experimental
(Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Pen-Cheng et al., 1993). Contudo, no presente estudo,
observou-se grande numero de casos com carga fingica elevada e intensidade de neutréfilos leve
a moderada, sugerindo papel dos neutrofilos no controle da carga fingica. Observagdes
semelhantes foram descritas por Hachisuka & Sasai (1981) em estudo experimental, onde
camundongos imunossuprimidos exibiam lesdes ricas em fungo e com escassez de neutrofilos e
linfocitos. Kajiwara et al. (2004) também atribuiram aos neutréfilos participagdo na resposta ao
fungo em camundongos. Estes resultados, aparentemente conflitantes, podem estar refletindo
momentos diferentes da reacdo inflamatoria: nos animais imunocompetentes, um maior influxo
de células inflamatorias como resposta a uma alta carga fungica. Nos imunossuprimidos, a maior
concentracao de elementos fingicos pode aumentar ao longo da evolugdo da doenga, devido a
deficiéncia de resposta de controle com consequente diminuicdo do afluxo de células
inflamatdrias. Para verificar estas hipoteses, estudos experimentais de seguimento longitudinal
da infeccdo devem ser realizados em modelos animais.

A deteccdo de Sporothrix sp. em cortes histologicos ¢ dificil na esporotricose humana e
canina devido a escassez de estruturas leveduriformes em suas lesdes (Moraes & Miranda, 1964;
Schwarz, 1982; Barros et al., 2005; Schubach et al., 2006; Santos et al., 2007a; Quintella et al.,
2011) e as técnicas especiais de coloragdo, como a IPG, frequentemente ndo evidenciam
estruturas fingicas. Contudo, conforme mencionado, as lesdes de esporotricose em gatos
geralmente exibem grande quantidade de estruturas leveduriformes (Dunstan et al., 1986;
Gonzalez Cabo et al., 1989). No presente estudo, a detecgdo de fungos foi possivel em 95
(94,1%, n=101) casos com a utilizacdo da técnica de IPG e em 94 casos com a THQ (94,0%,
n=100). Ao contrario do descrito para a esporotricose humana e canina (Marques et al., 1992;

Miranda et al., 2011), ndo houve diferenca estatitica entre as sensibilidades das duas técnicas
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para a detecgdo de estruturas leveduriformes em lesdes de esporotricose felina, o que
provavelmente se deve a alta carga fungica destas lesoes.

O encontro de corpos asteroides de Sporothrix sp. é considerado comum por alguns autores
(Moore & Ackerman, 1946; Pinkus & Grekin, 1950; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964). No
presente estudo, assim como em estudos prévios realizados no Rio de Janeiro em seres humanos
(Quintella et al., 2011, 2012) e caes (Schubach et al., 2004a; Miranda et al., 2009), esta estrutura
nao foi observada. Segundo Pinkus & Grekin (1942), devido as dimensdes do corpo asteroide, ¢
improvavel que passe despercebida as analises, mesmo na coloracdo pela HE.

Neste estudo, o maior percentual de casos positivos foi observado em lesdes de animais do
grupo L3. No grupo L3, observou-se ainda maior percentual de casos com carga fingica de mais
de 400 estruturas leveduriformes por campo (400x), indicando relagdo entre a carga fungica e a
apresentacdo clinica do animal. Dentre animais em estado geral ruim, 81,3% apresentaram carga
fungica maior do que 100 estruturas leveduriformes/campo. A menor carga fungica se
apresentou associada a presenca de granulomas com predominio de células epitelidides e bem
formados, sugerindo o controle da infec¢ao pela resposta imune bem formada levando a uma
melhor evolucdo da lesdo nesses animais, com diminui¢do da carga fingica, conforme sugerem
estudos experimentais citados anteriormente (Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Pen-
Cheng et al., 1993).

Estudos realizados durante a epidemia no Rio de Janeiro também descreveram relagdo inversa
entre carga fingica e formagao de granulomas nas lesdes de esporotricose felina (Schubach et al.,
2004a). Entretanto, a sensibilidade do método histoldgico para deteccao de fungos (62,2%) foi
menor do que a encontrada no presente estudo. Embora o percentual de animais do grupo LI
descrito por Schubach et al. (2004a) tenha sido maior (26,7%) do que o apresentado neste estudo
(19,8%), esta diferenga de percentual ¢ pequena quando comparada a diferenca de sensibilidade
dos dois estudos. As diferencas de sensibilidade em periodos diferentes da mesma epidemia
podem sugerir modificagdo no perfil da doenca. Contudo, diferengas de metodologia, como
critérios de inlcusao de casos e amostras coletadas devem ser consideradas.

Em seres humanos e cdes, a ocorréncia de lesdes cutaneas com carga fungica elevada esta
geralmente associada a formas graves da doengca e parece relacionada a fatores
imunossupressores, como desnutricdo, uso de corticosterdides e a presenca de doengas
concomitantes, especialmente as que causam imunodeficiéncia, como a AIDS (Rocha et al.,
2001; Carvalho et al., 2002; Schubach et al., 2006; Bernstein et al., 2007; Cafarchia et al., 2007).

Em gatos, ndo foi observada ainda associacao entre a infec¢ao por FIV e/ou FeLV e a gravidade
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da esporotricose ou a carga fungica de lesdes (Schubach et al., 2003b, 2004a, 2004b; Pereira et
al., 2010). Neste estudo, houve predominio de animais positivos para FeLV, em relagdo aos
animais positivos para FIV, em contraste com estudos anteriores de Schubach et al. (2003b) e
Pereira et al. (2010), onde ndo foram descritos animais positivos para FeLV. Contudo, o numero
reduzido de animais com teste positivo para estas infecgdes, isoladamente ou em associacao,
dificultou a verificagcdo de uma correlag@o entre sua ocorréncia e a gravidade da esporotricose.

Alguns estudos experimentais revelam que apresentagdes clinicas com maior gravidade podem
estar associadas a cepas mais virulentas do fungo (Kong et al., 2006; Arrillaga-Moncrieff et al.,
2009). O tipo de resposta imune e a expressao histopatologica da doenca também podem variar
de acordo com a cepa infectante do fungo. Cepas mais virulentas de S. schenckii parecem induzir
fraca resposta inflamatdria, facilitando o crescimento do fungo na lesdao (Uenotsuchi et al., 2006).
De acordo com Brito et al. (2007), cepas isoladas de pacientes apresentando a forma disseminada
da esporotricose causam doencga grave em camundongos, com alta carga flngica e resposta
linfoproliferativa reduzida, quando comparadas com cepas isoladas de pacientes com a forma
cutaneo-linfatica. Adicionalmente, cepas virulentas sdo referidas causando formas graves da
esporotricose, mesmo em pacientes imunocompetentes (Brito et al., 2007).

Na epidemia de carater zoondtico descrita no Rio de Janeiro, estudos moleculares revelam que
amostras de seres humanos e gatos com esporotricose apresentam isolados idénticos de
Sporothrix sp. (Reis et al., 2009). Contudo, formas graves da esporotricose, caracterizadas por
alta carga fingica e pouca reagdo inflamatodria, sdo frequentes em gatos, mas pouco comuns em
seres humanos, nos quais estdo, geralmente, associadas a fator imunossupressor ou doenca
concomitante. Isto sugere que, além da viruléncia do fungo, outros fatores possibilitam a
ocorréncia de doenga grave em gatos, mesmo na auséncia de fatores imunossupressores.

E importante ressaltar, entretanto, que a mesma cepa do fungo pode apresentar viruléncia
variavel, de acordo com o a forma do fungo e com o tempo de cultivo de seus conidios, sendo
mais virulentos os conidios em cultura por sete dias e as leveduras em relagdo aos conidios que
permaneceram em cultura por doze dias (Fernandes et al. 1999; Fernandes et al., 2000).

Adicionalmente, segundo Dickerson et al. (1983), a imunizagdo ativa prévia do hospedeiro
aumenta de forma significativa a resisténcia ao fungo em infec¢des posteriores. Resultados
semelhantes foram descritos por Shiraishi et al. (1992) e Tachibana et al. (1999) com a
imunizagio passiva com linfécitos CD4". Tachibana et al. (1999) sugerem que a imunizagao ativa
prévia com S. schenckii induz a uma resposta do tipo Thl especifica e que a consequente ativagdo

de macrofagos neste contexto € crucial para a protecado frente ao fungo.
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Em areas endémicas, a diferenga de suscetibilidade entre os gatos com esporotricose com
status imunoldgico aparentemente semelhante pode ser explicada por exposigdes prévias ao
agente etiologico. Na esporotricose humana, a forma cutanea fixa ocorre principalmente em areas
endémicas e o fungo fica geralmente limitado ao local de inoculagdo, o que reflete a imunidade
preservada do hospedeiro (Carlos et al., 2009; Morgado et al., 2011).

A resposta inflamatdria organizada em alguns animais neste estudo pode estar associada a
exposi¢ao prévia ao fungo, uma vez que a doenga ¢ considerada endémica no Rio de Janeiro. Os
animais com a resposta inflamatéria organizada exibem carga fingica mais baixa, de modo que o
potencial de transmissao do fungo por estes animais também tende a diminuir, reduzindo, desta
forma, a transmissdo ao homem e a outros animais.

A obtencao de dados referentes a resposta imune na esporotricose pode trazer mais subsidios
para a compreensdo da suscetibilidade dos felinos a esporotricose. A aplicacdo do método
citofluorimétrico permitiu a deteccdo dos percentuais de leucdcitos no sangue periférico dos
animais incluidos neste estudo.

O percentual de células CD4" foi maior em gatos do grupo L1, em relagdo aos demais grupos
e ao grupo controle. Além disso, este percentual também foi superior nos animais em bom estado
geral, sendo a diferenga significativa quando relacionado aos animais em estado geral ruim.
Estes achados sugerem que o aumento das células CD4" faz parte da resposta destes animais a
esporotricose, uma vez que seu percentual foi superior ao observado no grupo controle.
Adicionalmente, ressalta-se a sua correlagdo positiva com o controle da doenga, pois seu
aumento nao foi evidenciado nos demais grupos € nem nos animais em estado geral ruim.
Destaca-se ainda que ndo foi observada diferenca entre os percentuais de células CD4" dos
grupos L2 e L3 em relagdo ao grupo controle.

Os percentuais de células CD8" apresentaram-se maiores em animais com esporotricose em
relacdo aos animais do grupo controle, ndo infectados. Esse percentual foi significativo apenas
quando associado aos grupos L2 e L3 e ndo aos animais do grupo L1, com lesdes localizadas.

Em estudo experimental com camundongos, Tachibana et al. (1999) demonstraram que a
inibi¢do do crescimento de S. schenckii apresenta-se associada a presenca de linfocitos CD4",
mas ndo de linfocitos CD8". No mesmo estudo, além dos linfocitos CD4", os macrofagos
ativados apresentaram papel importante na resisténcia a esporotricose. Na resposta a
criptococose pulmonar em camundongos, o percentual de células CD8" com atividade anti-
fungica e a producdo de interferon-y aumentam independentemente da presenca de linfocitos

CD4". Adicionalmente, a deficiéncia concomitante de linfocitos CD4" e CDS8" resulta em carga
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fingica maior do que a observada na deficiéncia apenas de linfécitos CD4" (Lindell et al.,
2005).

A inversao da relacdo CD4/CDS, observada em 17 animais, foi prevalente nos grupos L2 e L3
e ocorreu em apenas um caso do grupo L1. Esses valores podem estar associados a maiores
percentuais de células CD8" nos grupos L2 e L3, sobretudo a células CD8'" . Nos animais dos
grupos L2 e L3, um alto percentual de células CD8" (50,0% e 86,7%, respectivamente) foi
observado. Esta expressdo ocorreu em 25,0% dos animais do grupo L1 e esteve ausente nos
animais do grupo controle. Em conjunto, estes achados podem refletir relacdo inversa entre
células CD8"Y ¢ o controle da doenga.
low

A expressao CDS8
Borna (Willett et al., 1993; Berg et al., 1999; Shimojima et al., 2004; Paillot et al., 2005). A

ja foi descrita em gatos com infec¢ao por FIV e pelo virus da doenga de

expressdo CD8""

observada neste estudo ¢ compativel com o descrito em felinos infectados por
FIV e pelo virus da doenca de Borna, mas os anticorpos monoclonais aqui utilizados nao
permitem a distingdo entre cadeia o ¢ B, de modo que a identificagdo especifica do fendtipo do
receptor de células expressando CD8'™ nio foi realizada. Além disso, a analise com dupla
marcacgao dos receptores CD3 e CD8 ndo foi realizada para verificar se as células expressando
CDS8"Y poderiam ser compativeis com o fendtipo de células NK (CD3~ CD8"), com a baixa
expressao associada, neste caso, a cadeia .

Um aumento acentuado de linfocitos CD8", sobretudo de células expressando CD8l°W, é
observado logo apds a infeccao de gatos por FIV, com manutengdo do percentual de linfocitos
CD4" (Willett et al., 1993). A populagio de células expressando CD8"" no inicio da infecgio por
FIV pode atingir cerca de 80,0% de total de células CD8" e se mantém em gatos infectados por
anos (Paillot et al, 2005; Bucci et al., 1998). Embora tenha sido observado neste estudo um

% com manutencio da populacio de linfocitos CD4",

aumento da populagdo de linfécitos CD8
nao ¢ possivel determinar em que momento da infec¢do estas alteragdes ocorreram.

Ao contrario do exposto anteriormente, alguns estudos relatam a manutengdo ou diminuigao
do percentual de linfocitos CDS" em gatos infectados por FIV (Tompkins et al., 1991; Walker et
al., 1994). Esta variagdo entre os diferentes estudos pode ser atribuida a escolha da janela de
células a ser considerada para a andlise citofluorimétrica. Uma vez que diversos autores

observaram o aumento de linfocitos CD8" devido as células expressando CD8™

, € possivel
ainda que esta subpopulacdo tenha sido demonstrada diferentemente em alguns estudos, de
acordo com o uso de anticorpos especificos para a cadeia a ou para a cadeia 3. Deve-se ressaltar

ainda que ¢ descrita uma grande variabilidade entre a expressao dos diferentes marcadores em
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gatos, mesmo que higidos (Willett et al., 1993; Walker et al., 1995), o que pode dificultar a
analise de padrdes de resposta nestes animais.

De acordo com Ribba et al. (2012), quanto maior a dose infectante de FIV em felinos, maior
serd a expansio de células expressando CD8"". Adicionalmente, foi observada uma correlagio

8low

positiva linear entre o aumento da subpopulacdo de linfécitos T CD e a carga viral. Isso

I
8" pode ser um

sugere duas hipoteses antagonicas: o percentual de células expressando CD
importante marcador para a progressao da infec¢do pelo FIV ou a alta carga viral pode estimular
uma resposta com o aumento de células CD8", que possuem atividade antiviral.

Estudos sugerem que o aumento do percentual de linfocitos CD8" frente a infecgdo pelo FIV,
expressando ou ndo a cadeia 3, pode ter um papel importante na atividade antiviral, sobretudo na
fase cronica (Jeng et al., 1996; Gebhard et al., 1999; Shimojima et al, 2004). De acordo com
Willett et al. (1993) e Bucci et al. (1998), a elevada co-expressao CD8"Y/MHC classe I indica
que estas células sejam células em atividade. Bucci et al. (1998) e Gebhard et al. (1999)

8!°% e atribuiram esta atividade a

evidenciaram atividade antiviral nas células expressando CD
cadeia B. A infeccdo pelo virus Epstein-Barr em humanos também gera um aumento na
subpopulagio de linfocitos T CDS8" com baixa expressdo e com forte atividade citotoxica. Estas
células parecem ter importante papel no controle de infec¢des virais persistentes (Trautmann et
al., 2003).

Ressalta-se que todos os animais utilizados neste estudo para a analise citofluorimétrica eram
soronegativos para FIV e apenas quatro soropositivos para FeLV, o que sugere que a ocorréncia
do padrio CD8"" nio esteja associada especificamente a infecgdo por FIV ou por outros virus,
mas provavelmente 4 ativagio destas células. Berg et al. (1999) descreveram a expressdo CD8'™
também em animais higidos e atribuiram esse padrdo a exposi¢do antigénica a agentes
infecciosos. Neste estudo, nio foi observada a expressdo CD8"" nos gatos do grupo controle.
Embora o numero de animais higidos utilizado (n=5) seja pequeno, o nimero de animais
infectados dos grupos L1, L2 e L3 (n= 8, 10 e 15, respectivamente) também foi reduzido.

Em camundongos infectados por T. cruzi na fase cronica da doencga (Grisotto et al, 2001), as

I :
8" parecem estar em estado de repouso. Quando estimuladas por

células com expressdao de CD
macrofagos parasitados por T. cruzi, essas células respondem rapidamente de forma especifica, o
que sugere que sejam células de memoria. Konno et al. (2002) também consideraram as células
CD8"™ como células de memoéria efetoras que permanecem no individuo sob estimulagdo

antigénica.
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Por outro lado, a expressdo de CD8""

nao foi observada em animais previamente imunizados
para FIV (Willett et al, 1993), o que sugere que sua associagdo com a presenca de células de
memoria deva ser discutida. Conforme mencionado anteriormente, a imunizagdo prévia com S.
schenckii parece aumentar a resisténcia a exposi¢des posteriores ao fungo, de modo que o
aumento de linfocitos CD8'™ pode estar associado 4 resposta em animais com maior
suscetibilidade ao agente. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para esta afirmacdo, uma
vez que a subpopulagio de linfocitos CD8'" nio havia sido descrita anteriormente em gatos com
esporotricose e, desta forma, seu papel na resposta imune frente a esta doenga ainda nao foi
determinado.

Embora os linfocitos T CD8" sejam importantes nas respostas frente a infec¢des virais e
diversos autores citados anteriormente relatem a atividade antiviral da expressdo CD8"", é

importante salientar que subpopulagdes de linfocitos T CD8"

sdo descritas por outros estudos
como envolvidas em provaveis mecanismos inibidores ou de evasdo de micro-organismos. A
determinagdo do papel das células T CD8" depende da expressio combinada de diferentes
marcadores de superficie (Gebhard et al., 1999). Kundu & Merigan (1991) observaram que, em
seres humanos infectados pelo HIV, a progressao da doenga pode ser paralela a um aumento no
perfil de linfocitos T CD8" expressando fenétipo de células supressoras, que inibem a atividade
citotoxica de outras células, podendo ser um indicador de progndstico para o paciente, uma vez
que o aumento dessa populagdo de células CD8" com fendtipo supressor estd associado a
redugdo de linfocitos CD4" e ao aparecimento de sinais clinicos nesses pacientes. Na resposta ao
virus Epstein-Barr, ¢ descrita a liberagdo de grande quantidade das citocinas regulatorias 1L-4 e
IL-10 pelas células com expressio de CD8°™ (Trautmann et al., 2003), indicando que estas
células podem ainda desempenhar algum papel na modulagao da resposta imune.

Estudos in vitro descrevem que o estimulo com IL-4 a linfocitos CD8" naive murinos leva a

geracdo de uma subpopulacdo de linfocitos com expressdo CD8"Y

, com concomitante reducao
da atividade citolitica e produgdo de IL-4 (Kienzle et al., 2002; Kienzle et al., 2005). Esta
subpopulagdo nao-citolitica estimula um aumento significativo na producao de imunoglobulinas
quando colocadas em cultura com linfocitos B, o que sugere que podem atuar em cooperagao
com estas células (Kienzle et al., 2002). O papel desta subpopulagio de linfécitos T CD8" in vivo
ainda precisa ser investigado. Kienzle et al. (2002) sugerem que este caminho possa ser um
importante mecanismo de evasao de alguns patogenos.

A imunidade celular (Resposta Thl) ¢ a principal ferramenta da resposta a esporotricose, de

modo que a liberagcdo de IL-4, com o desencadeamento de resposta do tipo humoral (Resposta
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Th2), poderia acarretar na redu¢do da imunidade celular e da formacao de granulomas eficientes
frente a infeccdo fungica. De fato, Carlos et al. (1994) descreveram piora no quadro clinico de
camundongos infectados por S. schenckii paralela a redugdo de citocinas do tipo Thl (IL-1 e
TNF) e ao aumento de citocinas do tipo Th2 (IL-10 e IL-4). Adicionalmente, Tachibana et al.
(1999) também observaram que a transferéncia de anticorpos anti-S. schenckii ndo confere
imunidade ao receptor. Deve-se ressaltar ainda que, segundo Tachibana et al. (1999), a
imunizagdo ativa prévia de camundongos com S. schenckii induz imunidade protetora nestes
animais ap6s novo estimulo com o fungo, representada por resposta do tipo Thl especifica. Em
contrapartida, a principal citocina da resposta Th2, IL-4, ndo se expressa nestes animais. Em
estudo in vitro com células dendriticas humanas, Uenotsuchi et al (2006) observaram que
diferentes cepas de S. schenckii levam a diferentes apresentagdes clinicas, com base na indugdo
de resposta Th1 ou Th2. Cepas de origem cutanea induzem resposta do tipo Thl, com ativagao
adequada de células dendriticas, enquanto cepas de origem visceral ativam fracamente as células
dendriticas, levando a resposta do tipo Th2. A fraca ativacdo de cé¢lulas dendriticas e a
consequente nao indugdo da resposta do tipo Thl parece estar relacionada a maior viruléncia da
cepa visceral, associada a quadros clinicos mais graves.

No presente estudo, embora ndo tenha sido realizada andlise do perfil de citocinas e
determinacao do tipo de resposta (Th1 ou Th2), ¢ possivel que a subpopulagao CD8", frequente
em animais com pior estado geral, esteja associada a resposta Th2, conforme observado por
outros autores mencionados nos paragrafos anteriores. O perfil histopatoldgico da esporotricose
felina descrito ¢ consistente com o quadro de resposta celular comprometida: grande quantidade
de leveduras integras no interior de macroéfagos que nao se diferenciam em células epitelioides,
associada a escassa reacdo neutrofilica e linfo-plasmocitaria, acarretando na formagao de
granulomas aparentemente ineficientes frente a infecgdo por Sporothrix sp..

Contudo, estudos mais profundos sdo necessarios para avaliar se o aumento de células CDS" e
da expressio CD8" contribui para disseminagdo da esporotricose ou se & consequéncia
observada em formas mais graves da doenga. Adicionalmente, uma vez que o presente estudo ¢
seccional e apresenta dados referentes a um Unico momento, diversas questdes permanecem
indeterminadas em relagcdo ao perfil imunoldégico dos gatos antes e ao longo da infec¢do por
Sporothrix sp.. O acompanhamento do perfil imunologico nestes animais permitiria a
identificagdo do tempo de evolugdo da doenga, a sua correlagdio com o tipo de resposta
desencadeada e a consequente determinacao de possiveis fatores de prognostico. Em paralelo, a

analise de fatores relacionados a viruléncia do fungo, a carga infectante e a exposi¢ao prévia ao
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fungo também ¢ necessaria, a fim de investigar a influéncia destas varidveis no desenvolvimento

da doenga e no perfil da resposta imune.
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7. CONCLUSOES

1. As lesdes cutaneas de esporotricose caracterizaram-se por processo inflamatdrio
granulomatoso supurativo. Os granulomas apresentaram-se mal formados na maioria dos casos e
com predominio de macréfagos. A presenca de granulomas fingicos foi observada em um

grande numero de casos.

2. A técnica de THQ foi padronizada para a deteccao de estruturas leveduriformes em cortes
histologicos de lesdes cutaneas de esporotricose felina e apresentou alta sensibilidade,
semelhante a obtida pela IPG. As duas técnicas associadas elevaram a sensibilidade do método

histolégico para 98,0%.

3. A padronizagdo da técnica de CF foi realizada no sangue periférico dos gatos com
esporotricose, com a utilizacdo do gradiente Ficoll-hypaque, permitindo a obtengdo de células
mononucleares e granuldcitos. Os anticorpos monoclonais utilizados permitiram a identificagdo
do perfil de leucocitos nestes animais, incluindo a presenga de linfocitos T com expressao

CD8"™.

4. O controle da esporotricose felina, com manutencdo de bom estado geral, lesdes
localizadas, resposta bem organizada e menor carga fungica, esteve associado ao aumento de
células CD4". Por outro lado, o estado geral ruim, lesdes disseminadas e alta carga fungica,
estiveram relacionados a existéncia de um padrio de resposta com aumento de células CD8" e

aumento da expressdo de CD8"".

5. As formas graves da esporotricose felina foram frequentes neste estudo,

independentemente da co-infe¢ao por FIV e/ou FeLV.
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APENDICE A — Tabela 1. Esporotricose Felina: Frequéncias de cada variavel clinico-
epidemiolodgica em relagdo a apresentacao clinica.

Apresentacio clinica

Variével L1(N=20) L2(N=22) L3(N=59) Total P-valor'
19.8% 21,8% 58,4%
Bom 16 16 21 53
Estado Geral (101) Regular 4 6 22 32 <0,01*
Ruim 0 0 16 16
>(<2 anos 4 8 16 28
Idade (93) >2 <5 anos 11 8 33 52 <0,50
>5 anos 4 3 6 13
Masculino 9 14 49 72
Sexo (101) <0,01*
Feminino 11 8 10 29
Positivo 2 3 10 15
Antigenos de FeLV (99) 0,70
Negativo 18 19 47 84
Positivo 0 2 1 3

Anticorpos anti-FIV

0,16
99 Negativo 20 20 56 96

L1: Animais com lesdes em um local; L2: Animais com lesdes em dois locais; L3: Animais com lesdes em trés
ou mais locais.

'Teste de independéncia qui-quadrado de Pearson

*P-valor<0,05
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APENDICE B — Tabela 2. Esporotricose Felina: Frequéncias de cada achado histopatologico
nos casos caracterizados por processo inflamatorio granulomatoso supurativo nos trés grupos
estudados.

Apresentacio Clinica

L1(N=19) L2(N=21) L3 (N=59)

Achado Histopatélogico % n % n % n TOTAL  P-valor'
Organizagio do Mal formado 78,9 15 762 16 949 56 87
granuloma 0,03*
Bem formado 21,1 4 23,8 5 5,1 3 12
Diferenciacao
predominante das células  Macrofagos 632 12 57,1 12 86,4 51 75
do SMF ativadas
0,01*
Células 368 7 29 9 136 8 24
epitelioides
Granuloma Fungico Presente 5,3 1 28,6 6 49,2 29 36
<0,01*
Ausente 94,7 18 714 15 50,8 30 63
Distribuicio do Difusa 84,2 16 71,4 15 88,1 52 83
granuloma
Nodular 10,5 2 238 5 847 5 12 0,44
Intersticial 5,3 1 4,8 1 3,4 2 4
Intensidade do infiltrado Leve a
de neutrofilos Moderada 21,1 4 47,6 10 39 23 37 0.20
Acentuada 78,9 15 524 11 61 36 62
Intensidade do infiltrado Leve a
de linfécitos Moderada 474 9 52,4 11 66,1 39 59 0.96
Acentuada 52,6 10 47,6 10 339 20 40
Intensidade do infiltrado Ausente 0 0 4.8 1 0 0 1
de plasmocitos
Leve a 034
Moderada 474 9 57,1 12 492 29 50 ’
Acentuada 52,6 10 38,1 8 50,8 30 48

L1: Animais com lesées em um local; L2: Animais com lesdes em dois locais; L3: Animais com lesdes em trés
ou mais locais.

! Teste de independéncia qui-quadrado de Pearson

*P-valor<0,05
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APENDICE C - Tabela 3. Esporotricose felina: Avaliagio da carga fungica nos cortes
histologicos pela técnica de impregnagdo pela prata de Grocott em cada um dos grupos
estudados nos casos caracterizados por processo inflamatdrio granulomatoso supurativo.

Apresentacio clinica

L1 L2 L3
Carga fungica — Impregnagdo pela prata de

Grocott! % n % n % n Total

Ausente 10,5 2 14,3 3 1,7 1 6

1<20 42,1 8 28,6 6 20,3 12 26

>20<100 53 1 19 4 10,7 6 11

> 100 <400 15,8 3 0 0 8,5 5 8

> 400 263 5 38,1 8 59,3 35 48

Total 100 19 100 21 100 59 99

" por campo microscopico de 400x.

L1: Animais com lesdes em um local; L2: Animais com lesdes em dois locais; L3: Animais com lesdes

em trés ou mais locais.



Apéndice D — Tabela 4. Esporotricose felina: Avaliagio da carga fingica nos cortes
histologicos pela técnica de impregnagdo pela prata de Grocott em relacdo aos achados

clinico-epidemiologicos.

Carga flingica na IPG'

<100 estruturas

>100 estruturas

leveduriformes/ca leveduriformes/
Variavel (n) Ausente mpo’ campo’ p-valor®
Estado % 9,8 41,2 49
Geral Bom (N=51)
n 5 21 25
% 3,1 40,6 56,3
Regular (N=32) 0,16
n 1 13 18
% 0 18,8 81,3
Ruim (N=16)
n 0 3 13
Idade % 0 46,4 53,6
>(0<2 anos (N=28)
n 0 13 15
% 3,9 29,4 66,7
>2 <5 anos (N=51) 0,27
n 2 15 34
% 16,7 41,7 41,7
>5 anos (N=12)
n 2 5 5
Sexo % 7,1 34,3 58,6
Masculino (N=70)
n 5 24 41
0,50
% 34 44,8 51,7
Feminino (N=29)
n 1 13 15

'IPG: Impregnacio pela prata de Grocott.
*Campo microscopico de 400x

3 Teste de independéncia qui-quadrado de Pearson
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APENDICE E — Tabela 5. Avaliacio da carga fungica nos cortes histologicos pela técnica de
impregnacao pela prata de Grocott em relagdo aos achados histopatoldgicos.

Carga fingica na IPG'

Achado Histopatolégico

<100 estruturas

> 100 estruturas

Ausente leveduriformes/Campo’ leveduriformes/Campo’  P-valor®
Organizagio do % 25,0 75,0 0
granuloma Bem formado
(N=12) n 3 9 0
<0,01*
% 34 32,2 64,4
Mal formado
(N=87) n 3 28 56
Célula do SMF* Células % 20,8 66,7 12,5
predominante epitelidides
(N=24) n 5 16 3
<0,01*
% 1,3 28,0 70,7
Macroéfagos
(N=75) n 1 21 53
Intensidade de Leve a % 5,4 29,7 64,9
neutroéfilos moderada
(N=37) n 2 11 24
0,28
Acentuada % 6,5 41,9 51,6
(N=62)
n 4 26 32
Intensidade de Leve a % 5,1 32,3 62,7
linfocitos moderada
(N=59) n 3 19 37
0,20
Acentuada % 7,5 45,0 47,5
(N=40)
n 3 18 19
Intensidade de Ausente (N=1) % 0 100,0 0
plasmécitos
n 0 1 0
Leve a % 8,0 38,0 54,0
moderada 0,43
(N=50) n 4 19 27
Acentuada % 472 354 60,4
(N=48)
n 2 17 29

'IPG: Impregnagio pela prata de Grocott.

*Campo microscopico de 400x

3 Teste de independéncia qui-quadrado de Pearson
*Sistema Mononuclear Fagocitario

* P-valor <0,05
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APENDICE F — Tabela 6. Esporotricose felina: comparagdo entre as técnicas de
impregnacao pela prata de Grocott e de imuno-histoquimica em rela¢do aos resultados de carga
fingica nos casos caracterizados por processo inflamatorio granulomatoso supurativo.

Carga flingica®
Técnica utilizada

IPG' (N=99) THQ? (N=98)

% N % N
Ausente 6,1 6 5,2 6
1<20 26,2 26 27,8 27
>20<100 11,1 11 10,3 10
> 100 < 400 8,1 8 7.2 7
> 400 48,5 48 49,5 48
Total 100 99 100 98

'IPG: Impregnagdo pela prata de Grocott
’[HQ: Imuno-histoquimica
*Por campo microscopico de 400x



82

APENDICE G - Tabela 7. Mediana de cada marcador celular estudado nos animais com
esporotricose e no grupo controle, pela técnica de citometria de fluxo.

%CD4" %CDS" %CD21" %CD14" %Granulécitos”
Grupo Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(Min-Max) n (Min-Max) n (Min-Max) n (Min-Max) n (Min-Max) N
Elsl_)ggotricose 26,7 33 23,1 33 11,7 33 13,2 33 31,7 30
( ) (11,5-54,9) (6,9-69,6) (2,8-60,6) (1,6-52,7) (1,9-68,5)
g\?ilgole 25,6 5 11,3 5 25,0 5 54 4 35,5 4
(15,4-26,4) (4,2-22,5) (1,8-38,8) (2,2-5,7) (23,7-50,0)
P-valor' 0,27 0,01* 0,61 0,04* 0,65

Nota: Min= Minimo, Max=Maximo.

*p-valor<0,05
! Teste de Mann-Whitney
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APENDICE H - Tabela 8. Esporotricose felina: Mediana de cada marcador celular estudado
na amostra total e em cada grupo, pela técnica de citometria de fluxo.

Marcador Mediana dos percentuais de células positivas nos diferentes grupos
L1 L2 L3 Controle
Mediana Mediana Mediana n Mediana
(Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) p-valor!
%CD4" 35,9 25,1 25,4 25,6
10 15 0,04*
(23,0-54,9) (11,5-41,2) (13,7-43,4) (15,4-26,4)
%CDS" 17,6 25,7 28,6 11,3
10 15 0,04%*
(8,2-38,7) (12,7-69,6) (6,9-64,8) (4,2-22,5)
%CD8™" 6,6 16,9 22,2 0
5 13 0,26
(1,7-11,4) (12,0-33,3) (1,8-54,9) 0
%CDg ™" 9,1 19,4 74 0
5 13 0,14
(1,9-16,3) (4,8-36,8) (2,2-20,0) 0
%CD21" 15,9 9,9 10,6 25,0
10 15 0,51
(7,7-23,3) (2,8-22,3) (2,9-60,6) (1,8-38,8)
%CD14" 10,0 7,6 20,2 5,4
10 15 0,02*
(1,6-20,0) (3,8-43,9) (5,5-52,7) (2,2-5,7)
% Granulocitos* 9,4 37,2 34,9 14 35,5
10 0,16
(1,9-48.5) (4,9-66,9) (7,8-68,5) 23,7-50,0

L1: Animais com lesdes em um local; L2: Animais com lesdes em dois locais; L3: Animais com lesdes em trés

ou mais locais.

'Teste de Kruskal Wallis

*p-valor<0,05

Nota: Min=Minimo, Max=Maximo.
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APENDICE I — Tabela 9. Esporotricose felina: Mediana de cada marcador celular estudado em diferentes
variaveis, pela técnica de citometria de fluxo.

Percentual de células positivas

Varidvel %CD4 %CD8 %CD8"" %CD8"e" %CD21 %CD14 %Granulécitos
Estado Bom (N=20) Mediana 32,5 19,1 14,7 8,9 11,9 11,9 28,5
Geral (Min-Max) (11,5-54,9) (8,2-64,8) (6,1-54,9) (1,9-22,2) (52-233) (1,6-52,7) (1,9-66,9)
n 20 20 10 10 20 20 20
Regular (N=8)  Mediana 28.6 33,7 31,8 9,7 9,9 20,6 39,4
(Min-Max) (11,6-43,4) (11,7-69,6) (1,7-45,3) (2,2-36,8) (2,8-26,6) (4,6-43,9) (4,1-55,2)
n 8 8 7 7 8 8 7
Ruim (N=5) Mediana 16,9 27,7 44 6,8 27,4 5.8 293
(Min-Max) (13,7-29,5) (6,9-29,0) (1,8-22,2) (2,6-12,1) (10,3-60,6)  (5,5-28,4) (8,0-68,5)
n 5 5 3 3 5 5 5
p-valor! 0,08 0,40 0,35 0,77 0,05% 0,23 0,83
Idade <2 anos (N=7)  Mediana 25,0 28,6 16,9 10,4 13,5 13,2 38,2
(Min-Max) (13,7-41,2) (12,7-64,8) (1,8-54,9) (4,8-19.4) (7,5-27,4) (3,8-52,7) (8,0-62,6)
n 7 7 5 5 7 7 7
zz&il«ﬂg;os Mediana 30,5 23,1 22,2 7.4 11,1 15,7 273
(Min-Max) (133,54 9) (6,9-69-6) (1,7-45,3) (1,9-36,8) (2,8-60,6) (1,6-39.,3) (1,9-68,5)
n 19 19 13 13 19 19 19
>5anos (N=3)  Mediana 11,6 24,0 12,0 11,6 52 114 42,6
(Min-Max) (11,5-40,9) (19,7-27,4) 0 0 (4,3-16,8) (5,7-43,9) (15,4- 45,3)
n 3 3 1 1 3 3 3
p-valor 0,40 0,95 0,80 0,89 0,35 0,98 0,43
Sexo Masculino Mediana 25,8 23,6 19,1 9,1 12,5 17,0 23,6
=) (Min-Max) (11,6-43.4) (6,9-69,6) (1,7-54,9) (2,6-36,8) (2,8-30,8) (3,8-52,7) (4,1-66,9)
n 22 22 14 14 22 22 22
Feminino Mediana 32,8 23,1 14,5 7,2 11,7 8,6 13,9
=1 (Min-Max) (11,5-54,9) (11,6-63,3) (11,1-453)  (1,9-20,0) (2,9-60,6) (1,6-38,3) (1,9-68,5)
n 11 11 6 6 11 11 10
p-valor? 0,49 0,56 0,66 0,55 0,61 0,36 0,16
'Teste de Kruskal Wallis

? Teste de Mann-Whitney

*p-valor<0,05

Nota: Min= Minimo, Max=M4aximo.



APENDICE J - Tabela 10. Esporotricose felina: Mediana de células positivas para cada
marcador celular estudado em relacdo a pesquisa de antigenos de FeL'V, pela técnica de citometria de

fluxo.
Pesquisa
'de Percentuais de células positivas
antigenos
de FeLV
%CD4 %CD8 %CD8"" %CD8"e" %CD21 %CD14 % Granulécitos
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana

(Min- (Min- (Min- (Min- (Min- (Min- (Min-
Max) n Max) n Max) n Max) n Max) n Max) n Max) n

Positivo 21,2 16,2 44 10,4 20,7 14,6 24,4

(N=4)
ag- 4 69- * s ! 26- ! 103 4 X (4.9- 4
32,1) 34.8) 54,9) 12,1) 27,4) 52,7) 38,1)

Negativo 30,0 23,6 16,9 8,5 11,3 12,8 31,8

(N=28)
ais- 28 82 28 a71- 1 ags- 11 g 28 e 28 ae- %
54,9) 69,6) 45,30) 36,8) 30,8) 43,9) 66,9)

Nota: Min= Minimo, Max=Maximo.
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APENDICE L — Tabela 11. Esporotricose felina: Mediana de cada marcador celular
estudado pela técnica de citometria de fluxo, em relagdo a organizagdo do granuloma e as
células do sistema mononuclear fagocitario predominantes.

Variavel Percentual de células positivas
%CD4  %CD8  %CDS"™ %CD8"™" %CD21 %CDI14  %Granulécitos
Organizagio Bem Mediana 32,7 17,9 31,8 36,8 10,9 42 16,9
do granuloma formado
(N=4) (Min- (25,2 (8,2- 0 0 (2,8- (1,7- (4,9-
Max) 54,9) 69,6) 21,9) 15,6) 31,5)
n 4 4 1 1 4 4 4
Mal Mediana 26,2 24,0 15,9 8,5 11,7 13,2 34,9
formado
(N=29) (Min- (11,5- (6,9- (1,7- (1,9- (2,9- (1,6- (1,9-
Max) 43,4) 64.,8) 54,9) 22,2) 60,6) 52,7) 68,5)
n 29 29 19 19 29 29 28
p-valor' 0,25 0,65 0,80 0,10 0,54 0,05* 0,19
Células do Macréfagos  Mediana 25,2 28,2 16,4 8,3 12,5 15,8 31,8
SMF? (N=20)
preodminantes (Min- (13,3- (6,8- (1,7- (1,9- (2,9- (1,6- (1,94-
Max) 43,4) 64.,8) 54,9) 22,2) 60,6) 52,7) 68,5)
n 20 20 16 16 20 20 19
Células Mediana 32,1 19.7 21,9 10,1 11,7 11,4 31,5
epitelidides
(N=13) (Min- (11,5- (8,2- (6,1- (7,4- (2,8- (1,7- (4,9-
Max) 54,9) 69,6) 33,2) 36,8) 22,3) 43,9) 59,6)
n 13 13 4 4 13 13 13
p-valor' 0,27 0,55 0,89 0,39 0,35 0,35 0,62

'Teste de Mann-Whitney

*Sistema mononuclear fagocitario
*p-valor<0,05

Nota: Min= Minimo, Max=Maximo.
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APENDICE M - Tabela 12. Esporotricose felina: Mediana de cada marcador celular estudado pela
técnica de citometria de fluxo, em relagdo a intensidade dos tipos celulares presentes.

Percentual de células positivas

Variavel %CD4  %CD8 %CDS8™ %CDS"" °%CD21 %CD14 %Granulécitos
Intensidade Levea  Mediana 26,7 23,1 31,8 12,1 12,1 18,4 30,4
de moderada .
neutrofilos  (N=15) (Min- (11,6 (6,9- (1,7- (2,2- (2,8- (1,7- (4,1-
Max) 54,9) 69,6) 54,9) 36,8) 60,6) 52,7) 68,5)
n 15 15 7 7 15 15 14
Acentuada Mediana 27,9 21,9 15,9 7,4 11,0 11,9 31,8
(N=18)
(Min- (11,5- (8,2- (1,9- (1,9- (5,2- (1,6- (1,9-
Max) 43,4) 63,3) 44,0) 20,0) 30,8) 38,3) 66,9)
n 18 18 13 13 18 18 18
p—valor1 0,90 0,68 1,00 0,39 0,76 0,36 0,67
Intensidade Levea  Mediana 26,5 22,8 22,2 10,4 11,6 19,3 31,5
de moderada .
linfocitos (N=20) Min-  (13,3- (6,9- (1,7- (2,2- (2,8- (1,6- (1,9-
Max) 54,9) 69,6) 54,9) 36,8) 60,6) 52,7) 68,5)
n 20 20 13 13 20 20 19
Acentuada Mediana 30,5 23,1 15,9 5,9 11,7 8,6 31,8
(N=13)
(Min- (11,5- (13,3- (11,4- (1,9- (4,3- (1,6- (4,9-
Max) 43.4) 44.9) 39,5) 19.4) 23,3) 43,9) 62,6)
n 13 13 7 7 13 13 13
p-valor' 0,84 0,76 0,88 0,28 0,99 0,09* 0,68
Intensidade  Leve a Mediana 25,8 25,7 31,8 10,4 10,9 16,6 31,8
de moderada .
plasmécitos  (N=20) (Min- (11,5- (6,9- (1,8- (2,2- (2,8- (1,6- (1,9-
Max) 54,9) 69,6) 54,9) 36,8) 27,4) 52,7) 66,9)
n 20 20 11 11 20 20 19
Acentuada Mediana 333 18,8 15,9 6,8 12,1 12,3 25,2
(N=13)
(Min- (16,5- (8,2- (1,7- (1,9- (5,8- (1,6- 4,1-
Max) 43,4) 63,3) 44,0) 20,0) 60,6) 38,3) 68,5)
n 13 13 9 9 13 13 13
p-valorl 0,24 0,48 0,66 0,46 0,43 0,68 0,82

'Teste de Mann-Whitney
*p-valor<0,05
Nota: Min= Minimo, Max=Maximo.
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APENDICE N — Tabela 13. Esporotricose felina: Mediana de cada marcador celular estudado pela
técnica de citometria de fluxo, em relagdo a presenca de granuloma fingico e a carga fingica.

Percentual de células positivas

Variavel %CD4  %CD8  %CDS"™  %CD8"" CD21 %CD14 %Granulécitos
Granuloma Presente Mediana 26,1 28,2 16,4 10,1 12,8 20,2 38,2
fingico (N=16)
(Min- (13,3- (6,9- (1,7- (2,2- (2,9- (5,5- 4,1-
Max) 42,4) 64.,8) 54,9) 22,2) 60,6) 52,7) 62,5)
n 16 16 12 12 16 16 15
Ausente Mediana 30,5 19,7 22,2 7,9 10,6 8,0 21,4
(N=17)
(Min- (11,5- (8,2- (6,1- (1,9- (2,8- (1,6- (1,9-
Max) 54,9) 69,6) 44,0) 36,8) 23,3) 43,9) 62,6)
n 17 17 8 8 17 17 17
p-valor1 0,68 0,68 0,62 1,00 0,22 0,05* 0,14
Carga Ausente Mediana 31,9 29,2 0 0 15,9 15,7 46,9
fungica (N=2)
(Min- (23,0- (19,7- 0 0 (15,1- (11,4- (45,3-
Max) 40,9) 38,7) 16,8) 20,0) 48,5)
n 2 2 0 0 2 2 2
>1<100 Mediana 29,2 20,8 21,9 9,5 9,7 7,9 18,4
EL?
(N=10) (Min- (11,5- (8,2- (6,1- (5,9- (2,8- (1,7- (4,9-
Max) 54,9) 69,6) 39,5) 36,8) 22,3) 43,9) 62,6)
n 10 10 4 4 10 10 10
>100 EL* Mediana 26,7 27,7 16,4 9,1 12,1 18,4 34,8
(N=21)
(Min- (13,3- (6,9- (1,7- (1,9- (2,9- (1,6- (1,9-
Max) 43,4) 64,8) 54,9) 22,2) 60,6) 52,7) 68,5)
n 21 21 16 16 21 21 20
p-valor2 0,84 0,82 0,93 0,51 0,30 0,42 0,29
'Teste de Mann-Whitney
2 Teste de Kruskal Wallis

*EL=Estruturas leveduriformes
*p-valor<0,05
Nota: Min= Minimo, Max=Maximo.



