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Pimenta, M. A. Avaliacao clinico-laboratorial através de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
na esporotricose. Rio de Janeiro, 2009. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas

Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

A esporotricose ¢ a micose subcutanea mais freqiiente no Brasil. O diagndstico definitivo dessa
doenca se da com o isolamento em cultivo do fungo, o que em algumas vezes ndo ¢ possivel.
Portanto, o desenvolvimento de métodos soroldgicos que venham auxiliar no diagnostico da
esporotricose € na avaliacdo terapéutica dos pacientes ¢ de grande interesse. No presente estudo
foi empregada uma técnica imunologica aplicada a detecgdo de anticorpos em soro, no formato
de ELISA, em pacientes com esporotricose cutdnea confirmada por isolamento do fungo (n=58),
assim como em pacientes com indicacdo clinico-epidemiolégica de esporotricose, mas sem
isolamento do fungo em cultivo (n=23). A avaliagdo da especificidade da técnica foi feita
utilizando-se soros heterdlogos. Os resultados demonstraram uma sensibilidade de 98% para
ensaios de deteccdo de IgG e de 99% para ensaios de detec¢do de IgM, e a especificidade de
ambos os testes foi de 89%. Reagdes cruzadas foram observadas, da mesma forma como em
outros imunoensaios para o diagndstico da esporotricose. Foram colhidas trés amostras de soro,
uma no momento do diagndstico (tempo 1), uma trés a seis meses apos o inicio da micose (tempo
2) e uma de nove a 12 meses apds inicio da micose (tempo 3). A avaliacdo dos anticorpos ao
longo do tratamento mostra que na forma fixa da doenca ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes, tanto nos ensaios de IgG como de IgM. Apenas nos ensaios do
grupo de pacientes com forma linfocutanea, observou uma diferenga estatisticamente significante
ente os tempos 2 [1,498 (IIQ: 1,026-2,009)] e tempo 3 [1,398 (IIQ: 0,925-1,678] com p=0,004
nos ensaio de I[gG e uma diferenca entre os tempos 1 [1,263 (I11Q: 0,639-1,658)] e tempo 2 [1,015
(1Q: 0,511-1,336)], tempos 2 e 3 [0,853 (I1IQ: 0,453-1,173)] e tempos 1 e 3 nos ensaios de
deteccdo de IgM. Paralelamente foram analisados também, soros de 15 pacientes com infec¢ao
pelo HIV e esporotricose de diferentes formas clinicas nos quais a técnica de ELISA mostrou
uma sensibilidade de 90% nos ensaios de deteccdo de IgG e sensibilidade de 80% nos ensaios de
detec¢dao de IgM. Concluimos que a técnica de ELISA pode ser utilizada como ferramenta de
auxilio diagnostico para pacientes com esporotricose € para pacientes com esporotricose
infectados pelo HIV. Um maior tempo de acompanhamento de pacientes ¢ necessario para
melhor se estabelecer a importancia da deteccdo de anticorpos como critério de cura da
esporotricose. A técnica de ELISA ¢ uma excelente ferramenta diagnostica para pacientes de
esporotricose sem confirma¢ao micologica.

Palavras-chave: 1. Esporotricose. 2. Diagnostico. 3. ELISA.
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ABSTRACT

The sporotrichosis is the most common subcutaneous mycosis in Brazil. The definitive diagnosis
of this disease occurs in isolation with the fungal culture, which some times is not possible.
Therefore, the development of serological methods that may assist in the diagnosis of
sporotrichosis and in evaluating treatment of patients is of great interest. In the present study
employed a technique applied to the detection of immune antibodies in serum, the ELISA format,
in patients with cutaneous sporotrichosis confirmed by isolation of the fungus (n = 58) and in
patients with clinical and epidemiological aspects of sporotrichosis, but without isolation of the
fungus in culture (n = 23). The evaluation of the specificity of the technique was performed using
heterologous sera. The results showed a sensitivity of 98% for testing the detection of IgG and
99% for testing the detection of [gM, and specificity of both tests was 89%. Cross-reactions were
observed in the same way as in other immunoassays for the diagnosis of sporotrichosis. Were
harvested three serum samples, one at the time of diagnosis (time 1), a three to six months after
the onset of mycosis (time 2) and one of nine to 12 months after onset of mycosis (time 3).
Evaluation of antibodies during the treatment shows that the fixed form of the disease shows no
statistically significant differences in both tests for [gG and IgM. Only the tests of the group of
patients with linfocutanea way, was a statistically significant difference between the time 2 [1498
(IQR: 1026-2009)] and time 3 [1398 (IQR: 0925-1678] with p = 0004 in the testing of IgG and a
difference between times 1 [1263 (IQR: 0639-1658)] and time 2 [1015 (IQR: 0511-1336)], times
2 and 3 [0853 (IQR: 0453-1173)] and days 1 and 3 in tests for detection of IgM. At was also
studied, sera from 15 patients with HIV infection and different clinical forms of sporotrichosis
which the technique of ELISA showed a sensitivity of 90% in tests for detection of IgG and
sensitivity of 80% in tests for I[gM detc¢dao. We conclude that the ELISA technique could be used
as a tool to aid diagnosis in patients with sporotrichosis and sporotrichosis patients with HIV. A
longer follow-up of patients is needed to better establish the importance of detection of antibodies
as a criterion for cure of sporotrichosis. The technique of ELISA is an excellent diagnostic tool
for patients with sporotrichosis without mycological confirmation.

Keywords: 1. Esporotricose. 2. Diagndstico. 3. ELISA.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma infec¢do de evolu¢do subaguda ou cronica do ser humano e de
outros animais causada pelo fungo dimorfico Sporothrix schenckii, que vive saprofiticamente em
vegetais, vivos ou em decomposi¢do, € no solo. A transmissdo, na maioria das vezes, se da
através da inoculacdo traumadtica do S. schenckii na pele por materiais contaminados. Alguns
animais tém sido relacionados a transmissdao zoondtica da esporotricose, em especial gatos
domésticos, onde a incidéncia desta forma de transmissdo tem se mostrado alta no estado do Rio
de Janeiro (Schubach et al. 2008, Schubach et al. 2005 e Schubach et al. 2001b). A transmissao
da doenca ¢ quatro vezes maior em pacientes que cuidam de gatos (Barros et al. 2008b). Os
fatores mais relacionados a viruléncia do S. schenckii sdo a termotolerancia, a capacidade de
producao de melanina e a capacidade de adesdo e invasdo (Mesa-Arango et al. 2002; Figueredo et

al. 2007).

Os mecanismos imunoldégicos envolvidos no controle desta infeccdo ainda ndo estdo
muito bem elucidados. Na resposta imune celular participam macréfagos e linfocitos T CD4+
(Tachibana et al. 1999). Quanto a resposta imune humoral j4 foram caracterizados alguns
determinantes antigénicos, como ramnose € peptidoraminomanana (Lopes et al. 1994) e alguns
isotipos de imunoglobulinas como, por exemplo, IgG, IgM e IgA, que estdo envolvidos na
resposta a exoantigenos do fungo (Almeida-Paes et al. 2007b). A esporotricose, na maioria das
vezes, ¢ uma infec¢do benigna limitada a pele e tecido celular subcutaneo, mas que, em raras
situacdes, pode apresentar quadros de disseminagdo. No homem, a forma cutdnea ocorre em até
95% dos casos. As formas extracutdneas sdo menos freqiientes, ocorrendo especialmente em
individuos imunocomprometidos com neoplasia, uso de imunossupressores, infec¢do pelo Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ou com doenca debilitante como alcoolismo, diabetes,
doenca obstrutiva cronica entre outras. Nestes casos, a infec¢do pode ser adquirida por via

inalatdria ou traumatica, podendo disseminar-se para diversos 6rgaos e sistemas.

O diagnéstico laboratorial da esporotricose esta baseado no isolamento e identificagdo de
seu agente etiologico de materiais bioldgicos. Entretanto, t€ém sido descritas dificuldades no
diagnostico em algumas formas clinicas, como a forma localizada, linfangitica nodular com

lesoes atipicas (Keiser & Whittle, 1991; Al-Tawfiq & Wools, 1998) e formas disseminadas com



acometimento do sistema nervoso central (SNC) (Donabedian et al. 1994; Heller & Fuhrer, 1991;
Keiser & Whittle 1991; Penn et al. 1992). A meningite por S. schenckii ¢ um evento raro, mesmo
em pacientes imunossuprimidos, e seu diagnostico ¢ dificil pela baixa carga parasitaria ao exame
de liquor. Penn e colaboradores (1992) relataram um paciente com Aids e esporotricose onde
somente apos cinco meses do aparecimento das lesdes cutdneas foi feito o diagnostico de
meningite (com realizagdo de quatro exames liquéricos). Estes achados sdo contrastantes quando
o espécime bioldgico analisado é secrecdo ou biopsia cutanea, onde S. schenckii é evidenciado

com relativa facilidade (Rippon, 1988).



2. ESTADO DE ARTE

2.1. HISTORICO

Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez nos Estados Unidos da América pelo
estudante de medicina Benjamin Schenck, em 1896, de um paciente com 36 anos, do sexo
masculino, apresentando lesdes na mao e no brago direito. Este isolado, obtido da secrecdo dos
abscessos que o paciente apresentava, foi estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu
que este fungo pertencia ao género Sporotrichum (Schenck, 1898). O segundo caso indiscutivel
de esporotricose descrito, também nos Estados Unidos, em Chicago, por Hekton & Perkins em
1900, relata o desenvolvimento de uma lesdo no dedo de um menino apos ter sido ferido com
martelo, lesdo esta que regrediu espontaneamente. Tais pesquisadores deram a esse fungo
patogénico sua denominagdo atual, Sporothrix schenckii (Hekton & Perkins. 1900).

Em 1907, o primeiro caso de infec¢do natural em animais foi descrito por Lutz e
Splendore, em ratos, no Brasil (Lutz & Splendore. 1907). S. schenckii tem sido identificado em
diversas areas do mundo e, nos anos mais recentes, a maioria dos casos publicados sdo
provenientes da América Central e do Sul, em especial México, Colombia, Brasil e Peru, além do

continente africano (Pappas et al. 2000).

2.2. O PATOGENO

S. schenckii ¢ o agente etiologico da esporotricose. Esse microrganismo faz parte do
Reino Fungi, ¢ organismo eucaridtico, heterotrofico, sem mobilidade propria, apresentando
parede celular rigida e quitinosa. Pertence a Divisdo Ascomycota e a classe Pyrenomycetes,
ordem Ophiostomatales, e tfamilia Ophiostomataceae (Guarro et al. 1999).

Até o presente, ndo se conhece a forma de reproducdo sexuada de S. schenckii, embora
fortes evidéncias moleculares sugeriram que este fungo conta com mecanismos de recombinacao
na natureza (Mesa-Arango et al. 2002). Analises moleculares da regido 18S do rDNA mostraram
evidéncias indiretas de que a forma sexuada deste fungo fosse Ophiostoma stenoceras (Berbee &
Taylor, 1992), porém, estudos morfoldgicos realizados por Dixon e colaboradores mostram

diferencas basicas entre as duas espécies: O. stenoceras ¢ incapaz de produzir conidios demaceos,



ao contrario de S. schenckii, e este ndo produz peritécio em meios de batata, arroz ou malte, como
acontece com os isolados de O. stenoceras (Dixon et al, 1991); as diferengcas também sdo
observados quando ambas as espécies sdo inoculadas em camundongos, pois S. schenckii ¢é
encontrado em diversos tecidos apds inoculacdo intravenosa, o que ndao ocorre com
O. stenoceras, que somente ¢ encontrado em determinadas regides e nunca em todos os animais
inoculados (Dixon et al, 1992). Tais observagdes levaram a considerar como espécies diferentes o
anamorfo de O. stenoceras (Sporothrix sp.) e S. schenckii. Estudos moleculares mais recentes
(Meyer et al. 2008) unidos aos de Berbee & Taylor (1992), refor¢am, entretanto, que a forma
teleomorfica do S. schenckii pertenca ao género Ophiostoma.

O habitat natural de S. schenckii pode ser vegetagdao, madeira em decomposi¢cdo ou ndo, e
solo. Em vida saprofitica ou em cultivo a 25°C o fungo se apresenta na forma filamentosa, com
hifas hialinas, septadas e ramificadas, com conidios unicelulares de dois tipos: hialinos a marrom,
pequenos, ovodides, surgindo de denticulos distintos na porcao apical de conidiéforos, e conidios
demaceos grandes, ovoides, de parede celular grossa, sendo observados ao longo de toda a
extensdo das hifas (St-Germain & Summerbell, 1996). Em parasitismo ou em cultivo a 37°C em
meios de cultura especiais, S. schenckii se apresenta como levedura unicelular ovalada, globosa e
em forma de charuto, podendo apresentar um ou mais brotamentos (Chandler et al, 1980).

Recentemente Marimon e colaboradores (2008), caracterizaram S. schenckii como sendo
um complexo de pelo menos seis espécies filogenéticamente relacionadas, desconsiderando S.
schenckii como espécie Unica. Duas dessas espécies tém sido associadas com infecgdo humana

(S. brasiliensis e S. globosa).

2.3. PATOGENIA DA ESPOROTRICOSE

2.3.1 Patogenia, formas clinicas e tratamento da esporotricose em humanos.

Geralmente a infeccdo por S. schenckii segue-se ap6s inoculagdo do fungo na pele, por
ocasido de um trauma com espinhos, farpas, arranhadura, mordedura ou ainda através da
contaminacdo de solu¢do de continuidade cutinea pré-existente (Jin et al, 1990; Marques et al,
1993), alcangando o tecido cutaneo e subcutaneo, limitando-se aquém dos linfonodos regionais.
Individuos que trabalham com solo ou plantas, tais como jardineiros, agricultores, entre outros,

sd30 os mais suscetiveis ao contato com este agente infectante, desenvolvendo essa micose com



maior freqiiéncia. Habitualmente, os sitios de infeccdo sdo os membros inferiores e superiores
(Kwon-Chung & Bennett, 1992). Eventualmente, a inalagdo dos conidios do fungo pode levar a
uma infeccdo primaria pulmonar e posterior disseminagdo, tal como nas micoses sistémicas
(Rippon, 1988).

A esporotricose afeta ambos os sexos em qualquer idade. E uma doenga geralmente
benigna, de localizagdo cutdnea em 95% dos casos, com o surginento das lesdes em trés a doze
semanas apos inoculagdo do agente. O aspecto clinico da esporotricose ¢ muito variado,
observando-se as seguintes formas clinicas: cutanea fixa, linfocutinea, cutanea disseminada e
extracutanea (Morris-Jones, 2002). A forma mais comum ¢ a forma linfocutanea, a qual se inicia
com o aparecimento de um nddulo subcutaneo pequeno, duro, movel, ndo aderido, que evolui
para varios nodulos subcutaneos ao longo dos canais linfaticos locais, que podem supurar ulcerar
e drenar pus. A forma cutdnea fixa difere desta por ndo alcancar o canal linfatico local,
permanecendo como uma lesdo Unica (Rippon, 1988). A forma cutanea disseminada ¢ rara e se
manifesta como lesdes multiplas em diversas partes do corpo, podendo atingir também o0ssos e
articulagdes. Provavelmente a via hematogénica ¢ usada pelo fungo para se disseminar pelo
organismo (Morris-Jones, 2002). A forma pulmonar primaria (forma extracutanea) ¢ muito rara e
ocorre apos a inalagdo de conidios. Clinicamente ¢ parecida com a tuberculose onde a area apical
do pulmio parece ser o sitio de infeccdo mais comum. H4 casos descritos de disseminacao
hematogénica desta micose, atingindo ossos, olhos, articulagdes, sistema nervoso central e trato
genito-urindrio (Rippon, 1988). A forma extracutinea ndo decorre exclusivamente da forma
pulmonar primaria, mas também pode evoluir de uma lesao cutdnea (Kwon-Chung & Bennet,
1992). As formas disseminadas e extracutaneas ocorrem mais freqiientemente em individuos
imunocomprometidos, tais como alcoodlatras, diabéticos, pacientes com doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), leucemia, transplantados de 6rgao ou medula 6ssea, individuos sob
corticoterapia e pacientes infectados pelo HIV (Al-Tawfiq & Wools, 1998).

Recentemente, Gutierrez-Galhardo e colaboradores reportaram o aparecimento de eritema
nodoso e eritema multiforme em pacientes com esporotricose. Tal patologia estd provavelmente
relacionada a mecanismos de hipersensibilidade e, até o momento, entre as infec¢des fungicas,
esta associacdo somente foi descrita exclusivamente em histoplasmose e coccidioidomicose
(Gutierrez-Galhardo et al. 2002 e Gutierrez-Galhardo et al. 2005).

Atualmente o itraconazol (ITC) ¢ a droga de elei¢do para o tratamento da esporotricose



cutanea (Kauffman et al. 2007), sendo a taxa de cura numa dose de 100 a 200mg em estudos
abertos, O ITC ¢ metabolizado no figado, interagindo com medicamentos que sdo metabolizados
por esta via, apresentando assim diversas interacdes medicamentosas, podendo inviabilizar o seu
uso. O iodeto de potéassio ¢ eficaz e de baixo custo, entretanto o seu mecanismo de acdo ¢
desconhecido e apresenta uma série de reagdes adversas. A anfotericina B ¢ bastante efetiva nas
formas disseminadas ou extracutaneas da esporotricose, mas possui inimeros efeitos colaterais. O
fluconazol ¢ menos eficaz sendo considerado uma droga de 2* linha para o tratamento da
esporotricose. Estudos in vitro e clinicos apontam a terbinafina como uma droga promissora no
tratamento da esporotricose, possuindo um excelenete perfil de sensibilidade ao S. schenckii

(Coskun et al. 2004).

2.3.2 Patogenia da esporotricose em gatos.

A patogenia da esporotricose em animais esta sendo muito bem caracterizada nos tltimos
anos (Schubach et al. 2004 e Schubach et al. 2006) onde alguns autores descrevem as lesdes
como ulceradas, exsudativas, de bordos irregulares que podem tomar grandes propor¢des € em
alguns casos disseminam (Marques et al. 1993). A forma disseminada da esporotricose em
animais foi descrita por Garrison e colaboradores em 1979, onde a lesdo inicial consistia de uma
ulceracdo piogranulomatosa; na necropsia o fungo foi encontrado em linfonodo axilar, pulmdes e
figado (Rippon, 1988). Também tem sido relatado o comprometimento do bago e dos ossos, além
dos orgaos discriminados acima, sendo fator determinante de 6bito (Marques et al. 1993).

A estreita relacdo entre seres humanos e animais de estimag¢do pode ser apontada como
um dos fatores responsaveis pela transmissdo de doengas infecciosas como ¢ o caso da
dermatofitose, verminoses, toxoplasmose, leishmaniose, entre outras, em que o animal constitui
um reservatorio do agente infeccioso em questdo, sendo algumas vezes assintomatico. A
transmissdo de esporotricose de animais infectados (caes, gatos, cavalos, etc.) para seus
tratadores, tem sido descrita na literatura (Marques et al. 1993); algumas vezes, ndo s6 com
diagnoéstico clinico, mas também com isolamento do fungo.

Os felinos sdo muitos susceptiveis a S. schenckii. Os sitios de infec¢do mais freqiientes
sd0 os membros, nariz e orelhas. Os habitos higi€nicos dos felinos, entre os quais podemos citar o

ato de lamber-se e o de enterrar fezes, seu instinto de caga, brigas na disputa da fémea e seu



héabito de perambular em areas fora do perimetro domiciliar os expdem a algumas infecgdes e os
permite infectar outros animais, inclusive o homem (Schubach & Schubach, 2000). Os felinos
podem, ainda, estar colonizados por S. schenckii, ndo apresentando doenca em atividade, o que
favoreceria a transmissdo zoonotica desta infec¢do (Schubach et al. 2001a).

A associacdo entre criptococose, uma micose causada pela levedura Cryptococcus
neoformans, ¢ imunodeficiéncia felina tem sido descrita na literatura. Em fungdo dessa
deficiéncia, esses animais desenvolvem a forma sistémica da criptococose (Garcia & Blanco,
2000). O aumento nos casos de esporotricose sistémica em felinos tem sido observado nos
ultimos anos, e sugere-se que quadro semelhante ao ocorrido na criptococose poderia ser
desenvolvido também na esporotricose. Schubach e colaboradores descreveram em um estudo
retrospectivo de 347 gatos com esporotricose, 28 casos de gatos com esporotricose € o virus da
imunodeficiéncia felina (Schubach et al. 2004). A exuberancia de células fingicas nas lesoes de
esporotricose, as quais podem ser observadas até mesmo no exame direto a fresco, ¢
caracteristica em gatos domésticos infectados. Isto poderia facilitar a transmissdo intra e
interespecifica desta micose (Reed et al. 1993). A transmissdo da esporotricose de gatos para
humanos também ¢ favorecida pela presenga do fungo nas unhas dos felinos infectados, o qual ¢

inoculado no tecido subcutaneo do paciente no momento da arranhadura (Schubach et al. 2001b).

2.4. PROVAVEIS FATORES DE VIRULENCIA

Fator de viruléncia pode ser definido como algo que o microorganismo expresse que
aumente sua patogenicidade no hospedeiro, tais como certas enzimas, proteinas e moléculas
complexas como a melanina (Casadevall, 2006). De modo geral a viruléncia ¢ o resultado do
desequilibrio da interagdo hospedeiro-microrganismo, onde os danos causados pelo
microrganismo e/ou o hospedeiro afetam a homeostase (Casadevall, 2008).

Steenbergen e colaboradores (2004) sugerem que a origem da viruléncia em S. schenckii
esteja relacionada as relagdes inter-microbianas existentes em seu habitat natural, ja que, in vitro
demonstrou-se que células leveduriformes de S. schenckii quando fagocitadas por Acantamoeba
castellanii, uma ameba de solo, sdo capazes de sobreviver em seu interior, matar a ameba e
utilizd-la como nutriente, capacidade esta ndo compartilhada por fungos patogénicos que nao

vivam em tal habitat, como Candida albicans ou por fungos ndo patogé€nicos, como
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Saccharomyces cerevisiae, mas também presente em outros fungos dimoérficos, como
Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis.

Um dos fatores de viruléncia apresentados por S. schenckii, assim como por outros fungos
patogénicos, ¢ a sua termotolerancia. De fato, isolados capazes de crescer a 35°C, mas incapazes
de fazé-lo a 37°C, ndo sdo capazes de causar infecgdes linfangiticas, limitando-se a infecgdes
cutaneas fixas. Ja os isolados de lesdes linfangiticas, disseminadas e extracutdneas apresentam
tolerancia e crescimento a temperatura de 37°C (Kwon-Chung & Bennet, 1992). Resultados de
um estudo mostram que isolados de S. schenckii provenientes da Colémbia, onde a forma clinica
predominante da esporotricose ¢ a cutanea fixa, apresentam alta taxa de inibi¢do do crescimento a
35 e a 37°C, ao contrario de cepas do México e da Guatemala, onde predominam as formas
linfangiticas (Mesa-Arango et al. 2002).

O fungo S. schenckii também apresenta a capacidade de sintetizar melanina. Este
composto estd altamente relacionado a viruléncia de diversos fungos (Jacobson, 2000). S.
schenckii sintetiza melanina em seus conidios através da via do 1,8 — diidroxinaftaleno penta
acetato (Romero-Martinez et al. 2000). Embora macroscopicamente somente a forma filamentosa
do fungo pareca ser melanizada, também foi demonstrada a producdo de melanina por S.
schenckii nas formas leveduriformes, tanto in vitro como durante a infec¢do. As hifas, porém, ndo
sdo capazes de sintetizar melanina por esta via, somente os conidios (Morris-Jones et al. 2003), e
possivelmente a melaniza¢do dos conidios seja um mecanismo de escape por torna-los mais
resistentes a fagocitose por macrofagos, o que favoreceria a instalagdo da infeccdo, ja que estas
sdo as particulas infectantes do fungo (Romero-Martinez et al. 2000).

Assim como a melanizacdo em C. neoformans e em H. capsulatum diminui suas
suscetibilidades a anfotericina B e a caspofungina (Van Duin et al. 2002), a formacdo de
pigmentos de melanina por S. schenckii pode contribuir para dificultar o tratamento de casos mais
graves de esporotricose (Morris-Jones et al. 2003).

A adesdo primaria as células endoteliais e epiteliais, assim como aos componentes da
matriz extracelular sdo essenciais para uma eficaz invasdo dos tecidos por patdogenos. Tanto
células leveduriformes, como conidios de S. schenckii sao capazes de reconhecer trés importantes
glicoproteinas da matriz extracelular: fibronectina, laminina e colageno do tipo II (Lima et al.
1999; Lima et al. 2001). Os mecanismos de adesao a essas moléculas, no entanto, ndo estdo ainda

bem esclarecidos. Estudos demonstraram que o fungo apresenta integrinas ou adesinas lectina-
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like que reconhecem a fibronectina humana em diversos pontos desta molécula (Lima et al.
2001). Também foi demonstrada a interagdo in vitro de S. schenckii com células endoteliais
humanas, as quais podem internalizar as formas leveduriformes do fungo sem serem lesadas ou
terem sua viabilidade diminuida. Além disso, o fungo também consegue atravessar o espaco
intercelular. Ambos os processos poderiam facilitar a entrada do fungo na corrente sanguinea e
sua conseqliente disseminacdo hematogénica (Figueiredo et al. 2004). Embora se tenha
demonstrado as proteinas expressadas pelas células endoteliais responsaveis pela interagdo, as
proteinas fiingicas necessdarias para o reconhecimento e adesdo ndo foram identificadas, e seu
papel como fator de viruléncia ainda precisa ser esclarecido.

O papel de diferentes proteinas na viruléncia de diversos fungos ja estd bem caracterizado
(Vicentini et al. 1994, Latgé, 1999, Woods, 2003). Todavia, o papel de diferentes proteinas de S.
schenckii na viruléncia deste fungo permanece obscuro. Acredita-se que fosfatases acidas atuem
na interacdo fungo-macrofago, embora ndo haja evidéncias claras quanto a isso (Hogan et al.
1996). Peptido-ramnomanas da parede celular causam depressdo da resposta imune até a sexta

semana de infec¢do e podem atuar como fator de viruléncia (Carlos et al. 1999).

2.5. RESPOSTA IMUNE NA ESPOROTRICOSE

Os mecanismos imunolégicos envolvidos na prevengdo e no controle de infec¢des
causadas por S. schenckii ainda ndo sdo muito bem compreendidos, porém, devem incluir tanto a
resposta imune humoral como a celular (Carlos et al. 1992; Maia et al. 2006). A inducdo e
expressdo da resposta imune celular dependem de uma complexa interagdo entre antigenos,
macrofagos e linfocitos. Além disso, a disseminacdo da esporotricose estd freqiientemente
associada com terapia de droga imunossupressora € com doengas que causem o mesmo efeito
(Rosa et al. 2005). Na resposta imune celular, alguns aspectos ja foram esclarecidos, tais como a
ativacdo de macrofagos por células T CD4" no combate ao fungo (Tachibana et al. 1999). Ambas
as células T CD4" e os macréfagos sio requisitadas para o desenvolvimento da formacio do
granuloma, o qual é o componente essencial na defesa do hospedeiro. Essas células liberam IFN-
Y, que tem demonstrado ser a citocina mais potente como ativadora da atividade fungicida de
macrofagos mais potente. O TNF-a também ativado por IFN-y, atua sobre macréfagos
produzindo reativos de nitrogénio, em especial 6xido nitrico (NO) que atua de forma citotdxica

no controle da multiplicacdo de S. schenckii, e ¢ produzido nos momentos iniciais da infecgao,
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bem como no seu término (Fernandes et al. 2000; Maia et al. 2006). A inducdo da producdo de
reativos de oxigénio por monoécitos e macrdéfagos apods a fagocitose de conidios e células
leveduriformes de S. schenckii, também ja foi verificada (Romero-Martinez et al. 2000), além da
atividade mitdtica de glicoproteinas presentes na forma parasitaria do fungo (Carlos et al. 1999).
O TNF-a tem sua produ¢do severamente diminuida no inicio da infec¢do o que levaria o fungo a
conseguir se multiplicar e infectar os tecidos hospedeiros. O inverso ocorre apds dois meses de
infeccdo, onde os niveis de IL-1 e TNF-a, citocinas importantes na resposta inflamatéria
(Janeway et al. 2000), sdo aumentados, favorecendo a eliminagdo do fungo (Carlos et al. 1994).
Células dendriticas sdo potentes células apresentadoras de antigenos induzindo resposta Thl,
iniciando um papel importante na resposta imune mediada por células. Assim sendo, a resposta
Thl ¢ de fundamental importancia na patogénese da esporotricose e sua ativagdo diferencial ¢é
responsavel por manifestagdes clinicas variadas (Uenotsuchi et al. 2006). A ativacdo de células
Thl tem sido relatada como responsavel por diferentes formas clinicas em outras doengas
infecciosas cutaneas, como por exemplo, a leishmaniose (Carvalho et al. 2007).

S. schenckii também ¢ capaz de ativar o sistema complemento, em especial a via
alternada, embora ndo se possa descartar a ativagdo da via cldssica do complemento durante a
infec¢do, a qual normalmente requer a participacdo de anticorpos. A via alternada talvez seja
ativada por células leveduriformes de S. schenckii, o qual possivelmente ajuda na opsonizagao,
fagocitose e produgdo inflamatéria aguda de uma resposta durante o inicio da infeccdo. A
ativacdo do sistema complemento favoreceria a fagocitose destas células, pela deposi¢do do
componente C3b do complemento em sua parede, bem como a formagao do complexo de ataque
a membrana favoreceria a lise das células fungicas (Torinuki & Tagami, 1985; Scott et al. 1986).

Quanto a resposta imune humoral na esporotricose, ja foram caracterizados determinantes
antigénicos de peptido-ramnomananas em coelhos, estes ndo apresentam reagdes cruzadas contra
manoproteinas de Saccharomyces cerevisiae, todavia sdo verificadas fracas reacdes cruzadas
contra glicopeptideos da parede celular de Ophiostoma stenoceras (Lopes-Alves et al. 1994).
Alguns autores sugerem que anticorpos especificos contra S. schenckii t€ém pouco efeito na
resisténcia do hospedeiro (Tachibana et al. 1999). Entretanto, foi descrito que na esporotricose
experimental em camundongos, anticorpos especificos da classe IgGl e IgG3 contra uma
proteina de 70 kDa s3o produzidos no decorrer da infeccio e podem estar relacionados a

eliminagdo do fungo do organismo desses animais (Nascimento & Almeida, 2005). Estes
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anticorpos sdo desencadeados depois da primeira semana de infec¢do, aumentando no décimo
quarto dia, mantendo seus niveis por todo o periodo de infec¢do. Estes altos niveis de anticorpos
podem estar envolvidos com uma prote¢ao imune especifica.

Recentemente nosso grupo detectou imunoglobulinas IgG, IgM e IgA em soros de
pacientes com esporotricose contra exoantigeno de S. schenckii, antes e depois do tratamento
antifingico. Mais de 95% dos pacientes estudados apresentaram anticorpos da classe IgA e 85%
apresentam anticorpos das classes IgG e IgM antes do tratamento. Dos pacientes tratados, os
titulos de IgG aumentaram em 91% dos pacientes (Almeida-Paes et al. 2007b). Sdo necessarios
estudos sobre quais outras imunoglobulinas estdo envolvidos nas respostas aos diferentes
antigenos do fungo ao longo do tratamento e qual o comportamento desses anticorpos no decorrer

da doenca e apds a cura clinica.

2.6. EPIDEMIOLOGIA

A esporotricose ¢ a micose subcutdnea mais prevalente na América Latina (Diaz, 1989).
No Brasil, esta doenga foi primeiramente reportada em 1907 (Lutz & Splendore, 1907). Desde
entdo, outros casos t€m sido descritos e € possivel encontrar esporotricose em quase todos os
estados brasileiros, como por exemplo, no Rio Grande do Sul e em Sao Paulo (Lopes et al. 1999;
Rosa et al. 2005).

No homem, a esporotricose ¢ uma doenca que costuma ocorrer sob a forma de casos
isolados ou pequenos surtos familiares ou profissionais, envolvendo pessoas expostas a vegetais
ou solo rico em matéria organica, como agricultores, floristas, jardineiros e mineiros, além de
laboratoristas (Carrada-Bravo, 1975; Cooper et al. 1992; Hajjeh et al. 1997). Varios surtos t€ém
sido relatados, como o primeiro e mais conhecido surto ocorrido no sul da Africa numa mina de
ouro em 1947 e outro descrito 31 anos depois, no Lago de AYARZA Distrito do Sul na
Guatemala, onde 53 casos foram observadas dentro de trés anos. Em 45,3% dos casos, a infec¢ao
surgiu apos o manuseio de peixes (Mayorga et al. 1978) dentre outros casos relatados (Hay &
Morris-Jones, 2008). Epidemias envolvendo grande niimero de pessoas ou amplas regides
geograficas sdo raras e tém sido relacionadas a uma fonte de infeccdo comum no ambiente (Coles
et al. 1992; Schubach & Schubach, 2000).

A casuistica da esporotricose no Estado do Rio de Janeiro tem requerido atengdo especial.

Estudo realizado por Barros e colaboradores demonstrou que, no periodo de 1987 a 1998, apenas
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treze casos de esporotricose humana foram diagnosticadas no Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, onde somente em dois pacientes a fonte de infec¢do desta micose foi associada
a arranhadura por um gato doente. Entretanto, num periodo de seis anos (1998 a 2004), 759 casos
de esporotricose em humanos, 1503 casos em felinos e 64 caes foram diagnosticados no mesmo
centro, sendo 85% dos casos caninos e 83,4% dos humanos causados por contato com gatos com
esporotricose e 55,8% dos ultimos casos reportados foram por mordida ou arranhadura de gatos
(Schubach et al. 2008). O maior nimero de casos ocorre no municipio do Rio de Janeiro,
principalmente nos bairros do Centro, Campo Grande, Bangu e nos municipios de Duque de
Caxias e S3o Jodo de Meriti. Estes dados confirmam a ocorréncia de uma endemia de

esporotricose no Estado do Rio de Janeiro.

2.7. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico definitivo da esporotricose ¢ realizado pelo isolamento e identificacdo de
seu agente etiologico em meios de cultura. As células leveduriformes presentes no material
clinico sdo pequenas, escassas e de dificil observagdo no exame micologico direto (KOH a 10%).
Esfregacos de pus e in print de biopsias de lesdes corados pelo Giemsa aumentam a sensibilidade
do teste, j4 que a visualizagdo das formas parasitarias ¢ favorecida. Para cortes histologicos
costuma-se usar impregnacao pela prata, PAS e HE, porém, a menos que o material esteja muito
rico em células parasitarias, ndo ¢ facil a observacdo das formas leveduriformes de S. schenckii
(Morris-Jones, 2002). Geralmente, estas tém aspecto globoso a ovalado com brotamentos
claveiformes, no interior de macréfagos, e, em cerca de 40% dos casos de esporotricose, nota-se a
presenca do corpo asteroide, substancia eosinofilica de forma radiada constituida de complexo
antigeno-anticorpo, que se deposita na parede de alguns fungos (Morris-Jones, 2002).

O isolamento de S. schenckii é facilmente obtido através do cultivo do espécime clinico,
que, em geral, ¢ biopsia ou o pus da lesdo, em meios de cultura especifico, em especial,
Sabouraud com cloranfenicol, para evitar contaminag¢do bacteriana, incubados a 25°C ou
temperatura ambiente. Conforme observado na figura 1, apds o crescimento, em torno de cinco a
sete dias, observam-se colonias filamentosas hialinas com aspecto umido que com o tempo
podem apresentar coloragdo escura (figura 1A) ou permanecerem hialinas. Para a identificacdo
correta do fungo, faz-se um estudo dos aspectos microscopicos da forma filamentosa de S.

schenckii (Figura 1B) e demonstracao de sua capacidade de dimorfismo, fazendo-se a conversao
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do fungo a forma leveduriforme, em meio BHI 4gar com extrato de levedura a 37°C, incubando
por cinco dias. Apds esta conversdao, o fungo assumird um aspecto cremoso de cor bege
amarelado (Morris-Jones, 2002). Microscopicamente, essa cultura apresenta células
leveduriformes hialinas, pequenas, globosas com um mais brotamentos claveiformes (figura 1C).

Com todos esses passos necessarios o diagnostico definitivo pode ser concluido em torno de, pelo

menos, 15 dias.

Figura 1: Aspecto macromorfologico de cultura de S. schenckii incubada a 25°C por sete dias (A). Aspectos
micromorfolédgicos (B e C) de S. schenckii em sua forma filamentosa crescidos a 25°C (B) e sua forma leveduriforme crescidos a

37°C (C). Foto produzida no Laboratério de Micologia - Setor de Diagnostico Micologico.

Viérias técnicas tém sido descritas para o estabelecimento do diagndstico soroldgico da
esporotricose. Reagdes de imunodifusdo dupla para esporotricose ndo costumam apresentar
reacdes cruzadas com soros de pacientes com leishmaniose e cromoblastomicose, doengas com
manifestagdes clinicas semelhantes as da esporotricose e o teste de imunoeletroforese também
apresenta grande sensibilidade, sendo observado nos casos positivos a presenca de um arco
anodico, chamado arco S (Albornoz et al. 1984). Os testes de aglutinacdo em tubo e em particulas
de latex permitem obter resultados acerca da presenca ou auséncia de antigenos ou anticorpos de

forma rapida, demonstrando boa sensibilidade e especificidade, em torno de 90% (Karlin &
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Nielsen, 1970; Blumer et al. 1973; Casserone et al. 1983).

Técnicas sorologicas mais sensiveis também comegaram a serem padronizadas para sua
utilizacdo no sorodiagndstico da esporotricose. Loureiro y Penha & Lopes-Bezerra (2000)
descreveram a detec¢do de anticorpos contra uma peptido-ramnomanana da parede celular de S.
schenckii por ELISA em soros de pacientes com esporotricose. Este teste apresentou 100% de
sensibilidade, quando testado frente a 35 soros de pacientes com esporotricose confirmada. Soros
de pacientes com leishmaniose apresentaram baixa reatividade cruzada com esse antigeno.
Entretanto, quando tal técnica foi validada com um nimero maior de soros, apresentou 90% de
sensibilidade e 80% de especificidade (Bernardes-Engemman et al. 2005). A técnica de western
blot apresenta 100% de sensibilidade para os antigenos de 40 e 70 kDa (Scott & Muchmore,
1989). Recentes trabalhos de nosso grupo, porém, demonstraram a ocorréncia de intensas reagdes
cruzadas em western blot realizados com esses antigenos, especialmente com soros de pacientes
com paracoccidioidomicose, os quais ndo foram utilizados na determinacdo inicial da
especificidade do western blot por Scott & Muchomore (Almeida-Paes et al. 2004 e Almeida-
Paes et al. 2007a).

Alguns estudos tém sido realizados sobre a estrutura antigénica de isolados de S.
schenckii. Um recente estudo mostra que extratos de cultura da forma filamentosa do fungo
apresentam variagdes na composi¢do protéica e na reatividade imunoldgica frente a soros
homologos e heterdlogos, sendo o meio de Sabouraud o mais adequado para a obtengdo de um
bom extrato antigénico. Entretanto, somente um isolado de S. schenckii foi utilizado neste estudo
e os autores alertam para a necessidade de se estudar a composi¢do antigénica de mais isolados
fungicos e também de se estudar os componentes antigénicos de sua forma leveduriforme
(Mendoza et al. 2002). Trés glicoproteinas da parede celular de 84, 70 e 58 kDa de S. schenckii,
que se ligam a concanavalina A, apresentam reatividade na técnica de western blot com soros
homoélogos (Lima & Lopes-Bezerra, 1997). O perfil protéico de um antigeno de superficie do S.
schenckii, foi semelhante em cinco isolados estudados, com macromoléculas variando entre 120 a
15 kDa (Almeida-Paes et al. 2002), sendo algumas delas reativas com soros de pacientes com
esporotricose. Entretanto, alta reatividade cruzada foi observada com soros de pacientes

portadores de micoses sistémicas e oportunistas.
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3. RELEVANCIA

De 1998 até os dias de hoje, os Servigos de Dermatologia Infecciosa e Zoonoses do
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) - Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
vem observando a maior e mais duradoura epidemia de esporotricose transmitida por felinos na
cidade do Rio de Janeiro e municipios adjacentes (Barros et al. 2001; Barros et al. 2004). Entre
1998-2001 178 casos de esporotricose foram diagnosticados, com um predominio de adultos
(70,8%) e de mulheres com idade média de 39 anos. A forma clinica predominante foi a
linfocutanea (55,6%) seguida da forma cutinea fixa (25,3%). Entretanto apresentagdes
consideradas raras como lesdes cutaneas com multiplas localiza¢des (16,3%) e envolvimento da
mucosa conjuntival e nasal (2,8%) também foram observadas (Barros et al. 2004). Além disso,
associacdes clinicas pela primeira vez descritas, como eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al.
2002) e eritema multiforme (Gutierrez-Galhardo et al. 2005), foram evidenciadas. A artralgia,
manifestacdo normalmente ndo associada a esporotricose, esteve presente em 30% e a artrite em
9,4% dos pacientes. Da mesma forma a remissao espontanea, embora descrita raramente, ocorreu
em 7% dos casos (Barros et al. 2004).

O diagnostico da esporotricose ¢ estabelecido com o isolamento em cultivo de seu agente
etiologico, S. schenckii (Rippon, 1988). Métodos sorologicos tem sido empregados, porém
utilizando extratos brutos, sem padronizagdo (Karlin & Nielsen, 1970; Caserone et al. 1983). Mais
recentemente, métodos como Imunoblot (Scott & Muchmore, 1989) e ELISA (Loureiro y Penha &
Lopes-Bezerra, 2000) tém sido descritos, porém utilizando preparagdes antigénicas ndo totalmente
caracterizadas. Poucos sdo os antigenos de S. schenckii descritos na literatura. Entre eles, destacam-
se os de 84, 70, 58 e 40 kDa da forma leveduriforme (Lima & Lopes-Bezerra, 1997; Scott &
Muchmore, 1989) ¢ os de 167, 90, 55 ¢ 40 kDa da forma filamentosa (Mendoza et al. 2002).
Entretanto, a natureza biologica destes antigenos ainda ndo foi determinada, bem como o valor real
da sorologia na esporotricose permanece obscuro.

O desenvolvimento de ensaios imunoenzimaticos sensiveis e especificos para serem
utilizados na sorologia da esporotricose ¢ fundamental para o diagnostico desta infec¢do nos casos
onde se torna dificil a obtencdo de adequado material clinico para exame, como no caso de infec¢do
osteoarticular e do sistema nervoso central, além de poder contribuir, como ocorre em outras

micoses, na avaliagdo da resposta terapéutica do paciente. Portanto, a avaliagdo de uma metodologia
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especifica, utilizando um antigeno desenvolvido por nos, contribuird possivelmente para uma
melhoria nos métodos de diagnostico ja existente, de extrema importdncia uma vez que os métodos
sorologicos até entdo disponiveis somente nos proporcionam informagdes presuntivas de
esporotricose e parametros clinicos e epidemioldgicos devem ser levados em consideragdo. Além
disso, um melhor entendimento da resposta imune humoral dos pacientes com esporotricose
envolvidos no surto epidémico descrito anteriormente, antes, durante e apos o tratamento especifico,

poderia fornecer dados mais significativos sobre a eficacia do tratamento.
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4. OBJETIVO GERAL

Considerando as dificuldades encontradas no diagndstico da esporotricose, principalmente
em casos onde se torna dificil a obteng@o de adequado material clinico para exame, como no caso
de infec¢do osteoarticular e do sistema nervoso central, e por muitas vezes a necessidade da
obtencao de um diagndstico rapido e preciso, este trabalho tem como principal objetivo obter um
maior entendimento da resposta imune humoral em pacientes com esporotricose, bem como

validar uma reagdo imunoenzimatica (ELISA) no sorodiagnéstico da esporotricose.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a resposta imune humoral de pacientes com esporotricose cutidnea através da
determinagdo do perfil de anticorpos produzidos durante a evolu¢do da doenca.

2. Avaliar a utilidade e sensibilidade da técnica de ELISA no diagndstico e acompanhamento
terapéutico da esporotricose nas fromas linfocutanea e localizada.

3. Explorar as possiveis correlagdes entre o diagnostico clinico, micolégico e sorologico da
esporotricose cutanea em populacdo definida.

4. Avaliar a sensibilidade e especificidade da ELISA em pacientes com esporotricose com
infeccdo pelo HIV.

5. Avaliar a aplicabilidade da ELISA no diagndstico de pacientes com esporotricose e

infectados pelo HIV.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. AMOSTRAGEM

Dois desenhos de estudo distintos foram realizados: um estudo longitudinal para a avaliagao
clinico-laboratorial da ELISA na eporotricose em soro de pacientes em tratamento antifiingico; e

um estudo transversal em populagdo de pacientes com esporotricose infectados pelo HIV.

6.1.1. Avaliacio clinico-laboratorial do ELISA em pacientes com esporotricose cutinea

Para determinagdo do perfil de anticorpos e verificagdo de classes de imunoglobulinas
(IgG e IgM) ao longo do tratamento, foram selecionados na soroteca do Setor Imunodiagnéstico
do Laboratorio de Micologia — IPEC - Fiocruz, um total de 207 amostras de soros de pacientes
com esporotricose, atendidos no Ambulatério de Micologia no periodo de Janeiro de 2005 a

Dezembro de 2007. Os critérios utilizados para selecdo dos soros foram:

a) Critérios de inclusiao: Foram incluidos no estudo soros de pacientes armazenados na soroteca
do Setor de Imunodiagndstico do Laboratorio de Micologia- IPEC, que tenham sidos tratados
com itraconazol numa dose de 100mg por dia e que tenham até trés amostras coletadas nos
seguintes intervalos:

1- Tempo zero: no momento do diagnostico (antes do inicio do tratamento).

2- Tempos trés a seis meses apds inicio da doenga (corresponde a trés a seis meses apos o
diagnodstico e um més apods a suspensao do tratamento — cura clinica).

3- Tempo de 9 a 12 meses apos inicio da doenga (corresponde a 9 a 12 meses apoOs o
diagnodstico).
Os grupos foram distribuidos da seguinte maneira:
Grupo A: Pacientes com diagnostico clinico confirmado por exame micologico positivo, ou seja,
isolamento de S. schenckii em cultivo de espécime clinico.
Grupo B: Pacientes com indicagdo clinica e epidemiologica de esporotricose com exame

micolégico negativo.
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b) Critérios de exclusdo: Foram excluidas amostras de soros hemolisadas ou lipémicas
conforme descrito no POP LM ID 004 (Pizzini et al. 2008).

A amostragem deste estudo ¢ apresentada na tabela 1. Entre as 207 amostras de soro, 170
sdo provenientes de 58 pacientes com diagnostico clinico e exame micologico positivo (grupo A)
e 37 sdo provenientes de 23 pacientes com diagnostico clinico e epidemiologico de esporotricose
€ que ndo tiveram crescimento do fungo em cultivo (grupo B). Dos 58 pacientes do grupo A,
cinco ndo receberam antifingico, pois apresentaram regressdo espontanea da doenca. Os
pacientes do grupo A, foram entdo distribuidos de acordo com a apresentacdo clinica: forma
cutanea fixa (n=13; 22%), forma linfocutanea (n=40; 69%) e pacientes com regressdo espontanea
da doenca (n=5; 9%) dos quais dois apresentavam forma fixa e trés, forma linfocutanea. No
grupo B (n=23) 14 pacientes apresentavam a forma fixa da esporotricose (61%) sendo trés com

regressao espontanea da doenca e nove (39%) apresentam a forma linfocutanea.

Tabela 1: Amostragem incluida no estudo.

Grupo Forma Clinica Pacientes Soros
(n) (n)
A Forma fixa 13 38
Forma linfocutanea 40 118
Regressao espontanea 05 14

(Forma fixa e ou

forma linfocutanea)

Total 58 170
B Forma fixa 14 24

Forma linfocutanea 09 13

Total 23 37

Total 81 207
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6.1.2. Avaliacio clinico-laboratorial da ELISA em pacientes com esporotricose infectados
pelo HIV

Para avaliar a aplicabilidade diagnostica e a resposta imune de pacientes com
esporotricose e infectados pelo HIV, foram selecionadas 31 amostras de soros de 15 pacientes
com a co-infeccdo HIV e S. schenckii, aqui denominados como grupo HIV-Ss. Como controles
foram utilizados 10 amostras de pacientes infectados pelo HIV previamente testados e sem
esporotricose (grupo HIV). A confirmac¢do de pacientes HIV positivos seguiu o fluxograma da
Portaria 059 de 28/01/2003 do Ministério da Saiude, o qual preconiza que duas amostras de soro
devem ser coletadas em momentos distintos e serem reagentes em métodos imunoenzimaticos.
Outras 10 amostras de pacientes com esporotricose confirmada por isolamento em cultivo, com

sorologia para HIV negativa (grupo Ss) e 10 amostras de pacientes saudaveis (grupo higido).

6.1.3. Amostras de soros controle e heterologos.

Como controle laboratorial, para determinacdo do ponto de corte (cut off), foram
utilizados para a confec¢do da curva TG-ROC 16 amostras de soros de individuos higidos e 16
amostras de soro de pacientes com esporotricose confirmada por cultivo. Para validar o teste,
foram incluidos 50 soros de individuos higidos. Todas as amostras de soros dos individuos
higidos foram de doadores de sangue, previamente testados para HIV, Hepatite B, doenca de
Chagas e sifilis e apresentando resultados negativos em todos os testes.

Os soros heterdlogos selecionados para determinagao da especificidade do teste também
foram obtidos aleatoriamnete da soroteca do Setor de Imunodiagnoéstico do Laboratério de
Micologia - IPEC. Ao todo foram selecionados 60 soros heter6logos de pacientes com isolamento
em cultivo micologico ou parasitolégico dos respectivos agentes etioldgicos de suas infecgdes
e/ou indicacdo clinica dessas infecgdes com sorologia positiva pelo método de imunodifusio.
Assim, 10 soros foram de pacientes com histoplasmose, 10 soros foram de pacientes com de
paracoccidioidomicose, 10 soros de pacientes com aspergilose, 10 soros de pacientes com
criptococose, 10 soros de pacientes com coccidioidomicose e 10 soros de pacientes com
leishmaniose tegumentar americana.

Todas as amostras de soro acima descritas foram obtidas na Regido Metropolitana do Rio

de Janeiro, area endémica de esporotricose (Schubach et al. 2008, Lopes-Bezerra et al. 2006) e a
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utilizagdo dessas amostras, foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa, conforme a resolugado

CNS n°347/05

6.2 CEPA

Neste projeto foi utilizado o isolado S. schenckii 23508 em todo o decorrer do estudo,
mantido na cole¢do de culturas do Setor de Diagnostico Micologico - IPEC/FIOCRUZ,
previamente identificado baseado em suas caracteristicas morfologicas e bioquimicas. Este
isolado foi previamente comparado com outras cepas de S. schenckii e demonstrou ser excelente
produtora de antigeno, resposta verificada através de imunoblot frente a soro hiperimune

produzido em coelhos (Almeida-Paes et al. 2007).

6.3. OBTENCAO DO EXOANTIOGENO

O antigeno soluvel da forma filamentosa utilizado no trabalho foi preparado conforme
descrito por Almeida-Paes e colaboradores (2007a). O isolado de S. schenckii foi inoculado em
meio de Sabouraud liquido, na sua forma filamentosa, incubado a 28°C, em estufa com agitacao
orbital a 100 rpm por 15 dias. Ao final deste periodo, foi adicionado timerosal na concentracao
1:5.000, como preservativo. O sobrenadante da cultura foi entdo centrifugado, filtrado em
membrana Millipore de 0,45 pm, concentrado 10X por didlise reversa contra polietilenoglicol
(peso molecular 15.000-20.000, Sigma) e dialisado contra dgua destilada a 4°C por trés dias, com

trocas didrias da dgua.

6.4. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas totais dos antigenos produzidos foi determinada segundo a
técnica descrita por Bradford (1976), modificada para utilizagdo com reagente comercial (Bio-
Rad, Laboratories Richmond, CA, USA), utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.
Apos o desenvolvimento da reagdo, a leitura da absorbancia foi realizada utilizando-se

espectrofotometro (BioRad Model 550) com filtro de 595 nm de comprimento de onda.
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6.5. ELISA

A padronizacdo da técnica de ELISA indireta utilizando antigeno solivel da cepa 23508
foi previamente realizada por nosso grupo (Almeida-Paes et al. 2007a). A concentragdo de
proteinas e diluicdo 6tima de antigenos e de soro, respectivamente, foi determinada por titulacdes
pareadas realizadas em base do antigeno empregado e de soro humano com alto titulo de
anticorpos contra S. schenckii e soro humano de individuo saudavel. Foram consideradas como
6timas a concentracdo e diluicdo do soro em que obtivemos uma baixa leitura de densidade otica
do soro do individuo saudavel e uma grande diferenga entre as leituras de densidade 6tica do soro
homélogo e do soro normal.

Foi realizada ELISA indireta em fase solida com todas as amostras de soro colhidas
durante a execug@o do projeto. Antigeno filtrado de S. schenckii na concentragdo 6tima (40ng de
proteina por poco) foi diluido em 100ul de tampao carbonato (63mM; pH 9,6) e adicionado a
placa de 96 pogos. As placas foram incubadas por 90 minutos a 37°C e “overnight” a 4°C.
Posteriormente foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem (10mM PBS, 0,1% Tween 20,
pH 7,3). Sitios inespecificos foram bloqueados com Superblock locking Buffer em PBS (Pierce
Biotechnology, Inc., Rockford, IL, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. As placas
foram entdo novamente lavadas como descrito anteriormente, € as amostras de soros foram
adicionadas, em duplicata, a cada po¢co em uma dilui¢do de 1:4. 000 para os ensaios de deteccao
de IgG e 1:2000 para ensaios de deteccao de IgM, em 100 uL de tampao de incubacdo (10mM
PBS, 0,1% Tween 20, 5% leite desnatado, pH 7,3). As placas foram entdo incubadas novamente
por lhora a 37°C. Apos trés lavagens adicionais com 0 mesmo tampao, as placas foram incubadas
com anti-imunoglobulina humana conjugada (anti-IgG e anti-IgM) com peroxidase na diluicao de
1:32. 000 e 1:4.000 respectivamente, em tampao de incubagdo por 1h a 37°C. Apds trés lavagens
subsequentes, a reacao foi revelada com 100 pL por pogo de dihidrocloreto de o-fenilenodiamina
[OPD; 0.4 mg/ml em 0.04% (w/v) HyO;] diluido em tampao citrato de s6dio 0,01 mol/L, pH 5,5.
A reagdo foi parada pela adicdo de 50 pL de HCI 3M. As absorbancias (DO) foram entdo
medidas em um leitor de ELISA (Bio-Rad modelo 550) a 490 nm. Em cada placa foi adicionada
a parte, trés amostras de controle positivo, trés amostras de controle negativo. Além destes, foram
utilizados controles para verificar possiveis ligagcdes inespecificas do anticorpo secundéario com o

antigeno sensibilizado a placa, denominado controle do conjugado e um controle em branco.



25

Estes controles foram realizados em duplicata, onde foi adicionado tampao de incubagdo puro,
sem adi¢cdo do soro no controle do conjugado e adicionado tampdo de incubagdo puro, em
substitui¢do do soro, do conjugado e do antigeno nos controles em branco. Neste apenas o
sistema revelador foi adicionado. Todos os experimentos realizados neste trabalho foram
repetidos nas mesmas condi¢des em dias diferentes por trés vezes.

O valor de absorbancia de cada soro em todos os experimentos realizados foi a média
aritmética dos valores obtidos na duplicata onde o soro foi aplicado.

Para determina¢do do ponto de corte (cutoff point) mais adequado foram feitas curvas
TG-ROC. Conforme Greiner (1995), esta metodologia permite estabelecer duas alternativas de
valores de cutoff, proporcionando assim interpretar resultados intermediérios no teste. Esta curva
foi estabelecida a partir da reatividade de 16 amostras de soros negativos e 16 amostras de soros
positivos no ELISA contra antigeno de S. schenckii. A curva elaborada através da observagao dos
valores varidveis de densidade Otica [DOmin, DOmax] observados nas duas populagdes de
referéncia (amostras de controles negativas e positivas).

Em probabilidade estatistica, o desvio padrdo ¢ a medida mais comum da dispersdo
estatistica. De uma distribui¢do normal unimodal, simétrica, de afunilamento médio podemos
dizer o seguinte: 68% dos valores encontram-se a uma distancia da média inferior a um desvio
padrdo; 95% dos valores encontram-se a uma distancia da média inferior a duas vezes o desvio
padrdo; 99,7% dos valores encontram-se a uma distancia da média inferior a trés vezes o desvio
padrdo. Assim sendo, esta forma de calculo de ponto de corte foi escolhida neste experimento a
fim de diminuir a0 maximo o nimero de reacdes falso-positivas.

Os valores de sensibilidade e especificidade obtidos da reagdo (eixo y) foram plotados
contra os diferentes valores de densidade otica observados no experimento (eixo x), € o ponto de
corte ¢ a intersec¢do entre estas curvas geradas no grafico. O valor do ponto de corte mais ou
menos trés vezes o desvio padrdo foi calculado e a zona de indeterminagdo foi estabelecida.
Assim, foi considerada positiva a densidade 6tica das amostras com leitura acima do valor de
mais trés vezes o desvio padrdo e consideradas negativas as amostras com leitura de densidade
Otica abaixo do valor de menos trés vezes o desvio padrdo. Os valores que ficaram dentro da zona

de indeterminac¢do foram repetidos.
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6.6. ANALISE ESTATISTICA

Foi construido um banco de dados no programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), onde foi inserido varidveis de interesse. O estudo foi de natureza exploratdria e
analisou dados provenientes de uma amostra de conveniéncia. Foram calculados a sensibilidade,
especificidade e valor preditivo positivo do teste nessa populagdo especifica, e construidas curvas
TG-ROC de sensibilidade e especificidade. O grupo de individuos higidos ou afetados por outras
patologias serviu de controle laboratorial, mas ndo constituiu um grupo-controle no sentido
epidemiologico tradicional, ndo havendo qualquer esforco de proceder ao pareamento dos
resultados quanto a variaveis s6cio-demograficas ou clinicas.

A analise estatistica usou testes ndo paramétricos. Para as andlises das amostras pareadas
relacionadas aos diferentes tempos, foi utilizado o Teste de Postos Sinalizados de Wilcoxon. E
para analise das amostras independentes foi utilizado o Teste da Soma de Postos de Wilcoxon.
Em ambos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5% (a=0,05), o que corresponde
ao nivel de confianga de 95%

O padrdo-ouro com o qual o novo teste foi contrastado e comparado foi o cultivo do

material clinico e isolamento do fungo.
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7. RESULTADOS

7.1. PRODUCAO DO EXOANTIGENO

O exoantigeno da forma filamentosa do isolado 23508 de S. schenckii obtido apos
incubagdo a 28°C sob agitacdo em meio Sabouraund liquido apresentou uma concentracao de

proteinas de 0,22 ng/ul, conforme determinagao, utilizando o método de Bradford (1976).

7.2 CURVAS TG-ROC E DETERMINACAO DO CUTOFF

As curvas TG-ROC dos ELISAs para detec¢do de IgG e IgM foram determinadas. A
figura 2 mostra os trés experimentos de cada isotipo analisado. Pode ser analisado a plotagem dos
valores otimizados dos parametros de sensibilidade e especificidade (eixo y) contra os diferentes
valores de densidade otica observados no experimento (eixo x). O ponto de corte (cutoff) se
caracteriza pela intersec¢do entre as curvas geradas no grafico. As ELISAs foram repetidas trés
vezes em dias diferentes e foi calculada a média dos trés valores das curvas. Essas analises
determinaram os seguintes valores de cutoff: valor minimo de 0, 360 ¢ maximo de 0, 435 para
pesquisa de IgG e valor minimo de 0, 235 e valor maximo de 0, 415 para pesquisa de IgM. Os
valores que ficaram na zona de indeterminagdo, foram repetidos e os que permaneceram nesta

faixa foram considerados indeterminados.
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Figura 2: Curvas TG-ROC através da técnica de ELISA na esporotricose, para determinagdo do "cutoff" dos experimentos para

deteccdo de IgG (A, Be C) e IgM (D, E F).

7.3. AVALIACAO CLINICA E EPIDEMIOLOGICA DOS PACIENTES

Dos 81 pacientes com esporotricose, 58 sdo do sexo feminino (71,6%) e 23 sdao do sexo

masculino (28,4%). A média de idade dos pacientes ¢ de 45,74+18,20 anos. O tempo de evolucao

da doenca nestes pacientes varia de menos de duas a mais de 16 semanas, sendo que 37,5%
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apresentam um tempo de evolu¢do de quatro semanas. Em relagdo a historia epidemiolégica dos
pacientes analisados, na maioria a transmissdo foi por arranhadura e ou mordedura de gatos com
esporotricose, como pode ser observado na figura 3. A maioria dos pacientes foram tratados
(90,1%), porém 9,9% ndo receberam tratamento antifingico, pois apresentaram regressao

espontanea da doenca.

Formas de Transmissao

3,7%

4,9%

@ Arranhadura e ou mordedura

m Contato com gatos sem
arranhadura

O Negam contato com gatos

O Contato com plantas

71,3%

Figura 3: Formas de transmissao dos pacientes analisados no estudo.

A maioria dos pacientes apresentou lesdes no membro superior, 60,5% e 17,3%
apresentaram lesdes nos membros inferiores. Os pacientes que tiveram cultura positiva no
diagnostico da doenca utilizando secrecdo de lesdo correspondem a 67,9%. Os pacientes que
fizeram tratamento por 12 semanas correspondem a 30,9% e 1,2% abandonaram o tratamento. Os
pacientes do grupo A, foram entdo distribuido de acordo com a apresentacdo clinica da doenca:
forma cutanea fixa (n=13; 22%), forma linfocutanea (n=40; 69%) e pacientes com esporotricose e
regressao espontanea da doenca (n=5; 9%), dois com forma fixa e trés com forma linfocutanea
(APENDICES A ¢ B). O grupo B composto de 23 pacientes, 14 sio pacientes que apresentam a
forma fixa da esporotricose (61%) sendo trés com regressdo espontanea da doenga e nove (39%)

apresentam a forma linfocutinea (APENDICE C).
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7.4. REATIVIDADE CRUZADA NO ENSAIO.

A partir do ponto de corte definido, foram verificadas possiveis reagdes cruzadas no
ensaio de ELISA. Analisamos a reatividade da técnica em soros de pacientes com diferentes
doencas infecciosas que podem ser clinicamente confundidas com esporotricose. Verificou-se
que 83% dos soros heterdlogos estudados apresentou resultado negativo no teste. Um total de 60
soros heter6logos foram testados e 10 deles apresentaram valores de absorbancia acima do ponto
de corte, sendo por isso considerado positivos, nos ensaios para deteccdo de IgG. Dois destes
eram provenientes de pacientes com histoplasmose, dois de pacientes com paracoccidioidomicose
e, um de aspergilose, um de coccidioidomicose e quatro de leishmaniose. Nenhum dos 10 soros
de pacientes com criptococose apresentou resultado positivo. Das 50 amostras de soro de
individuos higidos, apenas dois tiveram valores de absorbancia acima do ponto de corte. A
mediana do grupo de heter6logos foi de 0, 288 (IIQ: 0, 188-0, 379) enquanto que a mediana dos
soros dos pacientes higidos foi de 0, 200 (IIQ: 0, 152-0, 274). O teste de Wilcoxon mostrou que
as medianas desses grupos sdo estatisticamente diferentes (p= 0, 002) (Tabela 3)

A figura 4 mostra a média dos valores de absorbancia dos ensaios para detec¢ao de IgG e
IgM, dos soros heterdlogos, soros de individuos higidos e 20 soros considerados controle

positivos de pacientes com esporotricose confirmada.
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Figura 4: Resposta de anticorpos da classe IgG e IgM contra exoantigenos de forma filamentosa de S. schenckii nos soros de
pacientes com esporotricose, pacientes com outras doengas infecciosas e de individuos saudaveis. A linha horizontal representa o
ponto de corte da reacdo. DO-densidade otica, Sp-esporotricose, Hc-histoplsmose, PCM—paracoccidioidomicose, Af-aspergilose, Ci—

coccidioidomicose, Cn—criptococose, Leish—leishmaniose, NHS—soro de individuos higidos (controle negativo).
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Nos ensaios feitos para deteccao de IgM utilizando o mesmo grupo, seis amostras de soro
de pacientes com outras doencas foram positivos, destes, dois eram de pacientes com
histoplasmose, um de paciente com paracoccidioidomicose, dois de pacientes com aspergilose e
um com criptococose. No grupo de individuos saudaveis apenas dois apresentaram positividade,
o que pode ser verificado na figura 3. Na tabela 3 sdo apresentados os resultados do Teste de
Soma de Postos de Wilcoxon, onde a mediana do grupo de heterélogos foide 0, 232 (IIQ: 0, 174-
0, 315) enquanto que a mediana dos soros dos pacientes higidos foi de 0, 199 (1IQ: 0, 164-0,
265). O teste de Wilcoxon mostrou que as medianas desses grupos sdo estatisticamente similares
(p=0, 075).

Tabela 3: Mediana e intervalo interquartilico entre os soros heterdlogos e negativos, nos testes de detec¢ao de IgG e IgM.

Mediana (I1Q) p-valor ¥

Heterologos Negativos
IgG 0,288 (0,188-0,380) 0,200 (0,152-0,274) 0,002
IgM 0,232 (0,174-0,315) 0,199 (0,165-0,266) 0,075

T Teste da Soma de Postos de Wilcoxon

Foi verificada uma diferenca da densidade 6tica, entre a média das leituras dos soros dos
pacientes heter6logos com os soros dos pacientes com esporotricose, tanto na pesquisa de IgG
quanto na pesquisa de IgM. Porém, os valores de densidade 6tica nos soros do grupo de pacientes
com Leishmaniose (0, 713+£0, 635) quando comparada com a média dos soros do grupo de
pacientes com esporotricose (1, 1614+0, 562) na pesquisa de IgG, se mostram muito proximos. A
média das leituras de absorbancia obtidos dos soros de pacientes com esporotricose comparada a
média da leitura dos soros provenientes de individuos saudéaveis foi significantemente maior tanto
nos ensaios de pesquisa de IgG (1, 1614+0, 562 e 0, 228+0, 062, respectivamente) quanto nos
ensaios de pesquisa de IgM (1, 020+0, 512 e 0, 195+0, 039, respectivamente), como pode ser

observado na tabela 4.
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Tabela 4: Resultado da ELISA para deteccdo de IgG e IgM de soro de pacientes heterdlogos e o grupo amostragem, contra

exoantigeno de S. schenckii.

Grupo de pacientes IgG IgM
Numero de Media+DP das Numero de Média+DP das
amostras absorbancias amostras absorbancias
positivas (%) positivas (%)

Esporotricose 205 (98) 1,1614+0,562 188 (89) 1,020+0,512
Histoplasmose 2 (20) 0,318+0,250 2 (20) 0,424+0,292
Paracoccidioidomicose 2 (20) 0,446+0,333 1(10) 0,289+0,073
Aspergilose 1(10) 0,289+0,095 2 (20) 0,338+0,136
Coccdioidomicose 1(10) 0,316+0,168 0 (0) 0,192+0,055
Criptococose 0 (0) 0,220+0,097 1(10) 0,207+0,130
Leishmaniose 4 (40) 0,713+0,635 0 (0) 0,221+0,053
Individuos higidos 2 (4) 0,228+0,062 2 (20) 0,195+0,039

A tabela 5 apresenta os valores de sensibilidade e especificidade da técnica de ELISA,
frente a soros de pacientes com outras doencgas e soros de individuos higidos. O teste apresentou
uma especificidade de 89% nos dois ensaios (IgG e IgM) e uma sensibilidade de 98% nos ensaios

de deteccao de IgG e de 99% nos ensaios de detec¢ao de IgM.

Tabela 5: Parametros soroldgicos dos ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de IgG e IgM contra os exoantigenos de S.

schenckii no diagndstico da esporotricose.

Valores para deteccdo de:

Parametro IgG IgM

Sensibilidade 98% 99%
Especificidade 89% 89%
Valor preditivo positivo 94% 94%

Valor preditivo negativo 96% 98%
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7.5. NIVEIS DE ANTICORPOS AO LONGO DO TRATAMENTO

7.5.1. Pacientes com diagndstico clinico de esporotricose cutinea e confirmada por exame
micoldgico — Grupo A.

A concentracdo de imunoglobulinas especificas (IgG e IgM) foram analisadas nos trés
tempos e nas diferentes apresentagdes clinicas. Nos ensaios, 88% dos pacientes foram
considerados positivos. Das 170 amostras de todos os pacientes com esporotricose recebendo
itraconazol como terapia, apenas seis amostras de soro (3%) foram consideradas negativas e 18
amostras (9%) consideradas indeterminadas. Das amostras negativas, duas correspondem ao soro
de um mesmo paciente nos ensaios de detec¢do de IgG na forma linfocutanea nos tempos 2 e 3 da
doenca, e quatro amostras sdo do ensaio de detec¢do de IgM, o qual uma amostra pertence ao
paciente com forma fixa (no tempo 1) da doenca e trés pertencem a pacientes com forma
linfocutanea (uma no tempo 2 e duas no tempo 3) Das 18 amostras que apresentaram valores de
absorbancia dentro da zona de indeterminacdo, duas sdo provenientes de pacientes com forma
fixa da doenca nos ensaios de IgM, duas de paciente forma clinica linfocutdnea nos ensaios de
IgG, 12 também forma linfocutanea nos ensaios de IgM e duas amostras do grupo de pacientes
com regressao espontanea da doenga nos ensaios de IgM.

A figura 5 apresenta o perfil de anticorpos na forma fixa da doenga. Para uma melhor
visualizagdo do nivel de anticorpos dos pacientes ao longo do tratamento, os graficos foram
montados conforme a semelhanca dos resultados nas leituras da densidade otica. Neste grupo ¢
interessante notar que o paciente P12 apresenta niveis semelhantes de IgG nos trés tempos, porém
nos ensaios de deteccdo de IgM apresenta um aumento nos niveis de anticorpos no tempo 2 e

principalmente tempo 3.
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Figura 5: Comparagdo da reatividade de anticorpos IgG (A e B) e IgM (C e D) dos soros dos pacientes com forma fixa da
esporotricose com antigeno de S. schenckii, tratadas com itraconazol e acompanhados até 1 ano Cada linha representa um
paciente. Os simbolos mostram o valor da leitura de densidade o6tica antes do tratamento (tempo 1), de 3 a 6 meses ap6s o inicio
do tratamento (tempo 2) e nove a doze meses apo6s o inicio do tratamento (tempo 3). As linhas tracejadas em vermelho

representam os valores de cutoff. Os valores de densidade dtica foram observados a 490nm.

Na forma linfocutanea, a forma mais comum da esporotricose, observa-se que a maioria
dos pacientes tem uma queda nos niveis de IgM, e a maioria permanece com os niveis de IgG
estaveis ao longo do tratamento (figura 6). Neste grupo de pacientes, apenas o paciente P13 nao
produziu imunoglobulinas capazes de serem detectadas nos trés tempos, tanto nos ensaios de
deteccao de IgG como de IgM (figura 6B e 6E). Dois pacientes apresentaram titulos
indeterminados nos trés tempos nos ensaios de detec¢do de IgM e positivos nos trés tempos nos

ensaios de deteccdo de IgG (P14 e P22).
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Figura 6: Comparacdo da reatividade de anticorpos IgG e IgM nos soros dos pacientes com forma linfocutanea da esporotricose

com antigeno de S. schenckii. Pacientes que obtiveram um aumento nos niveis de densidade o6tica do tempo 2 e posteriormente

uma queda no tempo 3 (A, D). Pacientes que tiveram uma queda nos seus niveis de anticorpos em algum dos trés tempos e os que

permanecem com leituras oOticas semelhantes (B, E). Pacientes com aumento nos niveis de anticorpo no tempo 2 e ou tempo 3 (C,

F).
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Os grupos de pacientes com regressao espontanea da esporotricose estdo representados na
figura 7. Observa-se que trés pacientes diminuem seus niveis de anticorpos do tipo IgM durante a
evolucdo da doenca. O paciente P2 apresenta o tempo 1 e o tempo 2 dentro da zona de
indeterminacdo em IgM e no tempo 3 ele aumenta. Nos testes para deteccdo de IgG os cinco
pacientes apresentaram leituras de densidade otica mais de duas ou trés vezes acima do valor do

ponto de corte.
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Figura 7: Comparacdo da reatividade de anticorpos IgG e IgM dos soros dos pacientes com regressdo espontanea da

esporotricose com antigeno de S. schenckii.

A média e o desvio padrdo das amostras de soro dos pacientes recebendo terapia
antifingica em cada um dos trés tempos de coleta dos soros esta representada na tabela 6. Foram
verificadas uma diminui¢do dos niveis de IgM nos pacientes com as diferentes apresentacdes
clinicas, em especial na forma linfocutdnea e regressdo espontanea da doenga, do tempo 1 ao
tempo 3 (tabela 6). Nao foi observado diferengas nos niveis de IgG nos trés tempos de coleta do

soro nas diferentes apresentagdes clinicas.
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Tabela 6: Resposta de IgG e IgM contra exoantigenos de S. schenckii em pacientes do grupo A, com diferentes apresentagdes

clinicas da esporotricose, nos trés tempo de coletas do soro durante terapia antifingica.

Forma fixa

Forma linf.

Reg.Espon.

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
IgG IgM I1gG IeM IgG IeM
1,330+0,537  0,849+0,463 1,446+0,590  0,880+0,485 1,235+0,517  0,856+0,498
1,473+0,496  1,206+0,618 1,437+0,540  0,994+0,520  1,309+0,505  0,871+0,475
1,476+0,386  0,861+0,547 1,651+0,259  0,717+£0,337  1,542+0,125  0,569+0,157

Foi utilizado o teste de Wilcoxon para comparar as medianas dos diferentes tempos de

coleta do soro a fim de se observar diferengas estatisticamente significantes entre o tempo 1 e o

tempo 2 (T1=T2) o tempo 2 e o tempo 3 (T2=T3), o tempo 1 e o tempo 3 (T1=T3), nas diferentes

apresentacoes clinicas (tabela 7). Observa-se que na forma fixa da doenca, tanto nos ensaios de

detec¢do de IgG quanto nos ensaios de deteccdo de IgM, ao compararmos os diversos tempos

entre si (tempo 1, 2 e 3) ndo apresentam diferencgas estatisticamente significantes. O mesmo

ocorre no grupo com forma linfocutdnea na comparacao dos tempos 1 com o tempo 2 com nos

ensaios de IgG. Porém quando comparado as medianas do tempo 2 com o tempo 3 (p=0, 004), ¢ a

comparagdo entre o tempo 1 e o tempo 3 sdo estatisticamente diferentes (p= 0, 342). Ja nos

ensaios de deteccao de IgM, observa-se diferencas estatisticamente significantes na comparacao

entre os trés tempos. No grupo de regressdo espontanea, algumas comparagdes ndo puderam ser

feitas devido ao n ser menor que cinco.



Tabela 7: Mediana e intervalo interquartilico dos soros dos pacientes com esporotricose nos trés tempos, nos testes de IgG e IgM.

IgG
Fixa
Linfo
RegEsp

IgM
Fixa
Linfo
RegEsp

Mediana (11Q) p-valorf

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 T1-T2 T2-T3 T1-T3
1, 250 (0, 850-1, 806) 1, 207 (0, 966-1, 951) 1, 172 (0, 830-1, 591) 0, 600 0, 050 0, 388
1,513 (1, 105-1, 800) 1,498 (1, 026-2, 009) 1, 398 (0, 925-1, 678) 0, 342 0, 004 0, 006
1,483 (1,103-1,846) 1,615 (1,384-1,955) 1,559 (1,404-1,673) T 1 0,893
0,826 (0,468-1,165) 0,713 (0,573-1,041) 0,716 (0,543-0,934) 0,701 0,938 0,754
1,263 (0,639-1,658) 1,015 (0,511-1,336) 0,853 (0,453-1,173) 0,002 0,043 0,001
0,887 (0,370-1,341) 0,634 (0,398-1,121) 0,536 (0,467-0,689) T T 0,225

tTeste de Postos Sinalizados de Wilcoxon.

1 n<
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As figuras 8, 9 e 10 mostram uma andlise exploratoria dos dados do grupo A, permitindo
avaliar a simetria dos dados, sua dispersdo e a existéncia ou ndo de valores “outliers” dos
mesmos. Valores considerados “outliers” sdo valores extremos, atipicos, ou seja, sdo observacdes
que ndo sdo bem ajustados dentro do esperado podendo ser chamado também de observacdes
anormais, extremos ou residuos.

Como foi verificada nas analises estatisticas de Wilcoxon, ndo foi observado diferenga
significativa entre as trés varidveis tempo de coleta dos soros, dos pacientes com diferentes
apresentacoes clinicas, nos ensaios de pesquisa de IgG (figura 8 A), porém no tempo 2 os valores
de densidade otica se apresentam mais homogéneos quando comparados com 0s outros tempos.
A linha mediana dos valores de densidade otica do tempo 1, ou seja, antes do inicio do
tratamento, se apresenta muito proxima dos valores de densidade oOtica observadas na linha
mediana do tempo 2 e 3, apds o inicio e posterior término do tratamento, assim como os valores
“outliers”, que também sd3o muito semelhantes. Ja nos ensaios de pesquisa de IgM, observa-se
uma diminui¢do dos valores maximos de densidade otica dos soros em 75% do grupo A nos
tempos 2 e 3 ap6s o inicio do tratamento (figura 8 B).

A Grupo A - IgG B Grupo A - IgM

DO
DO

o

0 T T T 0 T T
0 1 2 3 4 0 1 2

tempo tempo

Figura 8: Comparagao da reatividade de anticorpos IgG e IgM dos soros dos pacientes do grupo A nos trés tempos de coleta dos

SOros.

Nos ensaios de pesquisa de IgG observa-se que nas diferentes apresentacdes clinicas
ocorre uma pequeno aumento da densidade dtica no tempo 2 (figura 9 A, B e C). o. Valores
“outliers” sdo observados em maior quantidade no grupo com forma linfocutanea da

esporotricose.
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Figura 9: Comparacao da reatividade de anticorpos IgG dos soros dos pacientes do grupo A nos trés tempo de coleta dos soros e

nas diferentes apresentagdes clinicas.

A figura 10 mostra os ensaios de pesquisa de IgM nos grupos com diferentes
manifestagdes clinicas, onde se observa uma tendéncia a diminuicdo dos niveis de densidade
Otica nos tempos 2 e 3 no grupo com forma linfocutanea (figura 10 B) e no grupo com regressao
espontanea (figura 10 C), bem como ¢ observado que 75% das densidades oticas destes grupos ¢
maior no tempo 1, ou seja, no momento do diagndstico. Assim como nos ensaios de pesquisa de

IgG, valores “outliers” sdo observados apenas no grupo com forma linfocutanea.
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Figura 10: Comparagao da reatividade de anticorpos IgM dos soros dos pacientes do grupo A nos trés tempo de coleta dos soros

e nas diferentes apresentagdes clinicas.

Para verificar o comportamento da resposta dos pacientes ao longo do tratamento,
analisamos a mediana das absorbancias dos soros de pacientes nos trés tempos de coleta com os

soros controle negativo (tabela 8). Observa-se uma diferenca significante na comparacdo da
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mediana dos valores de densidade o6tica dos soros de individuos higidos com soros dos pacientes

nos trés tempos de coleta ao longo do tratamento.

Tabela 8: Mediana e intervalo interquetilico em soro de pacientes com esporotricose € o controle negativo e sua comparagdes

estatisticas entres os tempos.

Mediana (11Q)
NHS Sp-Tempo 1 Sp-Tempo 2 Sp-Tempo 3
IgG 0,200 1,490 1,535 1,374
(0,152-0,274) (1,050-1,793) (1,031-1,990) (0,925-1,675)
IgM 0,199 0,976 0,837 0,751
(0,165-0,266) (0,571-1,556) (0,540-1,299) (0,476-1,081)

Teste da soma de Postos de Wilcoxon (p<0, 0001 em todas as analises).

7.5.2. Pacientes com diagnéstico clinico de esporotricose cutinea com exame micologico
negativo — Grupo B.

A reatividade de anticorpos da classe IgG e IgM em soros de pacientes com indicacao
clinica e epidemiologica com cultura negativa pode ser verificada na figura 11. Assim como na
deteccao de IgG, todos os soros apresentam valores de absorbancia para IgM acima do valor do
ponto de corte. Para uma melhor visualiza¢do, este grupo foi dividido por pacientes que
apresentaram os mesmos tempos de coleta dos soros: em quatro pacientes a coleta de soro nos
trés tempos foi a mesma (figura 11 A e B), e em sete pacientes a mesma se deu nos tempos 1 e 2
(figura 11 C e D). Observa-se que os pacientes tendem manter os niveis de IgG, enquanto os
niveis de IgM oscilam dentro dos diferentes periodos de tempo do tratamento, porém a maioria
diminui os valores de absorbancia. Do total apenas trés pacientes apresentam aumento nos niveis
de IgM (P1, P3 e P17) quando comparado com os testes de IgG. A média do grupo quando
analisados para deteccdo de IgG ¢ de 1, 065+0, 368 e a média do grupo quando analisados para
deteccdo de IgM foide 1, 689+0, 731.
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Figura 11: Comparagdo da reatividade de anticorpos IgG e IgM dos soros dos pacientes sem isolamento em cultivo (grupo B)
com antigeno de S. schenckii. Os pacientes foram divididos conforme o numero de amostras de soros de cada paciente. Pacientes

com os trés tempos de soro coletados (A e B) e pacientes com dois tempos de soro coletados (C e D).

Embora dos outros 11 pacientes somente obtivemos a primeira coleta de soro antes do
inicio do tratamento, a ELISA foi realizada visando a observacao dos niveis de anticorpos. As
amostras de todos esses pacientes foram positivas, apresentando valores de densidade 6tica duas
ou trés vezes maiores que o “‘cutoff’, tanto nos ensaios para deteccdo de IgG como IgM. A tabela

9 mostra as médias destes pacientes.
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Tabela 9: Valores das absorbancias das amostras de soro pré-tratamento de pacientes com diagndstico clinico e epidemioldgico

com diagndstico micoldgico negativo, nos ensaios para detecgdo de IgG e IgM

Médias das absorbancias na detecgao de:

Pacientes IgG IgM
P2 2,137 2,785
P5 0,922 2,270
P6 1,371 3,021
P7 1,141 2,975
P12 0,806 1,904
P13 1,372 1,044
P15 1,350 2,583
P20 0,91 2,261
P21 0,961 1,604
P22 0,834 1,017
P23 1,406 1,473

7.6. DETECCAO DE ANTICORPOS NOS SOROS DE PACIENTES COM ESPOROTRICOSE INFECTADOS
PELO HIV.

Para a avaliagdo da aplicabilidade diagnostica e resposta imune de pacientes com
esporotricose e infectados HIV, foi feita também a reacdo de ELISA para deteccdo de

imunoglobulinas G e M.

O teste apresentou uma sensibilidade de 90%, especificidade de 85%, valor preditivo
positivo de 92% e o valor preditivo negativo de 80%, nos ensaios de deteccdo de IgG. Ja nos
ensaios para detecgdo de IgM apresentou uma sensibilidade de 80%, especificidade de 70% com

um valor preditivo positivo de 84%.

A densidade otica das amostras de cada grupo de pacientes (figura 11) foi analisada,
demonstrando que os grupos dos pacientes com esporotricose € infectados pelo HIV (grupo HIV-
Ss) e o grupo de pacientes somente com esporotricose (grupo Ss) apresentaram densidade otica
alta, consideradas positivas, quando comparada com os grupos de pacientes sem esporotricose

(grupo HIV e grupo Higido), tanto nos ensaios de deteccdo de [gG como nos ensaios de deteccao
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de IgM.

Nos ensaios de deteccao de IgG, das 33 amostras de soro dos pacientes portadores de HIV
com esporotricose, 29 foram positivas, 1 negativa e 2 apresentaram valores de densidade oOtica
dentro da zona de intermediagdo nos 3 ensaios. As amostras que foram negativas neste teste
foram colhidas 1 ano apds o término do tratamento. A maioria das amostras de soro do grupo de
pacientes com esporotricose infectados pelo HIV apresentou positividade quando relacionado
com os grupos controle. Todas as amostras de pacientes portadores de HIV sem esporotricose
foram negativas.

Nos ensaios de deteccdo de IgM, 5 amostras do grupo HIV-Ss ficaram dentro da zona de
intermediagdo e 2 foram negativas nos 3 ensaios. Estas sete amostras apresentavam titulos altos,

considerados positivos, nos ensaios para detec¢do de IgG.
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Figura 12: Comparagdo entre a resposta IgG (A) e IgM (B) nos soros de pacientes dos 4 grupos. Sp= esporotricose, NHS= soro

de individuos higidos.

7.6.1. Analise estatistica dos dados

A figura 13 e a tabela 10 mostram a comparacdo das medianas de densidade otica do
grupo de pacientes portadores de HIV com esporotricose 1, 031 (IIQ: 0, 627-1, 788) com a média
do grupo dos pacientes com esporotricose nao infectados pelo HIV 1, 456 (11Q: 1, 128-1, 604)

onde ndo foi evidenciada diferenca estatisticamente significante com p=0,163. Reagdes cruzadas
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de antigenos de HIV com S. schenckii foram descartadas devido ao fato da mediana do grupo
portador de HIV sem esporotricose, que foi de 0, 161 (IIQ 0, 131-0, 207), ser menor que a média
no grupo de ndo portadores de HIV e com esporotricose, que foi de 1, 456 (1, 128-1, 604), nos
ensaios de deteccao de IgG (p<0, 001).

Nas ELISAs para detec¢ao de IgM, observa-se na comparacdo da mediana da densidade
otica do grupo 1 de 0, 503 (IIQ: 0, 366-0, 810) com a mediana do grupo 3 0, 978 (11Q: 0, 773-1,
187) uma diferenca estatisticamente significante entre esses grupos com p=0, 009. Porém, como
ocorre com os experimentos de deteccdo de IgG, em IgM, reagdes cruzadas de antigenos de HIV
com S. schenckii foram descartadas devido ao fato da mediana do grupo que foi de 0, 199 (0,
168-0, 222) ser menor que a média do grupo de soros normais, grupo 4, que foi de 0, 309 (0, 272-
0, 342) com p<0, 001.
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Figura 13: Diferengas estatisticas entre os grupos portadores de HIV com esporotricose (1), grupo de individuos com apenas HIV
(2), grupo de pacientes com somente esporotricose (3) e o grupo de individuos higidos, no ensaio de ELISA para deteccdo de

imunoglobulinas IgG e IgM.
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Tabela 10: Mediana e Intervalo Interquartilico dos individuos com HIV e/ou Esporo e soros higidos nos testes de detecgao de IgG

e IgM
Mediana (11Q) p-valorf
grupo HIV-Ss Grupo HIV grupo Ss grupo Higido 1-3
IgG 1,031 0,162 1,456 0,367 0,163
(0,627-1,788) (0,131-0,208) (1,128-1,604) (0,272-0,466)
IegM 0,503 0,199 0,978 0,309 0,002

(0,366-0,810)  (0,169-0,222)  (0,774-1,187)  (0,273-0,343)

T Teste da Soma de Postos de Wilcoxon. Para as comparagdes entre os grupos 1-3, 1-4, 2-3 e 2-4, obteve-se p>0, 0001 em todas

as analises.
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8. DISCUSSAO

A esporotricose tem aumentado significativamente no Brasil em especial no estado do Rio
de Janeiro, na ultima década, com ocorréncia de uma epidemia relacionada a transmissdo
zoondtica de gatos em humanos, ocasionando pequenos surtos domésticos e de profissionais
(Schubach et al. 2008). Sabe-se que os pacientes envolvidos nesta epidemia habitam areas com
condi¢des socio-econdmicas desfavoraveis e contam com um precério servico de satde. Além
disso, o aumento do nimero de casos em nosso estado nos ultimos anos estd diretamente
relacionado a intima relagdo de humanos com gatos contaminados (Schubach et al. 2008). Esta
forma de transmissdo zoonotica da doenga tem acarretado em mudangas nas manifestagdes
clinicas da esporotricose, tal como o acometimento primario da mucosa nasal (Schubach, et al.
2003), eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al. 2002), eritema multiforme (Gutierrez- Galhardo
et al. 2005), conjuntivite primaria (Schubach, et al. 2005). Também ¢ elevado o numero de casos
de esporotricose cutaneo disseminada, uma forma clinica menos comum da doenga (Barros et al.
2003).

A cada ano, varios novos casos estdo sendo descritos, sobre o acometimento da
esporotricose em pacientes com infec¢do pelo HIV (Rocha et al. 2001). A maioria desses
pacientes apresenta formas disseminadas da doenca com acometimento multissistémico. Por isso
outras ferramentas diagnosticas sdo importantes, principalmente testes soroldgicos, como ensaio
de ELISA, que sao mais rapidos podendo orientar o diagnostico para a esporotricose.

O padrao ouro no diagnostico desta doenca infecciosa ¢ o isolamento de S. schenckii em
cultivo micolégico. Entretanto € necessario um longo tempo, desde a coleta do material clinico, o
crescimento do fungo nos meios de cultura e a realiza¢do de todas as andlises necessarias para
sua correta identificacdo (Dixon et al. 1992). Além disso, casos de regressdo espontanea das
lesdes e pacientes com esporotricose extracutanea tornam a coleta do material muitas vezes
impossivel de ser realizada. Como conseqiiéncia desses fatos, o desenvolvimento de técnicas
imunologicas baseadas na deteccdo de anticorpos e/ou antigenos fingicos ¢ altamente
recomendavel e necessdria. Vdrias técnicas sorologicas laboratoriais tém sido aplicadas no
diagnostico desta micose (Scott & Muchmore, 1989; Rosa et al. 2008; Bernardes-Engeman, 2005
e Almeida-Paes et al. 2007a), porém, métodos sensiveis e especificos que possam tornar o

diagnostico desta infec¢do, nos casos onde se torna dificil a obtencdo de adequado material
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clinico para exame, como no caso de infec¢do das articulagdes e do sistema nervoso central e
acompanhamento terapéutico desses pacientes, sdo de extrema necessidade.

A detecgdo de anticorpos circulantes em soro de pacientes com esporotricose vem sendo
estudadas ha anos, onde diferentes métodos imunolégicos tém sido desenvolvidos como,
precipitagdo ou aglutinacdo de complexo antigeno-anticorpo (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et
al. 1973; Ishizaki et al. 1978; Smith et al. 1981; Casserone et al. 1983; Albornoz et al. 1984;
Mendoza et al. 2002). Estas técnicas se mostram limitadas devidas sua baixa sensibilidade em
casos de esporotricose cutanea (Albornoz et al. 1984; Rippon, 1988) e o fato de ndo ser possivel
determinar os diferentes isotipos de anticorpos que estdo participando da resposta imune humoral
contra S. schenckii. Este problema pode ser solucionado pela utilizacdo de testes
imunoenzimaticos, visto que eles possuem em geral um limiar de detec¢do maior e
conseqiientemente uma sensibilidade mais elevada, do que os métodos de aglutinagdo, além de
permitirem a diferenciag¢do dos isotipos envolvidos na resposta.

Bernardes-Engemann e colaboradores (2005) descreveram o uso de ELISA no
sorodiagndstico da esporotricose, utilizando uma preparagdo antigénica purificada da parede
celular para detec¢dao de anticorpos da classe IgG, utilizando soro e liquor. A avaliacdo clinica
dos pacientes presentes neste estudo com os dados laboratoriais sugere que a técnica de ELISA
apresenta boa resposta ao acompanhamento terapéutico, porém ndo foi observada diferenca
estatisticamente significante entre os niveis de anticorpos detectados antes do inicio do
tratamento com itraconazol, e apds o término no tratamento.

Recentemente nosso grupo desenvolveu um teste de ELISA utilizando exoantigenos para
detec¢do de anticorpos IgG, o qual apresentou niveis de sensibilidade (97%) e especificidade
(89%) extremamente satisfatorios (Almeida—Paes et al. 2007a). O método de ELISA apresentado
por nos, utilizando os mesmos exoantigenos, repete os resultados satisfatorios de sensibilidade de
98% nos testes para detec¢do de IgG e aumenta a sensibilidade da técnica nos ensaios de
deteccdo de IgM para 99%. Com estes achados acreditamos que a detec¢do de imunoglobulinas
de diferentes isotipos aumenta a confiabilidade da ELISA para o diagnostico presuntivo da
esporotricose.

Posteriormente, estudos utilizando a detecc¢do de diferentes imunoglobulinas em pacientes
antes e durante o tratamento para esporotricose também foram realizados por nosso grupo, o qual

sugeriu a utiliza¢do de deteccdo de pelo menos dois tipos de imunoglobulina no acompanhamento
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da terapia antifiingica desses pacientes (Almeida-Paes et al. 2007b). Entretanto ndo foi realizado
um acompanhamento sorologico individual dos pacientes ao longo do tratamento, sendo apenas
analisado grupos de pacientes com e sem terapia antifingica. Com isso, nosso grupo percebeu a
importancia na melhoria do diagnostico imunologico da esporotricose e a necessidade de estudos
mais aprofundados da resposta imune humoral e epidemiologia desta micose, cruzando os dados
clinicos e as analises laboratoriais de cada paciente, fazendo um estudo continuo da resposta
imune ao longo do tratamento.

A disponibilidade do ELISA, junto com a caracterizagdo parcial de antigenos fungicos de
S. schenckii, nos levou a realizar pela primeira vez um estudo longitudinal de 81 pacientes com
um ano de acompanhamento, durante a terapia antifiingica. Foi verificada neste estudo assim
como em outros trabalhos reatividade cruzada com antigenos de S schenckii com outras doengas
(Bernardes-Engemann et al. 2005). Esta reatividade cruzada pode ser devido ao alto grau de
glicosilagdo das proteinas do fungo, visto que, por¢des glicosidicas dos antigenos fingicos sdo
responsaveis por elevado grau de reagdes cruzadas em outras micoses (Wheat et al. 1986,
Zancopé-Oliveira et al. 1994).

Como na maioria dos fungos patogénicos, o desencadeamento da resposta humoral, bem
como a associacdo do aparecimento de anticorpos com o inicio da infec¢do e seu papel na defesa
do hospedeiro e participagdo no critério de cura ainda necessitam estudos. Na
paracoccidioidomicose, por exemplo, a sorologia positiva pode persistir por mais de um ano ap6os
o final do tratamento antifingico (Valle et al. 2001). Ja na esporotricose o tempo necessario para
tornar a sorologia negativa ¢ incerto. Na esporotricose ndo had informagdes claras sobre a
participacdo da imunidade humoral durante a evolucao da doenga. Apos o monitoramento de 81
pacientes, durante um ano de terapia com itraconazol apds o diagndstico da esporotricose e
deteccdo de niveis decrescentes de anticorpos a medida que a terapia se estende podemos sugerir
que nossa metodologia pode ser utilizada no acompanhamento terapéutico desta doenga fingica.

Os parametros imunoldgicos aqui apresentados como os niveis de imunoglobulinas G e M
e sua evolucdo durante a terapia antifingica, parecem correlacionar com o diagnostico de
esporotricose e sua evolugdo para a cura. Entretanto alguns pacientes apresentaram IgM alto,
durante o regime terapéutico, o que pode ser explicado devido a muitos fungos apresentarem
glicoproteinas que poderiam estimular a producdo de IgM. Nao podemos também descartar a

possibilidade de re-infecg¢do nestes pacientes, devido a ocorréncia do constante contato com seus
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animais domésticos, entre eles os gatos, transmissores zoonoticos em potencial.

Estudos da resposta imune celular da esporotricose em modelos animais (Maia et al, 2006
e Carlos et al, 1999) sugerem um desencadeamento e um aumento da resposta Thl no inicio da
infeccdo (1 a 2 semanas) e no final (9 a 10 semanas), apresentando um aumento na produgao de
IFN-y que ativam macrofagos e promovem uma imunidade mediada por células. Por outro lado,
foi observado que no periodo intermedidrio (4 a 7 semanas) este tipo de resposta diminui, € a
producdo de IL-4 se mostra aumentada, demonstrando a participacdo da resposta Th2 na
esporotricose. Estes resultados sugeriram a participacdo da resposta imune humoral neste
periodo. Resultados similares foram observados neste estudo. Alguns grupos de pacientes
apresentaram diferencgas nos perfis e niveis de anticorpos ao longo do tratamento. Nos pacientes
incluidos no grupo com diagndstico micolégico positivo com forma linfocutanea nos ensaios de
deteccdo de IgG, 25% apresentaram um aumento da resposta imune humoral no periodo de 3 a 6
meses do diagnostico (tempo 2) e 23% dos pacientes apresentam este mesmo perfil nos ensaios
de deteccdo de IgM. Essa diferenga nos resultados dos perfis desses pacientes pode estar
relacionada com algum tipo de mudanca na regulag¢do da resposta Thl e Th2.

Nao foi verificado um perfil tinico dos niveis de anticorpos ao longo do tratamento dos
pacientes independente da forma clinica ou de qualquer outra varidvel analisada neste estudo.
Possivelmente cada paciente responde de forma diferente a infecgdo pelo S. schenckii. Achados
semelhantes foram encontrados, em estudo semelhante de acompanhamento sorologico de
pacientes com cromoblastomicose tratados com terbinafina ao longo de um ano (Esterre et al.
2000).

Alguns pacientes do nosso estudo merecem atengdo especial em seu comportamento
sorologico ao longo do tratamento. O paciente P12 (figura 5 A e D) forma fixa apresenta um
aumento nos niveis de anticorpos IgM no tempo 2 e principalmente tempo 3. Este paciente
apresentou lesdes no tempo 1, foi tratado com antifingico por 2 meses sendo curado no tempo 2,
porém apresentou recidiva das lesdes no tempo 3. Trata-se de um paciente de 50 anos com seis
semanas de evolu¢do da doenca, tratada por oito semanas com antifingico com cura em dois
meses € neste caso podemos verificar que o aumento de anticorpos IgM correlaciona com a
recidiva da doenga.

No grupo de pacientes com a forma linfocutdnea da doenga, o paciente P13 (figura 6 B e

E) ndo produziu imunoglobulinas capazes de serem detectadas nos testes realizados por nos. Este
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¢ um paciente de 80 anos, com evolucdo da doenca de oito semanas e fez tratamento com
antifingico por 16 semanas. A diminui¢do dos anticorpos provavelmente foi influenciada pela
idade do paciente, uma vez que ¢ sabidamente reconhecida a imunodepressdo em idosos
(Janeway et al. 2000). O paciente P14 (figura 6 B e E) apresentou resultados indeterminados nos
ensaios de deteccdo de IgM e resultados positivos nos ensaios de deteccdo de IgG. Este paciente
apresentou lesdo superciliar esquerda no momento da coleta do soro do tempol, fez uso de
antifingico, e no tempo 2 apresentou cicatrizagdo total das lesdes. O tempo de evolucdo da
doenca deste paciente foi de trés meses, fato este que pode estar relacionado com o perfil de
anticorpos analisados deste paciente. O paciente P22 (figura 6 B e F) apresentou o mesmo perfil
do paciente P14, porém ele manteve as lesdes até o tempo 3 e a cicatrizag@o total ocorreu dois
meses apos o tempo 3, portanto a presenca de IgG era esperada. Nao foi possivel encontrar uma
justificativa para explicar o comportamento soroldgico de IgM na zona indeterminada.

Alguns pacientes apresentaram o mesmo perfil de imunoglobulinas, com densidades
Oticas abaixo das linhas do “cutoff” no tempo 2 e tempo 3 nos ensaios de deteccao de IgM e certa
estabilidade nos ensaios de deteccdo de IgG (P10, P16, P23 e P33, figura 6), outros ndo chegaram
a negativar, porém houve uma tendéncia dos valores de densidade 6tica em IgM cairem (P4, P7,
P12, P18, P19, P24 P27, P32, P34 e P35, figura 6), permanecendo com a semelhanca dos valores
de densidade 6tica nos ensaios para detec¢ao de IgG. O que era de se esperar devido ao fato de
que com o tratamento antiflingico a carga parasitaria diminuiu e conseqiientemente estimulagao
antigénica. Como pode ser observada na comparacdo das medianas dos valores de densidade
Otica do grupo de individuos higidos com os valores de densidade dtica dos pacientes nos trés
tempos, a grande maioria dos soros dos pacientes ndo chegou a se tornar negativa, o que sugere
uma avaliagdo sorolégica com um tempo maior de acompanhamento dos pacientes. Estas
observagdes sugerem que talvez, como em outras micoses (Do Valle et al. 2001), o ELISA nao
possa ser usada como critério de cura na esporotricose.

Os pacientes P25, P38 e P40 (figura 6) apresentam um aumento nos niveis de
imunoglobulinas M enquanto uma certa estabilidade nos niveis de imunoglobulinas G ocorreu.
Nao podemos aferir grandes conclusdes devido a necessidade de um tempo maior de avaliacdo,
porém dizer que reinfec¢des subclinicas repetidas devido ao contato intimo com gatos pode levar
ao aumento de anticorpos IgM.

Um paciente (P29, figura 6 C e F) apresentou o mesmo comportamento nos ensaios IgG e
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IgM com diminui¢do dos niveis de anticorpos no tempo 2 e aumento no tempo 3 . A evolugdo da
doenga ocorreu em 30 dias. No tempo 2 e tempo 3 apresentou lesdes, e a cicatrizagdo completa
das lesdes ocorreu uma semana apds o tempo 3. Possivelmente um estimulo antigénico possa
estar ocorrendo; entretanto, a evidenciagdo do mesmo ndo foi realizada para que justificasse o
aumento de anticorpos no tempo 3.

Nos pacientes com regressao espontanea, de modo geral o comportamento sorologico foi
o esperado, com os niveis de anticorpos IgM diminuindo ao longo do tratamento.

Com os resultados obtidos no grupo B, € possivel afirmar que a técnica de ELISA ¢ uma
ferramenta diagndstica para pacientes que ndo apresentavam isolamento do S. schenckii em
cultivo, uma vez que comparando a mediana deste grupo com a mediana do grupo de individuos
higidos, observaram-se diferengas estatisticamente significantes. Os quatro pacientes com soros
coletados nos trés tempos de coletas tém periodo de evolucdo da doenca de quatro semanas e
foram considerados curados entre 2 ¢ 4 meses de tratamento. O paciente P18 do grupo B (figura
11 C e D) apresentou um periodo de evolugdo da doenca de mais de 16 semanas. Apesar da
terceira coleta do soro deste paciente ndo ter sido incluida nas andlises, provavelmente pelo
abandonado do tratamento, observou-se que, seus niveis de anticorpos IgM foi bem menor
quando comparado com os niveis de IgG, o que ja era esperado, devido ao seu tempo longo de
evolugdo da doenga. Os pacientes P16 e P17 apresentaram tempo de evolugcdo da doenga de 12
semanas e o P10 de oito semanas.

A técnica de ELISA no diagndstico de pacientes com esporotricose e infectados pelo HIV
apresentou valores de sensibilidade de 90% e 80% nos ensaios de detec¢do de IgG e IgM
respectivamente, e os valores de especificidade foram de 85% e 70% nos ensaios de deteccao de
IgG e IgM respectivamente. Sua aplicabilidade foi confirmada uma vez que a comparagdo da
mediana do grupo de pacientes com esporotricose ¢ HIV e a mediana dos pacientes com apenas
HIV, foi estatisticamente diferente. Além disso, a reacdo cruzada entre antigenos de S. schenckii
e antigenos virais foi descartada, desde quando comparada as diferencas das medianas do grupo
de pacientes infectados apenas com HIV e o grupo de individuos higidos se apresentaram
estatisticamente significantes.

O presente trabalho entdo apresenta resultados inéditos do perfil de anticorpos do mesmo
paciente em diferentes tempos de coleta, confirmando alguns achados anteriores ja publicados

(Almeida-Paes et al. 2007b). A partir dos resultados obtidos, sim, estabelecer-se-ao parametros
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essenciais ao desenho de futuros estudos com casuisticas maiores (muito possivelmente
multicéntricos) e, em certa medida, generalizdveis a outras populagdes de pacientes com

esporotricose.
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9. CONCLUSAO

1. Os pacientes com esporotricose cutdnea apresentam imunoglobulinas G e M
durante a evolugdo da doenga, bem como apds sua cura clinica.

2. O método de ELISA apresentado por nos repete os resultados satisfatorios de
sensibilidade de 98% nos testes para detec¢do de IgG e pode ser aplicada ao
diagnoéstico presuntivo da esporotricose.

3. A sensibilidade da técnica ¢ aumentada nos ensaios de deteccao de IgM para 99%.

4. A deteccdo dos niveis decrescentes de anticorpos a medida que a terapia se
estende sugere que a técnica de ELISA possa ser utilizada no acompanhamento
terapéutico da esporotricose.

5. Um maior tempo de acompanhamento de pacientes ¢ necessario para melhor se
estabelecer a importancia da detec¢do de anticorpos como critério de cura da
esporotricose.

6. A técnica de ELISA ¢ uma excelente ferramenta diagnostica para pacientes de
esporotricose sem confirma¢ao micologica

7. A sensibilidade 90% e especificidade de 85% da técnica de ELISA nos ensaios de
deteccdo de IgG sugere que esta técnica deveria ser utilizada como ferramenta

auxiliar ao diagnostico de esporotriose associada a AIDS.
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Apéndice A — Analise clinica dos grupos de pacientes no decorrer do trabalho. Pacientes com

diagnoéstico clinico e com crescimento do S. schenckii em cultivo. Todos os pacientes receberam

tratamento antifingico com itraconazol 100mg por dia.

Pacientes

Tempo de
evolucao da
doenca em

semanas

Tempo de

tratamento em

semanas

Grupo A com forma fixa

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P19
P13
P14
P11

Grupo A com forma linfocutinea

P1
P2
P3
P4
P5
P6

>16 semanas

>16 semanas
4 semanas
4 semanas
3 semanas
6 semanas
2 semanas
2 semanas
8 semanas
4 semanas
4 semanas
6 semanas
8 semanas

<2 semanas

3 semanas

<2 semanas
3 semanas
8 semanas
6 semanas

4 semanas

>16 semanas

>16 semanas
16 semanas
12 semanas
>16 semanas
12 semanas
12 semanas
12 semanas
9 semanas
12 semanas
6 semanas

8 semanas
12 semanas

10 semanas

12 semanas

8 semanas
>16 semanas
12 semanas
12 semanas

12 semanas
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P7

P8

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P35
P38
P32
P36
P34
P39
P33
P40
P37

8 semanas
>16 semanas
8 semanas
4 semanas
4 semanas
8 semanas
8 semanas
16 semanas
4 semanas
4 semanas
8 semanas
4 semanas
8 semanas
4 semanas
8 semanas
<2 semanas
8 semanas
4 semanas
2 semanas
4 semanas
4 semanas

2 semanas

Nao soube informar

4 semanas
4 semanas
12 semanas
16 semanas
4 semanas
4 semanas
6 semanas
4 semanas
8 semanas
3 semanas

12 semanas

12 semanas
12 semanas
12 semanas
12 semanas
16 semanas
12 semanas
16 semanas
>16 semanas
8 semanas
8 semanas
>16 semanas
12 semanas
16 semanas
4 semanas
16 semanas
16 semanas
8 semanas
12 semanas
10 semanas
9 semanas
8 semanas
8 semanas

12 semanas

Em andamento

12 semanas
12 semanas
9 semanas

12 semanas

Em andamento

9 semanas
16 semanas
14 semanas
12 semanas

>16 semanas
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Apéndice B — Anélise do grupo de pacientes com diagnostico clinico € com crescimento do S.

schenckii em cultivo nas diferentes formas clinicas que tiveram regressdo espontanea da doenca.

Todos os pacientes receberam tratamento antifingico com itraconazol 100mg por dia.

Pacientes com regressio Tempo de evolucio da doenca Forma Clinica
espontinea da doenca

P1 4 semanas Forma Fixa
P2 3 semanas Forma linfocutanea
P3 3 semanas Forma linfocutanea
P4 4 semanas Forma linfocutanea

P5 4 semanas Forma fixa e linfocutanea
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Apéndice C — Anilise clinica dos pacientes nas diferentes formas clinicas, com diagndstico

clinico e sem crescimento do S. schenckii em cultivo. Todos os pacientes receberam tratamento

antifingico com itraconazol 100mg por dia.

Grupo B Tempo de evolucio Forma clinica Tempo de
da doenca tratamento

P1 4 semanas Forma fixa 12 semanas
P2 12 semanas Forma linfocutanea 6 semanas
P3 16 semanas Forma fixa Em andamento
P4 16 semanas Forma linfocutanea Naio realizado-cura
espontanea

P5 <2 semanas Forma fixa 10 semanas
P6 16 semanas Forma fixa 12 semanas
P7 4 semanas Forma linfocutanea 3 semanas
P8 4 semanas Forma fixa 16 semanas
P9 4 semanas Forma linfocutanea Nao realizado-cura
espontanea

P10 16 semanas Forma linfocutanea >16 semanas
P11 4 semanas Forma linfocutanea >16 semanas
P12 12 semanas Forma fixa 12 semanas
P13 Forma linfocutanea >16 semanas
P14 4 semanas Forma fixa 8 semanas
P15 6 semanas Forma linfocutanea Em andamento
P16 12 semanas Forma fixa 8 semanas
P17 12 semanas Forma fixa Em andamento
P18 16 semanas Forma fixa 8 semanas
P19 4 semanas Forma fixa 6 semanas
P20 2 semanas Forma fixa abandono
P21 4 semanas Forma fixa 8 semanas
P22 4 semanas Forma linfocutanea 16 semanas
P23 <2 semanas Forma fixa Em andamento
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