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Morgado, F N. Comparacéo do papel da resposta imune celular in situ e in vitro na
evolugcao das duas formas mais comuns da esporotricose e da leishmaniose
tegumentar americana humanas. Rio de Janeiro, 2011. 103 f. Tese [Doutorado em
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro

Chagas.

RESUMO

A esporotricose € produzida por inoculagdo traumatica do fungo Sporothrix
schenckii no tegumento cutaneo do homem e outros animais suscetiveis. No local surge
reacao inflamatéria com aspecto nodular que tende a ulceracdo. A lesdo pode ficar
restrita ao local ou se estender no trajeto dos vasos linfaticos regionais. Apesar de
alguns dados ja publicados, o papel da resposta imune na esporotricose ainda nao €
totalmente esclarecido. Estudar os mecanismos imunopatolégicos envolvidos na
infeccdo pode auxiliar na compreensdo dos fatores envolvidos no aparecimento das
diversas formas clinicas. Devido a semelhancas clinicas com outras doencas
granulomatosas da pele, em especial a Leishmaniose tegumentar americana (LTA)
endémica no Rio de Janeiro, a observacdo de marcadores especificos para cada
doenca seria util para o diagndstico diferencial. O objetivo desta tese foi comparar
dados qualitativos e quantitativos das populacdes celulares e marcadores funcionais
envolvidos na resposta imune celular de pacientes com esporotricose (forma cutanea
fixa e forma cutanea-linfatica) e com LTA . Foram utilizadas as técnicas de imuno-
histoquimica e Elispot. Foram evidenciadas diferencas na reacgéo inflamatoria in situ e
sisttmica entre as formas clinicas da esporotricose e LTA. Foram observadas
diferengas na expresséo sistémica e in situ de IFN-y e IL-10 entre individuos sadios e
pacientes acometidos por esporotricose, LTA e outras etiologias (lesdes bacterianas,
dermatofitose, Ulceras hipertensivas e de estase). A técnica de quantificacao de células
produtoras de IFN-y através de Elispot se mostrou uma ferramenta util para o
diagnostico diferencial entre a esporotricose e a LTA quando a visualizacdo do agente
etiologico ndo for possivel. Em conjunto os dados possibilitaram a redacdo de trés
artigos cientificos, um ja publicado, e permitiram o entendimento de alguns aspectos da
resposta imune em pacientes acometidos principalmente de esporotricose.

Palavras-chave: 1. Esporotricose. 2. Leishmania. 3. Resposta Celular. 4. Lesao Ativa.
5. Imunohistoquimica



Morgado, F N. Evaluation of the role of cellular immune response in situ and in
vitro on evolution of the two most common types of human sporotrichosis and
american tegumentary leishmaniasis. Rio de Janeiro, 2011.103 f. Tese [Science
dissertation in Clinic research in infectious diseases] — Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas.

ABSTRACT

Sporotrichosis is a mycosis caused by Sporothrix schenckii through traumatic
inoculation in human’s and other susceptible animals’ skin. In the beginning, there is an
inflammatory reaction with nodular aspect and tendency to ulceration. The skin lesion
can be as localized or disseminate through lymphatic vessels. Although some aspects of
sporotrichosis have been discussed, the role of immune response in sporotrichosis has
not been fully elucidated. The analysis of immunopathological aspects of sporotrichosis
could highlight the mechanisms related to various clinical presentations. Due to clinical
similarities to other granulomatous skin diseases, especially endemic ATL in Rio de
Janeiro, the results evidenced some useful aspects for differential diagnosis. The study
was done in order to compare cell profile and functional markers related to cellular
immune response between sporotrichosis (lymphocutaneous and fixed forms) and ATL
patients. The clinical samples were analyzed through immunohistochemical and Elispot
methods. Differences in the in situ and systemic inflammatory reaction between
sporotrichosis and ATL patients were observed. Differences in systemic and in situ IFN-
y and IL-10 expression between healthy subjects and sporotrihosis, ATL and others
etiologies (bacterial lesions, dermatophytosis, hypertensive ulcer and stasis ulcer)
patients were observed. The data obtained by interferon gamma Elispot assay suggest
this method is useful for differential diagnosis between sporotrichosis and ATL patients
when the etiological agent cannot be determined. Altogether, the data were organized in
three papers, one paper has been already published, and the data highlighted some
aspects of immune response especially in sporotrichosis patients.

Keywords: 1. sporotrichosis. 2. Leishmania. 3. Cellular response. 4. Skin lesions. 5.
Immunohistochemistry
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1 INTRODUCAO

1.1 AESPOROTRICOSE E SEU AGENTE

7

A esporotricose € uma micose subcutanea causada pelo fungo dimorfico
Sporothrix schenckii. E doenca cosmopolita, mas a maioria dos casos é relatada no
Japao e nas Américas do Norte e Sul (Kauffman 1999). O microrganismo é encontrado
em solo e vegetacdo e a infeccdo se da por inoculacdo trauméatica (Chapman & Daniel
1994).

Em temperaturas na faixa de 25 a 30° C, ha o crescimento fungico na forma de
micélio filamentoso septado, podendo ser cultivado em meios de cultura padrées como
Sabouraud dextrose agar. Poucos dias apés a semeadura, o fungo forma colbnias de
coloracdo creme que escurecem nas semanas subsequentes. Nestas condi¢cdes produz
conidios hialinos ou escuros ao longo e hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas,
qgue devido a sua disposicao tipo pétalas de flor apresentam aspecto de rosetas. Pode
ser cultivado a 37° C em meios suplementados como o BHI (infusdo de cérebro e
coracdo). Nesse caso apresenta-se na fase leveduriforme e as -caracteristicas
microscopicas se assemelham as encontradas no sitio das lesdes. In vivo, a 37°C, S.
schenckii se apresenta na forma de leveduras que se reproduzem por brotamento.
Apresentam de 4 — 6 um de didmetro com forma navicular, charuto, redondo, oval ou
globuloso. Contudo, algumas cepas crescem melhor em temperaturas nao superiores a
35°C. Estas cepas séo geralmente isoladas da forma fixa da doenca (Kauffman 1999).

Classicamente, a doenca é considerada ocupacional, de maior ocorréncia no
sexo masculino e em profissbes como jardineiros, fazendeiros e horticulturistas
(Chapman & Daniel 1994). Nestes casos, afeta na maioria das vezes as maos e peés.

No entanto, nos ultimos anos houve uma mudancga na transmissédo da doenc¢a no Rio de



Janeiro. Durante o periodo de 1987 a 1998, foram relatados 13 casos de esporotricose
humana pelo antigo Centro de Pesquisa do Hospital Evandro Chagas, hoje Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (Barros et al. 2004). Destes, dois casos estavam
associados a arranhaduras de gatos. Posteriormente houve um grande aumento da
incidéncia da doencga: entre 1998 e 2001 um total de 178 casos com cultura positiva
para S. schenckii foram diagnosticados. Destes, 156 casos apresentaram historico de
contato domiciliar ou profissional com gatos com esporotricose e 97 foram arranhados
ou mordidos (Barros et al. 2004). Neste mesmo periodo, Schubach et al. (2004)
descreveram a apresentacao clinica e tratamento de 347 gatos com a doenca. Os gatos
desenvolvem infeccdo grave, frequentemente fatal, caracterizada por Ulceras cronicas
de pele e/ou acometimento do sistema respiratério, podendo disseminar para outros
orgaos (Kauffman 1999). Schubach et al. (2001) isolaram o fungo das unhas de gatos
domésticos e, em trabalho posterior, (Schubach et al. 2002) foram capazes de isola-lo a
partir de animais ndo doentes contatos domiciliares de animais acometidos por
esporotricose. Neste mesmo estudo (Schubach et al. 2002), o fungo foi isolado em
100% dos animais doentes, a partir de diversos espécimes clinicos, incluindo lesdes
cutdneas, cavidades oral e nasal, unhas, sangue e testiculos, sugerindo a
disseminacdo do patdgeno pelo organismo de gatos reforcando o potencial zoonético
da esporotricose felina. Associado ao comportamento natural destes animais e a
necessidade de lutas por territério, 0 gato passou a ser o principal transmissor da
doenca nesta epidemia. Assim, a transmissdo zoondtica, anteriormente considerada
ocasional, tornou-se a forma mais comum de transmissdo afetando mais
frequentemente mulheres (Barros et al. 2004), o que caracterizou uma mudanca das
caracteristicas epidemioldgicas desta micose em nosso meio. A analise genotipica de
diferentes isolados de pacientes humanos e de gatos evidenciou que os isolados eram
idénticos ou muito similares sugerindo uma fonte comum de infeccéo tanto para o ser
humano quanto para os gatos (Reis et al. 2009). Por ser o gato mais suscetivel e
apresentar maiores cargas fungicas associado ao seu comportamento natural, ficou
claro o seu papel de disseminador de S. schenckii.

No ser humano, clinicamente a esporotricose se manifesta como infeccéo

cutanea e subcutanea de evolugcdo subaguda a crbnica (Kauffman 1999). A infeccéo



costuma ocorrer ap0s um pequeno trauma com rompimento da integridade da
epiderme. Uma vez inoculado, o fungo penetra em camadas mais profundas, onde
adquire a forma parasitaria, leveduriforme, podendo permanecer localizado no tecido
subcutaneo (forma cutanea fixa), estender-se aos linfaticos (forma cutaneo-linfatica) ou
mais raramente disseminar-se a distancia pela corrente sanguinea (forma cutanea
disseminada ou sistémica) (Schubach et al. In: Coura 2006).

A forma cutaneo-linfatica € a manifestagdo mais comum da infeccdo por S.
schenckii (Kauffman 1999, Lopes-Bezerra et al. 2006). No sitio de inoculagdo, a lesdo
priméria se desenvolve em dias a semanas, ap0s a inoculacdo de conidios na pele ou
no tecido subcutdneo. A lesdo inicialmente se apresenta como papula, que
gradualmente aumenta de tamanho formando nédulo que frequentemente ulcera. A
progressdo da infec¢do € caracterizada por lesbes nodulares que aparecem ao longo
do trajeto linfatico. Alguns pacientes ndo manifestam a disseminacao linfatica e mantém
lesdo cutanea fixa, que persiste no sitio de inoculacéo. Esta lesdo pode se apresentar
como placas ou aspecto verrucoso, e mais frequentemente Ulcera.

A forma cutanea disseminada tem sido observada principalmente em pacientes
imunossuprimidos, especialmente individuos HIV positivos (Lopes-Bezerra et al. 2006).

A forma mucosa ndo é comum. Afeta preferencialmente a conjuntiva (Vieira-Dias
et al. 1997; Schubach et al. 2005), mas também pode ocorrer em nariz (Kumar et al.
2005), boca e faringe (Lopes-Bezerra et al. 2006).

As formas extracutdneas sdo pouco comuns. Entre estas o envolvimento
pulmonar e osteoarticular sdo os mais relatados (Badley & van Scoy 1996, Ramirez et
al. 1998, Callens et al. 2006). As manifestacbes da esporotricose pulmonar sao
semelhantes aquelas da tuberculose pulmonar. E descrito a associacdo com doenca
obstrutiva cronica e alcolismo. A febre, suor noturno, anorexia, perda de peso e fadiga
sédo sintomas comuns. Tosse produtiva com escarro purulento, hemoptise e dispnéia
sdo queixas pulmonares frequentes. A infeccdo osteoarticular pode ocorrer tanto a
partir de inoculacdo cutdnea quanto por disseminagdo hematogénica a partir dos
pulmdes (Kauffman 1999).

A exemplo da forma cutanea disseminada, a forma sistémica tem sido pouco

relatada e € mais comum em pacientes com comprometimento do sistema imunologico.



Pacientes com AIDS constituem grupo de risco para esporotricose sistémica e cutanea
disseminada. Nestes pacientes, pode ocorrer disseminagao para meninges, e as lesdes
de pele sdo frequentemente ulceracbes atipicas com minima resposta inflamatoria
(Kauffman 1999).

No Rio de Janeiro, no periodo de 1998 a 2001 a forma cutaneo-linfatica foi a
mais comum totalizando 55,6% dos casos, seguido pela forma cutanea fixa que atingiu
25,3%. A forma mucosa foi detectada em 2,8% e 16,3% apresentaram a forma cutanea
disseminada (Barros et al. 2004).

Devido a diversidade das formas clinicas da esporotricose, algumas condi¢cdes
patologicas que devem ser levadas em consideracdo no diagnéstico diferencial (Lopes-
Bezerra et al. 2006). Por exemplo, as formas cutaneas devem ser diferenciadas da
leishmaniose, nocardiose, cromoblastomicose, blastomicose, paracoccidiodomicose e
infecgbes por micobactérias. A forma pulmonar deve ser diferenciada da histoplasmose,
blastomicose, coccidioidomicose, tuberculose e sarcoidose (Kauffman 1999).

O diagnostico definitivo da esporotricose depende do isolamento do fungo a
partir do sitio de infeccdo. O material pode ser coletado com “swab”, por aspirado da
lesdo cutdnea ou ser proveniente de bidpsia. Outros espécimes clinicos tém sido
relatados como possiveis para uso em diagnéstico como escarro, fluido sinovial, fluido
cérebro-espinhal, e mais raramente sangue. Geralmente o isolamento priméario é
realizado em Sabouraud dextrose Agar adicionado de antibiéticos mantido a
temperatura ambiente e costuma ser bastante eficiente. A conversao para a forma de
levedura a 37° C deve ser realizada para confirmar o diagnostico da esporotricose
(Kauffman 1999).

O exame histopatolégico das lesdes de pele geralmente revela uma inflamacao
mista granulomatosa e piogénica, com células gigantes multinucleadas e hiperplasia
pseudoepiteliomatosa. Coloracdes especiais, como acido periodico de Schiff e prata
metenamina, Sdo necessarias para identificacdo das leveduras no tecido. No entanto,
na esporotricose os fungos sdo de dificil visualizacdo direta (Kauffman 1999). Em
trabalho recente, foram observados granulomas em todas as amostras de tecidos de
pacientes acometidos por esporotricose no Rio de Janeiro (Quintella et al. 2011). Foram

observados granulomas supurativos em 84% e dermatite difusa em 95,8% dos



pacientes. Necrose caseosa e de liquefacédo estiveram presentes em 65,5% e 43,7%
dos pacientes, respectivamente.

Quando o parasita ndo é identificado o diagndstico conclusivo pode ser bastante
complexo. Mesmo testes imunoldgicos que teoricamente seriam especificos, como a
sorologia e os testes intradérmicos, podem apresentar rea¢fes duvidosas. Neste
contexto, Barros et al. (2005) analisaram 52 pacientes com esporotricose confirmada
por isolamento do fungo e observaram positividade no teste intradérmico de
Montenegro em 39% dos casos. Os soros de 6,7% dos pacientes geraram respostas
positivas em reacgdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e 22,2% em ELISA para
leishmaniose. Assim, a confirmacgéo parasitoldgica torna-se ainda mais importante no
Rio de Janeiro onde ha a sobreposicdo de areas endémicas para leishmaniose e
esporotricose, e existe a possibilidade do diagndstico incorreto baseado no aspecto das
lesbes, informacgdes epidemioldgicas e testes imunoldgicos.

Diferentes regimes terapéuticos podem ser adotados para o tratamento da
esporotricose incluindo iodeto de potassio, itraconazol, terbinafina, fluconazol e
anfotericina B. A escolha é baseada na condicéo clinica do individuo, extensao das
lesGes cutaneas, envolvimento sistémico, avaliagdo de interagcbes medicamentosas e
efeitos adversos (Lopes-Bezerra et al. 2006). Atualmente o itraconazol é a droga de
primeira escolha e a regressdo completa das lesbes ocorre em torno do 3° més de
tratamento, que deve ser mantido por no minimo quatro semanas apés a resolucao das
lesBes. Por ser um tratamento prolongado, dois fatos devem ser considerados: 0s
iodetos sé@o pouco tolerados devido a sua alta toxicidade e o alto custo do itraconazol
dificulta seu uso nos paises em desenvolvimento (Chapman & Daniel 1994, Schubach
et al. In: Coura 2006).

1.2 ARESPOSTA IMUNE NA ESPOROTRICOSE

A pele e a mucosa intactas promovem uma significante barreira a invasdo por

fungos. A desestabilizagdo desta barreira, como em queimaduras ou feridas



traumaticas, possibilitam invasdo local e fungemia. Uma vez esta defesa local sendo
insuficiente, a proxima linha de defesa sdo os leucdcitos polimorfonucleares. Os
neutrofilos podem exercer a sua atividade antifangica por fagocitose e eliminagéo
intracelular de conidios e leveduras através de mecanismos dependentes ou
independentes de oxigénio (Cunningham et al. 1979, Lei et al. 1993, Chapman & Daniel
1994). Sua atividade antifungica direcionada para hifas €, no entanto, primariamente
extracelular (Chapman & Daniel 1994).

Receptores do tipo Toll tém sido implicados no reconhecimento de varios
patdgenos, inclusive no reconhecimento de S. schenckii em infeccdo experimental
utilizando camundongos deficientes de TLR-4 (Sassa et al. 2009). Observou-se que
animais deficientes apresentavam reducéo da translocacéo de NFk-B, além da reducgéao
tanto de mediadores pro-inflamatorias (6xido nitrico e TNF-a) quanto citocina anti-
inflamatoria (IL-10), sugerindo o envolvimento deste receptor no reconhecimento do S.
schenckii.

Quando a resposta imune inata ndo é suficiente para conter a infec¢do, a
imunidade celular mediada por linfocitos T, citocinas e macrofagos ativados passam a
ser 0s maiores efetores da resisténcia imune adquirida contra as infec¢des fungicas.
Contudo, a doenca varia com o estado imunolégico do hospedeiro. Pacientes com
imunidade celular deficiente, incluindo aqueles tratados com agentes citotoxicos ou
esterdides, transplantados, doencas metabodlicas descompensadas como o diabetes
mellitus, linfomas ou AIDS, constituem grupo de risco para infeccfes fungicas invasivas
(Chapman & Daniel 1994, al-Tawfig & Wood 1998, Ware et al. 1999, Callens et al.
2006). No entanto, S. schenkii é considerado um patégeno verdadeiro e mesmo
hospedeiros higidos apresentam risco de infeccdo assim como aqueles
imunodeprimidos.

No caso particular da esporotricose, sdo poucos os trabalhos na literatura que
apresentam como foco de estudo a resposta imune, sendo a grande maioria no modelo
murino de infeccdo experimental. A partir destes estudos tem sido sugerida a
importancia da imunidade celular na resisténcia do hospedeiro a esta infec¢ao fungica
(Carlos et al. 2009). Camundongos atimicos (nu/nu) reconstituidos com timaocitos

normais apresentaram maior resisténcia a infec¢do intravenosa com S. schenckii do



que aqueles nu/nu intactos, sugerindo que células derivadas do timo participam na
resisténcia a infeccdo (Dickerson et al. 1983). Shiraishi et al. (1992), estudando estes
mesmos camundongos atimicos homozigotos, e comparando com infeccdo em
camundongos heterozigotos (nu/+), observaram que nu/nu continham maiores
quantidades de fungos, sugerindo a participacdo de células T na inibicdo do
crescimento fungico. Através de ensaios de inibicdo e ativagdo de macréfagos, e
analise de fagocitose e morte de fungos, observaram que estas células ativadas
também apresentavam fungéo importante na resisténcia a infeccao.

Tachibana et al. (1999) mostraram que a imunidade protetora contra S. schenckii
no modelo murino de infeccdo experimental era expressa principalmente por
macréfagos ativados por células TCD4*. Os autores determinaram através de RT-PCR
a expressdo de RNA-m de IFN-y, TNF-a e IL-10 nas células linfonodais de
camundongos imunes, apds estimulacdo frente ao fungo morto por aquecimento. Ao
contrario das citocinas de tipo 1, a expressao de IL-4 n&o foi observada (citocina chave
da resposta do tipo TH2). Baseados nestes dados os autores sugeriram que linfocitos
do tipo TH1 sdo induzidos ap6s imunizacdo com S. schenckii e estdo relacionados a
resisténcia a infec¢do. Estes autores também observaram que esta resisténcia ndo era
alterada pela transferéncia passiva de soro imune, corroborando mais uma vez a
importancia da reposta imune do tipo celular na imunopatologia da esporotricose.

Carlos et al. (1992) estabeleceram um modelo de doenga sistémica em
camundongos a partir da infec¢do intravenosa e intraperitoneal com leveduras. Os
autores observaram uma depressao da resposta imune celular entre a 42 e 62 semana
de infeccdo, associada ao agravamento da doenca. O mesmo grupo, posteriormente,
observou que a deficiéncia da resposta celular coincidia com a reducdo marcante de IL-
1 e TNF-a (Carlos et al. 1994). Maia et al. (2006) observaram valores elevados de NO e
NOS2 durante este periodo de depressao e alta carga fungica. Sugeriram, entdo, uma
atividade supressora de NO durante a infec¢é@o fangica. Apds 52 e 62 semanas houve
aumento da producgdo de IL-4 sugerindo a participagdo da resposta TH2 nos estagios
avancados da esporotricose.

Silva et al. (2001) compararam a evolucdo de distintas linhagens de

camundongos infectados experimentalmente e observaram que a resisténcia era



consequéncia da reducdo da carga fungica tecidual, imunidade mediada por célula T
especifica e consistente, e atividade de TNF-a no inicio da infeccdo. Na linhagem
suscetivel estas respostas ndo foram precocemente observadas e a auséncia de
resposta de células TCD4" na primeira semana de infeccdo pdde explicar a nao
eliminacdo do patdégeno. No entanto, esta linhagem apds a primeira semana de
infeccdo mostrou aumento dos niveis de TNF-a e resposta do tipo tardia. Também
houve expansédo e aumento de focos granulomatosos e CFU (unidades formadoras de
colénia) no baco. A expansao dos focos granulomatosos e aumento de TNF-a e carga
fungica tecidual em niveis elevados induziram severa destruicdo tecidual, falha geral
dos 6rgdos, caquexia e morte dos animais suscetiveis.

Os resultados aparentemente conflitantes podem ser devidos a diferencas
intrinsecas nos modelos ou na intensidade de resposta. Desta forma, a reposta imune
celular bem modulada seria importante para o controle da infeccdo e em casos de
exacerbacdo da funcdo efetora a lesdo tecidual conseqiiente poderia ser agravada.
Estes dados sdo muito semelhantes aos identificados em outras patologias cutaneas,
notadamente na leishmaniose (Gaze et al. 2006).

Ainda com relacdo a funcédo efetora da resposta imune, Kajiwara et al. (2004)
estudando camundongos com doenca granulomatosa cronica (DGC) sugeriram que a
deficiéncia da NADPH oxidase é fator de risco para infeccao letal por S. schenckii e que
anions superoxidos e seus metabdlitos oxidantes produzidos por neutrofilos e
macrofagos estdo envolvidos nas atividades fungistaticas e fungicidas. Mostraram que
o defeito da NADPH oxidase resultava na incapacidade de eliminar e controlar o
microrganismo no sitio de infeccdo apesar da aparente resposta inflamatoria,
resultando em disseminac¢do do fungo a érgaos internos e eventual morte. Este dado
corrobora a importancia do estudo da resposta imune no foco de lesédo e sua possivel
funcdo no controle da carga fangica e contencao da infeccao.

Alguns estudos mostraram a influéncia de componentes da parede do fungo na
resposta imune (Carlos et al. 1998, Nascimento & Almeida 2005, Maia et al. 2006).
Nascimento e Almeida (2005) avaliaram a producdo de anticorpos e determinaram 0s
componentes antigénicos envolvidos na resposta imune humoral na infeccao

experimental. Os autores observaram que 0s soros de todos os animais testados



tinham anticorpos que reagiam apenas ao antigeno de 70 kDa com predominancia de
IgG1 e IgG3, ou seja, antigenos de S. schenckii induziram resposta humoral especifica
em camundongos infectados. O aumento de imunoglobulinas especificas coincidiu com
a reducdo da carga fangica, mostrando que a resposta imune humoral especifica
poderia estar relacionada a protecdo em camundongos ou a efeito secundéario da
destruicdo do patdgeno.

A melanina € um pigmento identificado na parede de diversos fungos, inclusive
em leveduras e conidios de S. schenckii (Almeida-Paes et al. 2009). Em estudo recente,
isolados capazes de produzir melanina foram comparados aos isolados deficientes
deste pigmento, através da inoculacdo experimental em ratos (Madrid et al. 2010).
Observou-se que isolados produtores de melanina apresentavam maior capacidade de
invasado tecidual e formacdo de granulomas multifocais. Ja as cepas albinas induziam
uma reac¢dao inflamatéria mais acentuada coma contencdo de células fungicas no centro
dos granulomas.

Teixeira et al. (2009) evidenciaram a correlacéo entre a expressao de adesinas e
fibronectinas de superficie das leveduras de diferentes isolados humanos e ambientais
com a viruléncia apds infeccdo experimental em modelo murino. A viruléncia foi
avaliada pela curva de sobrevivéncia dos animais, disseminacdo, aspectos
macroscopicos e microscopicos dos 6rgaos, carga fungica e capacidade de adeséo.
Apesar da evidenciacdo de correlacdo entre capacidade de adesdo e viruléncia em
camundongos, nao foi possivel correlacionar a viruléncia dos isolados com as formas
clinicas das quais as cepas foram isoladas.

Apesar de excelente, o modelo murino pode ndo se mostrar apropriado para a
compreensdo de fatores relacionados a evolugdo clinica das diferentes formas de
apresentacdo da esporotricose humana, no entanto, devido a escassez de casos, as
informacgdes existentes na literatura sobre a resposta imune especifica ao S. schenckii
em pacientes € inconsistente. Um dos poucos resultados existentes na literatura foi
publicado por Plouffe et al. (1979). Os autores estudaram a resposta imune mediada
por células em pacientes com esporotricose cutdnea ou sistémica. Os resultados
mostraram que nos pacientes com doenca grave a resposta celular esta diminuida se

comparada com pacientes apresentando doenca localizada. Um dado importante é o
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estudo feito por Streilein et al. (1978), verificando a possibilidade de individuos sem
histéria de doenca apresentarem teste intradérmico e resposta proliferativa primaria
positiva a antigenos de S. schenckii. Como todos o0s pacientes apresentavam resposta
a Candida albicans, os autores sugeriram a possibilidade de reacdo cruzada entre
antigenos dos dois fungos. Mais intrigantes ainda foram os resultados obtidos por
Barros et al. (2005) que demonstraram a presenca de reagcdo positiva ao teste
intradérmico e a sorologia para deteccdo de infeccdo por protozoarios do género
Leishmania em individuos com esporotricose e sem historia clinica ou epidemiologica
de Leishmaniose. Ainda precisa ser determinado se a presenca desta reacdo cruzada é
especifica ou inespecifica, mas esta observacao torna a diferenciacao diagndstica entre
as duas infeccbes ainda mais dificil nas areas onde a transmissdo se superpoe.
Encontrar meios de identificar corretamente o agente da infeccdo nos casos em que o
mesmo nao pode ser identificado seria de grande valia no manejo dos pacientes.

Resultados preliminares de nosso grupo apontam para a heterogeneidade de
resposta celular in vitro em pacientes com fase ativa da esporotricose (dados nao
publicados). No entanto, um maior nimero de pacientes deve ser estudado para
verificar possiveis perfis de respostas associados a formas clinicas ou diferentes tipos
de evolucdo das lesBes inclusive no tocante a resposta ao tratamento. Com a
possibilidade de acesso ao material biolégico de pacientes infectados durante a
epidemia atual da doenca em nosso meio, estamos diante de uma oportunidade impar
de estudar esta micose.

Se pouca informacdo foi publicada no tocante a resposta imune sistémica,
menos ainda tem sido relatado no contexto da resposta imune in situ. Ao NoSso
conhecimento, existem apenas dois trabalhos, publicados pelo mesmo grupo de
autores, onde a resposta imune local foi avaliada em apenas cinco pacientes (Koga et
al. 2001, Koga et al. 2002). Na publicacdo de 2001 verificaram que 0,2 a 0,8% das
células do inflamatorio eram células dendriticas. No trabalho publicado em 2002,
observaram um infiltrado misto de células CD4" e CD8" nestas lesdes, e células IFN-y",
semelhantes a células linfoides mononucleares na periferia dos granulomas.
Curiosamente, ndo foi encontrada expressdo de NOS2 em nenhuma das amostras

estudadas.
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Como o acometimento principal da esporotricose ocorre no tegumento cutaneo
nos parece importante a compreensdo da dindmica do processo inflamatorio tanto ao
nivel sistémico quanto no compartimento tegumentar. Os imunologistas durante muito
tempo negligenciaram a pele. O tegumento cutaneo era visto como 6rgao de choque ou
barreira inata a entrada de agentes agressores, situacdo esta que vem mudando ao
longo dos ultimos anos. Na revisdo publicada por Spellberg (2000) a pele é descrita
como um 6rgdo que cobre uma superficie de aproximadamente 2 m? e, representa pelo
peso (16% do peso corporal) o maior 6rgdo do corpo humano. Em particular, o
tegumento cutaneo hoje é descrito como sendo fundamental no desenvolvimento e
selecdo da resposta imune a varios agentes causais (Conceicao-Silva et al. 1990,
Pirmez et al. 1990, Conceicdo-Silva et al. 1994, Ahmed et al. 1994, Conceicao-Silva et
al. 1998, Khanolkar-Young et al. 1998, Orteu et al. 1998, Bertho et al. 2000). Hoje
podemos falar inclusive em sistemas organizados como o sistema imunoldgico da pele
(SIS — skin immune system; SALT — skin associated lymphoid tissue) (Bos &
Kapsemberg 1993, Spellberg 2000) e dos foliculos pilosos (Christoph et al. 2000).
Chapman e Daniel (1994) ja apontavam que o estudo da pele e de suas lesbes era de
grande valia, pois a pele frequentemente representava um “sistema de alarme recente”
das infeccdes graves. Em pacientes infectados com HIV, as infeccbes fungicas de
membranas mucosas, pele e unhas podem ser as primeiras indicacbes de
imunodeficiéncia severa. Assim, nos Uultimos anos uma grande quantidade de
conhecimento sobre este 6rgdo tem se acumulado, ajudando a se montar um quebra-
cabeca bem mais complexo do que se imaginava inicialmente. Neste sentido, o estudo
in situ das lesbes de esporotricose pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos
envolvidos no processo inflamatério localizado. Este conhecimento pode gerar novas

abordagens no manejo clinico dos pacientes com esporotricose.

1.3 A LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA E SEU AGENTE

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca parasitaria

causada por protozoarios do género Leishmania. A transmissdo ocorre através da
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picada do inseto vetor, pertencente ao género Lutzomya, cujas espécies envolvidas
dependem da localizagé@o geografica.

Durante a hematofagia, as formas promastigotas presentes no tubo digestivo do
inseto vetor sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado. Uma vez no tecido, estes
parasitos sdo internalizados por fagocitos, e dentro do vacuolo parasitoforo convertem-
se nas formas amastigotas. A multiplicacdo do parasito no interior de macréfagos,
associada a resposta imune estimulada pela presenca do antigeno parasitario, produz
uma reacao inflamatéria com predominancia celular (processo inflamatério crénico do
tipo granulomatoso). Com a continuidade do binémio replicacdo parasitaria/processo
inflamatdrio vao surgir lesées teciduais que podem acometer o tegumento cutaneo e/ou
mucoso (Leishmaniose Tegumentar) ou 0Orgdos viscerais (Leishmaniose Visceral).
Apesar de estar em expansdo, a forma visceral ainda € restrita a areas bem
determinadas do territério brasileiro. Ja a forma tegumentar (LTA) pode ser encontrada
em todo o pais tanto em area rural quanto urbana.

A LTA pode ser dividida em trés formas clinicas basicas: leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose mucosa (LM) e a leishmaniose cutanea difusa (LCD). A
forma cutanea localizada tem como principal caracteristica uma lesdo ulcerada que se
desenvolve no local de inoculagdo do parasito, pelo inseto vetor. O individuo
desenvolve Ulcera de bordos elevados e fundo granuloso, geralmente Unica e
autolimitada. O teste de Montenegro é positivo e é possivel evidenciar resposta imune
celular especifica in vitro (Concei¢éo-Silva et al. 1990).

A leishmaniose mucosa geralmente se caracteriza por destruicdo tecidual
progressiva associada a intensa resposta inflamatoria (Amato et al. 2003). Esta lesao
surge semanas ou anos apos o desaparecimento da lesdo cutanea inicial, por provavel
disseminagdo hematogénica a partir do foco priméario. Trabalhos experimentais em
hamsters parecem corroborar esta hipotese (Kanan 1975). Mais raramente, a lesao
mucosa pode surgir na vigéncia de Ulcera cutdnea em atividade.

O quadro classico da leishmaniose cutanea difusa (LCD) é caracterizado por
infiltracBes, papulas e tubérculos envolvendo extensas areas cutaneas (Brasil 2000).

Tem carater progressivo e nao responde ao tratamento antimonial, com ciclos continuos
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de remissdo (apo6s o tratamento) e atividade. Os pacientes com LCD nao apresentam
resposta imunologica do tipo tardio especificamente ao antigeno do parasito in vivo
(DTH, teste de hipersensibilidade tardia ou reacdo de Montenegro negativa) nem in vitro
(resposta proliferativa) (Castes et al. 1983, Castes et al. 1984).

A LTA com sua ampla distribuicdo constitui uma das afec¢des dermatoldgicas
que merece maior atencdo, devido a magnitude da doenca, assim como pelo risco de
ocorréncia de deformidades que pode produzir no homem, como também pelo
envolvimento psicolégico do doente, com reflexos no campo social e econédmico, uma
vez que, na maioria dos casos, pode ser considerada uma doencga ocupacional (Brasil
2000).

As principais espécies envolvidas sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis. A L. (V.)
guyanensis € classicamente encontrada no extremo norte do pais, sendo responsavel
por casos de lesBes cutaneas e mais raramente lesdes mucosas. J4 os individuos
infectados por L. (L.) amazonensis podem desenvolver, além da forma cutanea
classica, o quadro de leishmaniose cutanea difusa (LCD). Nestes individuos a doenca
se torna de dificil controle, refrataria ao tratamento e as lesdes tendem a se disseminar
pelo tegumento cutaneo de forma lenta, mas progressiva.

O Rio de Janeiro é tradicionalmente considerado area endémica de LTA, e a
espécie circulante em nosso meio tem sido identificada como L. braziliensis (Schubach
et al. 1998). A maioria dos pacientes infectados com L. (V.) braziliensis apresenta a
forma cutanea tipica (como descrito anteriormente), com localizacdes variadas, as
vezes acompanhada de linfadenopatia regional precoce. Podem ocorrer lesdes
multiplas, e em alguns pacientes a doenca se apresenta como leishmaniose cutanea
disseminada (Barral et al. 1992, Barral et al. 1995, Bittencourt e Barral-Neto 1995,
Grimaldi et al. 1989). Alguns pacientes infectados por L. (V.) braziliensis, (1 a 10%),
desenvolvem leishmaniose mucosa (LM), uma forma destrutiva que compromete nariz,
faringe, palato, labio superior e laringe. Em 42% dos pacientes ocorre perfuragdo do
septo nasal (Marsden 1986). A LM tem como caracteristica uma resposta imunoldgica
exacerbada, mediada por células, e € interessante a observacdo de grande destruicdo

tecidual acompanhada de dificuldade de deteccdo de parasitos (Carvalho et al. 1985).
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Estes pacientes apresentam resposta positiva ao teste de Montenegro e a resposta
proliferativa in vitro de células do sangue periférico, frente ao antigeno. A magnitude
desta resposta € geralmente maior que na forma localizada (Carvalho et al. 1985,
Castes et al. 1983).

De um modo geral, ndo importando o parasito envolvido, a forma classica da
infeccdo se caracteriza pelo aparecimento de lesdes tegumentares com caracteristica
predominantemente ulcerativa e com a formacdo de um infiltrado granulomatoso
cronico evidenciado na histopatologia. A Ulcera leishmanidtica tipica tende a
cronicidade e pode evoluir para expansdo ou regressao, mesmo sem tratamento. A
cicatrizacdo pode dar-se num prazo de seis meses a varios anos, curando-se muitas
vezes, dentro de 12 a 15 meses (Rey 1991).

O diagnéstico da LTA compreende a associacdo entre dados clinicos,
laboratoriais e epidemioldgicos. Os testes laboratoriais consistem na evidenciacdo do
parasito e em provas imunoldgicas. Os espécimes clinicos coletados para o diagnéstico
parasitologico podem ser obtidos a partir de escarificacdo ou biopsia de lesdo. Também
pode ser feita a puncdo aspirativa quando houver necessidade de investigacdo de
comprometimento ganglionar primério. No exame parasitologico direto, é realizada a
pesquisa de formas amastigotas em laminas de impressdo por aposicdo ou material
proveniente de escarificacdo e puncédo aspirativa, corados pela técnica de Giemsa ou
Leishman. O exame parasitologico indireto visa o isolamento do agente infeccioso em
meios de cultivo apropriados, como por exemplo NNN, Scheneider ou BHI. Outro
método de diagnostico indireto € a inoculagdo em animais de laboratorio, sendo o
hamster o animal de escolha (Brasil 2000). A analise histopatoldgica dos fragmentos de
biépsia também é de fundamental importancia no diagnoéstico da LTA, pois pode
identificar as formas parasitarias e ao mesmo tempo contribuir para o diagnéstico
diferencial. Alguns estudos tém sido realizados com o objetivo de implementacdo de
outras metodologias auxiliares como a imunohistoquimica e o PCR para o diagndéstico
da LTA, através da deteccao de parasitos nas lesdes ativas (Kenner et al. 1999).

A deteccdo de resposta imune especifica pode ser feita atravées da

intradermorreacao de Montenegro (IDRM), imunofluorescéncia indireta (IFI) e/ou ensaio
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imunoenzimético (ELISA), além de resposta proliferativa primaria de linfécitos (RPL).
Esta ultima é pouco utilizada na pratica.

Para o tratamento da LTA o Ministério da Saude (Brasil 2000) preconiza a
utilizacdo do antimonial pentavalente (antimoniato-N-metil-glucamina) como droga de
primeira escolha. A anfotericina B €& considerada droga de segunda escolha,
empregada quando ndo se obtém resposta ao tratamento com o antimonial ou na

impossibilidade de seu uso.

1.4 ARESPOSTA IMUNE NA LTA

Nos ultimos anos as técnicas de estudo in situ como a hibridizacdo e a
imunohistoquimica se tornaram ferramentas importantes para o entendimento da
imunopatologia de uma grande variedade de doencas infecciosas, incluindo a
leishmaniose, pois permitem a identificacdo in situ do agente infeccioso e do tipo de
células e citocinas envolvidas na resposta inflamatéria (Amato et al. 2003). Pirmez et al.
(1993) sugeriram que o curso clinico da infec¢cao por Leishmania braziliensis no homem
estaria associado com o padrdo local especifico de producdo de citocinas, pois
observaram predominancia relativa de RNAms de citocinas do tipo 1 como a IL-2, IFN-y
e linfotoxinas em lesdes cutaneas localizadas e em reacgdes de hipersensibilidade tardia
provocadas pelo teste de Montenegro. Nas lesdes provenientes de formas crbnicas e
mucocutaneas destrutivas da leishmaniose havia a presenca simultanea de RNAms de
citocinas do tipo 1 e 2, porém com marcante abundancia de IL-4.

Esterrre et al. (1992) caracterizaram a resposta imune celular na leishmaniose
cutanea localizada eobservaram que o infiltrado inflamatério era composto em sua
maior parte por linfocitos T, macréfagos e uma pequena porgcao de ceélulas B, natural
killer e granulécitos. Além disso, as células CD4" e CD8" apresentavam-se em
quantidades iguais. Lima et al. (1994) encontraram resultados semelhantes quanto a
proporcéo de linfocitos T CD4" e CD8" e células B, e quando relacionaram o tempo de
leséo e o fendtipo celular notaram que a porcentagem das células positivas se mantinha
fixa para todos os tipos celulares com excecao das células T yd que reduziram com o

tempo. A partir destes resultados, estes pesquisadores concluiram que provavelmente
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estas células seriam importantes na fase inicial da resposta imune na doenga
granulomatosa. Em estudo posterior (Diaz et al. 2002) foi realizada a caracterizacéo
fenotipica de leucdcitos e de moléculas associadas a ativacdo nos sitios de lesdes de
pacientes com diferentes formas clinicas (leishmaniose cutanea difusa - LCD,
leishmaniose cutanea localizada - LCL e leishmaniose cutanea cronica - LCC). Foi
observado que os nimeros de células T CD4" e CD8" foram semelhantes nas lesdes
dos pacientes de LCL e LCC, e significativamente diferentes nas lesdes dos pacientes
de LCD. Além disso, as lesGes de LCL apresentaram cerca da metade do niumero de
células CD69" recentemente ativadas quando comparado as lesées de LCC, porém a
maioria era CLA", enquanto LCC apresentaram 0s nimeros mais altos de células
CD69", estando somente um terco expressando CLA. Segundo os autores, isso sugere
gue o granuloma de pacientes LCC contém muitas células T ativadas que n&o sédo
“‘marcadas/primadas” com o antigeno cutaneo, contribuindo assim para uma resposta
imune aberrante. Por outro lado, o granuloma dos pacientes LCD apresentavam 0s
menores numeros de células CLA* e CD69", o que poderia ser associado ao estado
tolerogénico caracteristico destes pacientes.

Morgado et al. (2008) avaliaram lesdes ativas recentes e tardias de LTA humana
e observaram uma associagao inversa entre a expressdo de NOS2 e a carga parasitaria
sugerindo a participacdo da enzima no controle da carga parasitaria. Além disso, a
expressdo de NOS2 se correlacionava diretamente com a quantidade de células CD3".
Ainda, os autores observaram reducdo da carga parasitaria e acimulo de células CD4"
e macrofagos com a evolucdo das lesbes, o que coincidia com o acumulo de tecido
fiboroso em meio a reacdo inflamatéria sugerindo uma possivel participacdo destas

células no controle do processo inflamatério.
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2 JUSTIFICATIVA

O aumento do numero de casos de esporotricose atendidos nos Ambulatorios do
IPEC possibilitou o aprofundamento no estudo do envolvimento da resposta imune no
desenvolvimento das lesGes cutaneas desta micose e a sua associacdo as formas
variadas da doenca. Os dados gerados neste trabalho podem servir de suporte para
avaliacbes de eficacia de futuros esquemas vacinais e tratamento, e possivelmente
imunomodulacdo. Devido a semelhancas clinicas e histopatoldégicas com outras
doencas causadas por agentes infecciosos, os fenbmenos observados poderiam ser
aplicados as doencas de curso semelhante, como, por exemplo, a leishmaniose.

Outro ponto importante € o fato de que o maior numero de casos de
esporotricose no Rio de Janeiro gerou uma maior dificuldade no diagnostico de lesdes
ulcerativas de carater infeccioso, notadamente com a leishmaniose j& que em muitos
casos, os individuos com esporotricose provém de areas endémicas de leishmaniose e
apresentam teste intradérmico de Montenegro positivo. Além disto, as lesdes podem ser
extremamente semelhantes, notadamente quando da forma fixa da esporotricose ou na
presenca de comprometimento linfatico na leishmaniose tegumentar recente ou atipica.
Como o Rio de Janeiro € tradicionalmente considerado area endémica para
leishmaniose tegumentar americana e, em muitos Servicos de Saude o diagndstico &
realizado com base no exame clinico e historia epidemiologica, a possibilidade de
problemas na diferenciagcdo destas duas infecgcbes € uma realidade. Isto se torna
importante nos casos cujo diagndstico etiolégico ndo seja possivel (culturas negativas
ou com contaminacgao bacteriana).

Por fim, como ja demonstrado para outras doencas (toxoplasmose, tuberculose,
etc.) a injuria depende de um desequilibrio na relagdo parasito-hospedeiro. Para
entender este equilibrio, alguns trabalhos foram ou estdo sendo conduzidos com foco

nos fatores de viruléncia do patégeno. No caso do presente estudo, tentou-se entender
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o outro lado da balanca: a resposta imune do hospedeiro, e sua relagdo com a dinamica
desta patologia.

Compreender alguns aspectos sobre a formacdo do processo inflamatério
presente nos diferentes tipos de lesdo de esporotricose e Leishmaniose tegumentar
americana pode revelar informacdes que poderiam auxiliar na compreensao de alguns
mecanismos imunes da pele, e que poderiam agir durante a resposta imune neste
tecido, independente do patégeno. Em adicdo, verificar e comparar o tipo e a
intensidade da resposta imune celular tanto no compartimento periférico (sangue
periférico) quanto no sitio das lesées em grupos com caracteristicas clinicas comuns,
poderia trazer subsidios ao desenvolvimento das futuras estratégias de manejo clinico e
terapéutico. Isto se torna particularmente importante na esporotricose, pois o volume de

conhecimento sobre a dinAmica desta infec¢éo ainda é pequeno.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o papel da resposta imune celular in situ e in vitro na evolugdo das
duas formas clinicas mais comuns da esporotricose e da leishmaniose tegumentar

americana humanas.
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3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar a expressao in situ de varios marcadores de populacdes celulares e
marcadores funcionais (citocinas, marcadores de ativacdo celular e morte
celular) entre as formas fixa e cuténea-linfatica de apresentacdo da
esporotricose.

2. Comparar a distribuicdo de marcadores funcionais e celulares nas lesdes das
diferentes formas clinicas da esporotricose com as lesGes cutaneas de
leishmaniose tegumentar americana (LTA).

3. Comparar (por Elispot) a resposta imune celular especifica em células isoladas
do sangue periférico e das lesdes das diferentes formas de apresentacao clinica
da esporotricose, correlacionando os achados com tempo de evolucéo, doencas
associadas.

4. Comparar os resultados obtidos pelo Elispot no material biolégico dos pacientes
com esporotricose e LTA.

5. Comparar, num mesmo paciente, a resposta imune observada nos ensaios
utilizando sangue periférico (resposta sistémica) com aquelas dos estudos in situ

(resposta local) de lesbes de esporotricose e LTA.
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4 ARTIGOS SUBMETIDOS A PUBLICACAO

A metodologia empregada neste estudo e os resultados obtidos seréo
apresentados no formato de artigos cientificos. Nesta secdo encontram-se trés artigos

com os resultados relacionados ao projeto.
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4.1 THE IN SITU INFLAMMATORY PROFILE OF LYMPHOCUTANEOUS AND FIXED
FORMS OF HUMAN SPOROTRICHOSIS

Artigo publicado no periodico Medical Mycology

Entre os anos de 2001 e 2004, foram coletados fragmentos de lesdo ativa de
pacientes acometidos de esporotricose nas suas diferentes formas clinicas. Como
objetos deste estudo, foram utilizados somente os fragmentos obtidos de pacientes com
as formas cutanea-linfatica e fixa. Foi feito estudo in situ através da técnica de imuno-
histoquimica e os dados obtidos foram comparados entre as duas formas clinicas
estudadas. O estudo das lesbBes consistiu na quantificagdo da carga fungica e na
andlise do perfil celular através da deteccdo e quantificacdo de células CD3", CD4",
CD8", CD22%, CD68", neutrofilos, células de Langerhans e células dendriticas
foliculares. Além disso, realizou-se a deteccdo e quantificagdo dos seguintes
marcadores de inflamac&o: 6xido nitrico sintase 2 (NOS2), selectina-E, células CLA",
BCI-2", Ki-67", FasL", Fas", Bax" e granzima B*. Foi possivel detectar diferencas entre
as formas clinicas com relacédo a intensidade de células fungicas, linfocitos T CD4",
células B (CD22"), neutréfilos e NOS2.

Os resultados obtidos respondem o objetivo de n° 1 da tese de doutorado.
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Original Article

The in situ inflammatory profile of lymphocutaneous
and fixed forms of human sporotrichosis

FERNANDA N.MORGADO*,ARMANDO O. SCHUBACH+t, MONICA B.L.BARROSt &
FATIMA CONCEICAO-SILVA*

*Laboratério de Imunoparasitologia, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, and T Vigileish and Servico de Infectologia, Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil

The most common clinical presentations of sporotrichosis are the lymphocutaneous (LC)
and fixed cutaneous (F) forms, but little is known about the immunopathologic differences
between them. The aim of this study was to evaluate through immunohistochemistry the
composition of the in situ inflammatory reaction so as to correlate the results with the
clinical presentation of the disease. The following two groups of patients were involved
in the studies, i.e., LC (n = 19) and F (n = 11) patients. Those with the LC form, in con-
trast to F patients, were found to have a larger number of lesions (P = 0.001), of longer
duration (P = 0.026) and require a more extended course of treatment (P = 0.049).
LC patients also presented a greater fungal burden (LC:0-6.5; F:0-1.5; F = 0.021), a
higher percentage of neutrophils (median LC:24.7%: F:6.7%. P = 0.002), CD4" cells
(median LC:40.9%: F:30.0%. P = 0.0024), CD22" cells (median LC:15.3%: F:2.9%.
P = 0.048), and higher intensity of NOS2 expression (P = 0.009). Thus, our data identi-
fied differences in cell profile and inflammatory activity in lesions of LC and F forms of
human sporotrichosis.

Keywords skin immune system, Sporothrix schenckii, lymphocutaneous sporotricho-
sis, fixed cutaneous sporotrichosis, immunochistochemistry, NET

Introduction

on the depth of the inoculation, host immunological status
and strain virulence. The fixed cutaneous (F) form is char-

Sporotrichosis is a mycosis caused by the dimorphic fun-
gus Sporothrix schencki [1] which classically is initiated
by traumatic inoculation of the etiologic agent in individu-
als working with soil and plants [2]. However, since 1998
in Rio de Janeiro, Brazil , there has been a progressive
increase in the number of cases of the disease in the home
environment, as well as among veterinarians, caused by the
bite or scratch of cats with sporotrichosis [3-6].

After inoculation of the fungus, the individual may
develop one of two clinical forms of the disease depending
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acterized by one lesion at the site of the fungus inoculation
without lymphatic involvement. The lesion can be verru-
cous, ulcerated or plague-like. The lymphocutaneous (LC)
form is distinguished by lymphatic involvement, accompa-
nied by the occurrence of subcutaneous nodules that may
progress to necrosis, liquefaction of their contents and
eventual ulceration, showing the sporotrichoid aspect [1.,7].
In Rio de Janeiro, the LC form of sporotrichosis is more
common than the F form [3].

While factors related to the host immune response and
to the infectious agent are involved in determining the
occurrence of benign lesions or extensive involvement of
the skin in other infections [8-10], little is known about
these aspects in sporotrichosis. Few studies have demon-
strated differences between isolates recovered from humans
[11-13] and animals [14] and investigations focusing on the
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host immune response are few in number and have gener-
ally been performed using animal models. These studies
suggested that cellular immunity may be an important fac-
tor in the resistance of the host to fungal infection, with the
participation of CD47 T cells and activated macrophages
[15-17]. Neutrophils have also been implicated in fungi-
static and fungicidal activities through the production of
superoxide anions and their oxidant metabolites [18].
Since data derived from experimental infections often
cannot be fully applied to humans, a better understanding
of some aspects of the inflammatory reactions involved in
human lesions would be essential to the design of therapeu-
tic and vaccine strategies to prevent the disease. as well as
limit extensive involvement of the skin in sporotrichosis.
The objective of the present study was to investigate
the in situ inflammatory reaction in active sporotrichosis

lesions found in the two main clinical presentations of the
disease.

Material and methods
Patients

The present study was designed to investigate cases of the
most common clinical presentations of sporotrichosis in
Rio de Janeiro, Brazil. The patients (LC:n = 19;:F:n=11)
(Fig. l1a,b) were included in the study after formal written
consent approved by the Institutional Ethics Committee on
Human Research (protocol 014/2002).

Three tissue fragments from each patient were collected
at the time of diagnosis for; (1) identification of Sporothrix
schenckii (in sterile saline), (2) histopathology (in 10%

Fig.1 Patients with sporotrichosis showing typical lesions of (a) the lymphocutaneous form (LC) and (b) the fixed cutaneous form (F): (c.d) Demonstration
of neutrophils (red. red arrows) and fungal cells (brown, black arrows) by immunohistochemistry. Original magnification: 400 X (scale bar = 25 um):
(e.f) Neutrophilic elastase-positive cells forming neutrophil extracellular traps (red arrows). Original magnification: 200 X (scale bar = 50 pm).

@ 2011 ISHAM, Medical Mycology. Early Online, -9



25

Inflammatory profile In clinical forms of sporotrichosis n

buffered formalin fixed), and (3) immunohistochemistry
(embedded in OCT freezing medium — Sakura Fineteck,
USA) and stored at — 196°C until analysis. The etiological
diagnosis was based on the recovery of the fungus from
clinical samples in appropriate media (Agar Sabouraud
supplemented with 20 U of penicillin per ml and 40 pg of
streptomycin per ml at 26°C for filamentous phase identi-
fication, followed by conversion to yeast-like phase in
brain-heart infusion (BHI) at 37°C). The patients were
treated with itraconazole.

Histopathology

The hematoxylin-eosin stained fragments were examined
by light microscopy (Zeiss, Jena, Germany). The inflam-
matory infiltrate was quantified in at least 12 microscopic
fields at 200 X magnification using a grid-scale consisting
of 20 % 20 subdivisions in an area of 10 mm?. The inten-
sity of the inflammatory infiltrate was determined by
counting the number of cellssfmm? and results were
expressed as discrete (<2300 cells/mm?), moderate (300
1,000 cells/mm?), or intense (=1,000 cells/mm?) [19].

Immunohistochemistry

The immunohistochemistry analysis was performed as pre-
viously described [19]. The specific primary antibodies
were: CD3 (clone UCHT1). CD4 (clone MT310), CD8
(clone DK25). CD22 (B lymphocytes, clone 4KB128),
CDla (Langerhans cells, clone NA1/34), CD68 (mac-
rophages. clone KP1). CD62E (E-selectin, clone 1.2B6),
Bcl-2 (clone 124), Ki67 (clone Ki-55), Bax (purified immu-
noglobulin fraction of rabbit antiserum) and anti-neutro-
philic elastase (clone NP57) (all from DakoCytomation,
Carpinteria, CA, USA), NOS2 (clone 6; BD Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA), CLA (cutaneous lym-
phocyte antigen clone HECA-452), FasL (clone G247-4)
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA), and
granzyme B (clone B18.1; Kamiya Biomedical Company,
Seattle, WA, USA), as well as a polyclonal rabbit anti-S.
schenckii serum kindly provided by Dr Madeira (IPEC-
FIOCRUZ). The percentage of stained cells was deter-
mined by counting 500 cells as standard, with the fungal
burden calculated as number of yeast cellssmm’. The
intensity of NOS2 and E-selectin staining was scored in
ten microscope fields (20 X magnification) as discrete (at
least one positive site per field), moderate (2 or 3 positive
sites per field), intense (4 or 5 positive sites per field), and
very intense (more than 5 positive sites per field). Double
staining was performed for the colocalization of neutro-
phils and fungal elements using the Dako Envision Dou-
blestain System kit (Dako). Fungal elements were detected
with 3,3"-diaminobenzidine and neutrophils with a fast red

@ 2011 ISHAM, Medical Mycology, Early Online, [-9

chromogen system. The experiments were performed at
least twice and the suppression of primary antibody was
used as negative control of reaction.

Statistical analysis

The SP5516 for windows (SPSS, Inc., Chicago, Illinois,
USA), was used for statistical analysis, using the nonpara-
metric Mann-Whitney test and Spearman’s rank correlation
coefficient for comparison between the LC and F forms.
Clinical data are reported as means * standard deviation.
The other data are reported as median and range.

Results
Patients

The diagnosis of sporotrichosis was established by isola-
tion of 8. schenckii in culture (n = 29) or by visualization
of yeast-like structures upon histopathology (n = 1). The
age of the patients, number of lesions, disease duration and
length of treatment are shown in Table 1.

Histopathology

The inflammatory infiltrate present in lesions of patients
with both forms of sporotrichosis was mainly located in
the reticular dermis in those areas containing sweat glands
and glandular ducts, as well as around vessels. Although
no significant difference in cellularity per area was observed
(Table 2). fixed lesions presented more focal infiltrates in
these areas and were surrounded by fibrous tissue. In con-
trast, the inflammatory infiltrate present in LC lesions was
diffuse and often extended to the papillary dermis with
abscesses and/or necrosis.

Fungal elements. Fungal cells were mainly detected in
areas around sweat glands and their ducts, in hair follicles,
and other tissue areas. A higher fungal burden was observed
in LC when compared to F lesions (Fig. 2a). In addition,
a correlation was observed between the time necessary for
clinical cure of the lesions and the number of fungal ele-
ments per tissue area (r = 0426, P = 0.034).

Neutrophils, macrophages, ymphocytes and Langer-
hans cells. In LC lesions, neutrophils were heterogeneously
distributed in the dermis, especially in areas of abscesses
and/or necrosis, reaching a concentration of 80% in these
areas. Neutrophils were also observed inside vessels and
close to sweat glands. The percentage of neutrophils was
significantly higher in the LC than in the F (Fig. 2b) form
of the disease. A correlation was observed between the
percentage of neutrophils and the number of lesions

(r = 0397, P = 0.049).
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Table 1 Clinical data of patients with the lymphocutaneous (LIC) and fixed cutaneous (F) forms of sporotrichosis.

Clinical data LC F P
Gender Female 14 7 0.60
Male 5 4
Age (years) 418 = 1501 31.2 = 12.99 (L.085
(16—68) (18-53)
Co-morbidities* Yes 10 5 1.00P
No ] 6
RJ regions® Rio de Janeiro 9 5
Dugue de Caxias 6 3
Sao Jodo de Meriti 1 0
Nova lguagu 1 2
S0 Gongalo 0 1
Nildpolis 2 0
Disease duration (months) 1.78 = 1.28 0.88 = 048 0.026
(0.25-4.5) (0.5-1.75)
Number of lesions 10.13 = 875 1.82 £ 1.08 0.001
(1-28) (14
Duration of treatment (months) 415 = 146 321 214 0.049
(2-T) (1-9)

*Recurrent urinary infections, hepatitis, hypertension, hypercholesterolemia, diabetes, stomach disorders, mental illness and alcoholism were considered

as co-morbidities.
EFisher test.
“RJ regions = municipalities of Rio de Janeiro state.

Data are reported as the mean * standard deviation and range (in parentheses).
A P value = 0.05 in beld were considered to be significant (Mann-Whitney test).

The concomitant identification of neutrophils and fun-
gal cells demonstrated the frequent proximity of these two
elements (Fig. 1c.d). However, areas containing only neu-
trophils were observed. The formation of neutrophil extra-
cellular traps (NETs) was noted in some lesions (Fig. le.f)
and were more frequently detected in lesions in which the
percentage of neutrophils was higher than 15%, 1.e.. LC
lesions.

Macrophages, CD3%, CD4% and CD8' cells were
homogenously distributed throughout the inflammatory

Table 2 Intensity of the inflammatory infiltrate in active lesions of
patients with the lymphocutaneous and fixed cutaneous forms of
sporotrichosis.

Intensity of the inflammatory infiltrate upon
histopathology

Cellularity/mm®  Discrete  Moderate  Intense
Median (range) n (%) n (%) n (%)

Lymphocutaneous 1.353.0 1 7 11
{365.0-2.844.0) (5.3) (36.8) (57.9)
Fixed 898.0 2 (3 3

(287.0-1.972.0) (18.2) (54.5) (27.3)

Data are reported as the median, minimum and maximum values, and as
the number and percentage of individuals: n = number of individuals.
Mann-Whitney test: P = 0.175. Lymphocutaneous % fixed (cellularity/mm?).
Fisher's exact test: P = 0.14, OR = 0.27. Lymphocutaneous = fixed in
relation to intensity of the inflammatory infiltrate upon histopathology.

infiltrate and were also detected in the epidermis, inside
vessels and close to glands. No differences in macrophages,
CD3" and CD8% cells were observed between the two
groups (Fig. 2c,d.f) of patients. In contrast, the percentage
of CD4* cells was significantly higher in the LC than in
the F (Fig. 2e) form of the infection. The percentage of
CD4* cells was correlated with disease duration (r = 0.586,
P = 0.001) and with the number of lesions (r = 0.394,
P = 0.047). In view of the heterogeneous distribution of
CD4* and CD8" cells in LC and F forms, the CD4/CD&
ratio was similar in the two groups (Table 3).

CD22" B cells also presented a heterogeneous distribu-
tion, forming small cell groups amidst the imflammatory
infiltrate in the dermis and the percentage of these cells
was significantly higher in LC than in F (Fig. 2g) sporo-
trichosis. Langerhans cells were present in the epidermis
and papillary dermis but did not differ between the two
groups (Fig. 2h).

Markers of inflammartion. The intensity of NOS2 expres-
sion ranged from discrete to intense in LC lesions and from
discrete to moderate in F lesions (Tables 3 & 4). In addi-
tion, no expression of this enzyme was observed in one
(5.3%) LC and in three (27.3%) F samples. Comparison of
the two groups showed a higher intensity of NOS2 expres-
sion in LC (Fig. 3a) form. Correlations were observed
between the expression of NOS2 and the intensity of the
inflammatory infiltrate (r = 0.40, P = 0.031) and the num-
ber of neutrophils (r = 0467, P = 0.012).

@ 2011 ISHAM, Medical Mycology, Early Online, [-9
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Fig. 2 Number of (a) fungal cellsfmm?, (b} neutrophilic elastase-positive cells, (c) CD68* cells, (d) CD3* cells, (e) CD4* cells, (f) CDE* cells, (g)
CD22* cells, and (h) CDla* cells/mm? tissue in lesions of patients with the lymphocutaneous (LC) and the fixed form (F) of sporotrichosis. The line
indicates the median of the group. A P value << 0.05 was considered significant.

The distribution of cells expressing CLA, Ki67, gran-
zyme B, E-selectin, Bel-2, Bax, or FasL did not differ sig-
nificantly between the groups studied (Fig. 3b-h). CLA™
cells, granzyme B, BCl-2, Bax and FasL presented a het-
erogeneous distribution.

Ki67" cells were homogenously distributed in the der-
mis. A correlation was observed with CD37 cells
(r = 0.605, P = 0.0001) and with CD4~ cells (r = 0.553,
P = 0.001), and between CD3" and BCIl-2" cells
(r=0.638, P = 0.0001), CD4" and Bel-2* cells (r = 0.684,
P = 0.0001).

Bax expression was mainly found at the periphery of
neutrophil accumulation and in areas of abscesses and
necrosis.

@ 2011 ISHAM, Medical Mycology, Early Online, -9

Discussion

We analyzed the in sifu inflammatory process of the most
common clinical presentations of the sporotrichosis. LC
lesions were found to have extensive involvement of the
skin, longer disease duration, larger number of lesions
{associated with lymphangitis), higher fungal burden and
a more diffuse in situ inflammatory reaction involving the
reticular and papillary layers of the dermis. Moreover, the
time of treatment to healing was longer in LC when com-
pared with the F form (P << 0.05). A positive correlation
was observed in the LC lesions between the time of treat-
ment and the number of yeast/mm?.

Our results indicate that the dynamics of the in situ
inflammatory process differs between LC and F clinical
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Table 3 Cellular markers profile in lesions of lymphocutaneous (LC) or fixed (F) forms of sporotrichosis.

Cells or markers of inflammation LC Median (min—max) F Median {min—max) P
Fungal cells'mm? 1 {0-6.5) 0.85 (0-1.5) 0.021
Neutrophils (%) 24.7 (4.3-49.6) 6.7 (1.9-17.5) 0.001
Macrophages (%) 3B4 (18.4-64.7) 37.7(24.2-62.2) 0.69
CD3 (%) 47.6 (27.5-62.1) 41.9 (27.5-65.8) 0.13
CD4 (%) 39.9 (25.7-3.4) 30 (17.8-44.6) 0.024
CDE (%) 22 (1242.9) 21.7 (15.6-31.2) 0.57
CD4ICDE 1.81 (0.93-2.9) 144 (1.12-1.6) 0.076
CD22 (%) 7.45 (1-25) 29(0-9.4) 0.048
Langerhans cellsfmm? 200-11) 4 (0-8) 0.46
NOS2 expression 2(0-3) 1(0-2) 0.009
CLA (%) 25.9 (3.247.1) 28.2 (10.6-41.5) 0.50
Ki-67 (%) 13 (1.7-16.9) 5.7 (1.8-14.5) 0.29
Granzyme B (%) 49.2 (2.7-66.2) 49.8 (34.3-63.3) 0.48
E-selectin expression 2(1-4 2014 0.20
BCI-2 (%) 374 (22.6-48) 28.6 (12-48) 0.16
Bax (%) 475 (16.6-63) 30.9 (1.6-T1.8) 0.17
FasL (%) 13.6 (4.2-29) 10.7 (3.4-25.5) 0.27

The data were reported as Median and minimum-maximum values. Mann-Whitney test was used for comparison between groups. P-values = 0.05 in

bold were considered significant.

forms. In the F form, the immune response is more bal-
anced, leading to control of the infection without destruc-
tion of adjacent tissues. The restraint of inflammation by
fibrous tissue commonly observed in this form of infection
also could impair dissemination of the fungus, thus facili-
tating its control. In contrast, the inflammatory reaction in
LC lesions was more intense and diffuse, with intense
necrosis and pus formation, suggesting an imbalance in the
immune response. The tissue destruction could facilitate
lymphatic dissemination of the fungus probably as the
result of an exacerbated host response or of a more virulent
fungal strain.

Differences in clinical manifestations [3,20] and in the
in vitro immune response [13] have been reported in the
sporotrichosis. However, the role of different clinical §.
schenckii isolates in the severity of disease is controversial.

Table 4 Number of patients with lymphocutaneous (LC) and fixed
cutaneous (F) forms of sporotrichosis according to the intensity of NOS2
and E-selection expression.

Clinical Very

form  Absent Discrete Moderate Intense intense
NOS2 LC 1 3 9 (] 0
(P = 0.009) F 3 4 4 0 0
E-selectin LC 0 4 7 4 4
(P = D.284) F 0 5 2 3 1

P-values = 0.05 were considered to be significant (Mann-Whitney test).
The intensity of NOS2 and E-selectin staining was scored in ten
microscope fields (20 * magnification) as discrete (at least one positive
site per field), moderate (2 or 3 positive sites per field), intense (4 or
5 positive sites per field), and very intense (more than 5 positive sites
per field).

While some studies show a positive correlation between
specific genotypes and clinical forms, other have failed to
identify such associations [11,21]. Indeed, comparison
between S. schenckii strains isolated from patients in Rio
de Janeiro (Brazil) with different clinical forms did not
reveal this association since all strains were genetically
related [21]. In addition, no differences in the minimum
inhibitory drug concentrations were detected when these
isolates were tested in vitro with amphotericin B, itracon-
azole, posaconazole, ravuconazole or terbinafine [21].

Our data suggest the importance of fungal burden in the
progression of human lesions and for the therapeutic con-
trol of sporotrichosis. However, it should be pointed out
that the inflammatory process that occurs in the skin
depends on both resident cells and cells that migrate to the
site after the onset of inflammation. It is possible that the
composition and organization of the local inflammatory
reaction are factors in both the control of infection and
tissue destruction with consequent lesion aggravation. In
an in vitro study [22] the importance of reactive oxygen
intermediates and of neutrophilic elastase for the action of
neutrophils during human infection were observed. Our
study revealed the presence of a moderate to intense inflam-
matory neutrophil infiltrate with NET formation, particu-
larly in the LC form of the disease. The presence of NETs
suggests a specific mechanism of cell death characterized
by the formation of a network of nuclear material and
enzymes that trap and destroy microorganisms [23-25].
We are currently studying this aspect in more detail.

The higher concentration of neutrophils in LC lesions,
which are characterized by the formation of numerous nod-
ules or plagues and regional lymphatic dissemination, was
observed in areas of marked cell destruction close to or in
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Fig. 3 Expression of (a) NOS2 and percentage of (b) CLA™ cells. (c) Ki67* cells. (d) granzyme B* cells, (e) E-selectin* cells, (f) Bel-2* cells, (g)
Bax* cells, and (h) FasL* cells in lesions of patients with the lymphocutaneous (LC) and the fixed form (F) of sporotrichosis. The line indicates the

median of the group. A P value << 0.05 was considered significant.

contact with fungal elements, with the concomitant accu-
mulation of Bax* cells. The simultaneous observation of
a higher concentration of neutrophils and CD37/CD4*
cells in LC lesions suggests a more intense inflammatory
infiltrate associated with involvement of neighboring tis-
sue. The accumulation of CD4* cells may indirectly main-
tain the local inflammatory process by the production of
proinflammatory cytokines and immune modulators.

In the present study. a positive correlation was observed
between the percentage of CD4™ cells and disease dura-
tion. Interestingly, this type of correlation was also observed
in patients with American tegumentary leishmaniasis (ATL)
[19]. Although both diseases present tegumentary involve-
ment, their etiological agents have distinct characteristics.

@ 2011 ISHAM, Medical Mycology, Early Online, 1-9

Leishmania species are obligatory intracellular parasites,
whereas the S. schenckii is generally extracellular. Thus the
increase in CD4" cells in these patients could be a general
response of the skin immune system and not a specific
response to an etiological agent. Accordingly, the higher
percentage of CD4" cells in LC lesions when compared
with F form regardless the duration of the lesions (data not
shown) could also suggest a relationship between the quan-
tity of CD4™ cells and the intensity of tissue injury medi-
ated by the inflammatory response and/or fungal burden.
LC lesions also had a significantly higher percentage
of B cells than did F lesions. B lymphocytes are respon-
sible for the production and secretion of antibodies, and
also act as APC [26]. Since S. schenckii are easily detected
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in extracellular compartments, the presence of B cells, and
consequently the production of antibodies, might be
important for the dynamic control of fungal burden. Since
a higher parasite burden was observed for LC lesions, the
accumulation of B cells and other effector cells such as
neutrophils may suggest a greater simulation of these cell
types to migrate into the lesions. In addition, the yeast
accumulation may indicate either an initial uncontrolled
and ineffective inflammatory process and/or higher viru-
lence of some 8. schenckii strains as demonstrated in ani-
mal models [11-13].

Patients with LC lesions also presented with signifi-
cantly higher expressions of NOS2 than patients with F
lesions. A previous study [27] has demonstrated that the
components of the S. schenckii wall inhibit phagocytosis
in viftre and induce marked release of NO and TNF-ot by
macrophages in cultures. Furthermore, an in vitro study
using murine macrophages [28] suggested that NO is an
important cytotoxic mediator in the defense against S.
schenckii, but virulence 1s associated with lower suscepti-
bility of the fungus to NO. The authors also observed that
animals infected with the more virulent form of the fungus
presented a higher mortality rate and higher serum levels
of NO. In the present study, our analysis showed a higher
expression of NOS2 in human LC lesions that also pre-
sented a more intense inflammatory reaction. This exacer-
bated clinical evolution probably due to a larger quantity
of fungi observed in these lesions. Although, an inverse
association between fungal burden and NOS2 expression
would be expected as suggested for ATL [19]. it does not
seem to occur in sporothrichosis lesions. Since most fungal
elements are extracellular, other factors may participate in
the in vive elimination of the 8. schenckii. Indeed, in LC
lesions a higher expression of NOS2 and more severe
lesions were observed in association with intense tissue
destruction, a larger number of lesions and a higher per-
centage of CD47" cells and neutrophils. Taken together,
these data suggest that different mechanisms may act dur-
ing infection with 8. schenckii and further studies are nec-
essary to elucidate the role of NO in fungal diseases. In
contrast, no differences were observed between the two
clinical forms in the other markers of inflammatory activ-
ity. Thus this finding suggests that even lesions of the fixed
form, although less severe than LC lesions, present impor-
tant inflammatory activity.

In conclusion, our work shows that LC patients have
extensive involvement of the skin with more lesions and
for a longer duration when compared to F lesions. The
more marked inflammatory pattern of LC lesions corre-
lated with increased numbers of neutrophils and CD4*
cells and higher NOS2 expression, as well as with higher
fungal burden. Our study of the human immune response
in sporotrichosis revealed differences in cellularity and

inflammatory activity that are likely related to the different
clinical forms.
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4.1.2 Conclusdes referentes ao artigo publicado no periédico Medical Mycology

[ERN
1

5-

A dinamica do processo inflamatério se mostrou diferente entre as formas
clinicas cutanea-linfatica e fixa da esporotricose.

Nas lesGes fixas, a resposta imune foi mais balanceada levando ao controle da
infeccdo sem destruicdo do tecido adjacente.

A restricdo do processo inflamatério por tecido fibroso frequentemente observado
na forma fixa da esporotricose poderia impedir a propagacao do fungo facilitando
o controle da infecgao.

De forma contraria, as lesbes cutanea-linfaticas apresentaram reacao
inflamatoria mais intensa e difusa associadas a intensa necrose e formacéo de
pus caracterizando uma resposta imune descontrolada. A maior gravidade
destas lesbes pdde ser associada a maior carga fangica e maior atividade
inflamatoria (maior percentual de linfocitos T CD4", linfocitos B CD22", neutrdéfilos
e expressdo de NOS2).

A resposta imune do hospedeiro, em especial da pele, mantém um padréo
fenotipico e de atividade inflamatoéria, porém com algumas peculiaridades
(percentuais de células CD4", células B, neutréfilos e expressdo de NOS2) que

poderiam influenciar a progressao da doenca.
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4.2 DIFFERENCES IN THE IN SITU INFLAMMATORY REACTION OF THE
AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS AND SPOROTRICHOSIS AS AN

EXAMPLE OF THE SKIN IMMUNE SYSTEM RESPONSE PATTERNS.

Artigo submetido a revista Microbes and Infection

Neste segundo artigo, submetido a revista Microbes and Infection, foi discutida a
participacdo do sistema imune da pele no estabelecimento de resposta imflamatoria
contra dois patdégenos distintos: Leishmania (Viannia) braziliensis e S. schenckii. Em
adicao, foi possivel relacionar os dados encontrados, as diferentes formas clinicas,
sugerindo um papel importante do sistema imune da pele no tipo de manifestacao
clinica, mesmo quando se trata do mesmo agente infeccioso, como no caso das lesdes
fixas e cutanea-linfaticas da esporotricose. Neste estudo foram comparadas os achados
in situ entre lesdes de leishmaniose tegumentar americana e esporotricose.

O estudo das lesdes consistiu na quantificacdo das cargas fungicas ou
parasitarias e, como ja citado anteriormente, analise do perfil celular através da
deteccdo e quantificagdo de células CD3*, CD4*, CD8", CD22*, CD68", neutrdfilos,
células de Langerhans e células dendriticas foliculares. Além disso, foi feita a deteccao
e quantificacdo dos seguintes marcadores de inflamacdo: Oxido nitrico sintase 2,
selectina-E, células CLA", BCI-2*, Ki-67", FasL" e Fas’. Os dados obtidos sugerem
diferencas no perfil celular e atividade inflamatéria entre as diferentes formas clinicas
avaliadas. As lesbes de LTA apresentaram maiores percentuais de linfécitos T CD8”,
células FasL®, macrofagos e expressdo de NOS2. Enquanto as lesdes de esporotricose
na sua forma cutaneo-linfatica apresentaram maiores percentuais de neutrofilos e
células B (CD22"). Desta forma, foi possivel detectar dois padrées de resposta imune
da pele: um padrédo intracelular através dos achados referentes as lesfes cutaneas de
LTA, e um padrdo extracelular referente ao infiltrado das lesdes cutanea-linfaticas da

esporotricose. Isto sugere que o sistema imune da pele é um sistema complexo capaz
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de responder a diferentes patégenos e de montar padrées de respostas adaptadas a
cada microrganismo. S. schenckii € patdégeno extracelular que pode ser eventualmente
encontrado no interior de células fagociticas, enquanto amastigotas de Leishmania sp
sao parasitas intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear.
Assim, a resposta imune envolvida no controle da carga fungica na esporotricose seria
do tipo secretdrio através da cooperacdo entre neutrofilos, macréfagos e lifécitos B. Ja
mecanismos efetores envolvidos no controle da carga parasitaria na leishmaniose
dependem da ativacdo de células T CD3", CD8" e macrofagos, e da expresséo de FasL
e NOS2.
Os resultados obtidos respondem o objetivo de n° 2 da tese de doutorado.
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ABSTRACT

The clinical presentations of skin infectious diseases as American tegumentary
leishmaniasis (ATL) and sporotrichosis (SP) could be influenced by the pathogen-skin
immune system (SIS) interaction. To better clarify the underlying mechanisms of skin
inflammation in the presence of different pathogens, we used immunohistochemistry to
analyze 3 groups of patients with lymphocutaneous (LC) and fixed (F) forms of
sporotrichosis and cutaneous form of ATL. ATL lesions had a significantly higher
percentage of CD3" cells than LC (p= 0.012) and F (p= 0.009), CD8" cells (p= 0.001 and
p= 0.002, respectively), macrophages (p= 0.003 and p= 0.025), FasL" cells (p= 0.001
and p= 0.003) and NOS2 (p= 0.007 and p= 0.0001). In contrast, LC lesions had a
significantly higher percentage of dendritic cells (p= 0.026), neutrophils (p= 0.009) and
CD22" cells (p= 0.024), than ATL lesions. The clinical presentation of ATL and
sporotrichosis could be due to a combination of factors from the host SIS and etiological
agent. In addition, the results also indicated a different profile of the in situ immune
response when ATL, LC-SP and F-SP are compared, suggesting that the SIS is a
complex, adaptable system that is capable of different responses to intracellular or

extracellular pathogens.

Keywords: skin immune system; in situ inflammatory reaction; extracellular pathogens;

intracellular pathogens; American tegumentary leishmaniasis; sporotrichosis.
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1. INTRODUCTION

Immunologists have only recently begun to recognize the importance of the skin
for immune surveillance. In humans, the skin, which covers approximately 2 m? and
accounts for 16% of the body weight, is the largest organ in the body.™ This organ has
several immune systems, such as the skin immune system (SIS), skin-associated
lymphoid tissue (SALT), and hair follicle immune system (HFIS).® Consequently, the
cutaneous tegument is now considered essential for the development and selection of
the immune response to many infectious agents.[”*4

As an immune surveillance organ, the skin continuously interacts with many
infectious agents. Not surprisingly, some infectious and parasitic diseases primarily or
secondarily target the skin.>#? For example, Leishmania spp. and Sporothrix schenckii
cause two granulomatous skin diseases, namely, American tegumentary leishmaniasis
(ATL) and sporotrichosis (SP), respectively. Although these diseases share clinical
similarities as ulcerated lesions that arise frequently in the limbs[?®, they differ in their
duration and number of lesions as well as the degree to which skin is involved.[?%%2°
Since SP is caused by an extracellular fungus that eventually enters phagocytic cells
whereas ATL is caused by an obligatory intracellular parasite of mononuclear
phagocytes, we hypothesized that these differences could elicit different SIS responses
and, therefore, cause different clinical symptoms and signs. To test this hypothesis, we
used immunohistochemistry to compare the in inflammatory reaction of active lesions in

ATL and SP patients in order to elucidate some aspects underlying the mechanisms of

localized inflammation of the skin by different infectious agents.
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2. Material and methods
2.1. Patients

The patients in this study were diagnosed and followed up in the outpatient clinic
of the Laboratério de Vigilancia em Leishmanioses (VigiLeish—IPEC-FIOCRUZ-RJ).
Three groups of patients were studied: (1) lymphocutaneous form of SP (LC, n = 19), (2)
fixed form of SP (F, n = 11), and (3) cutaneous form of ATL (ATL, n = 18) (Fig. 1). The
study was approved by the Ethics Committee of IPEC-FIOCRUZ and all patients

provided informed written consent before participation.

2.2. Tissue samples

Lesion samples were obtained from the primary lesion from patients at the time of
their diagnosis. These samples were prepared for the following analyses: (1)
histopathology (stored in 10% formalin buffer), (2) immunohistochemistry (stored at -
196°C after embedding in OCT cryostat medium (Tissue Tek, Sakura Finetek U.S.A.,
Torrance, CA, USA), and (3) collected in sterile saline and cultured to isolate fungal cells
and Leishmania spp. To isolate fungal cells, the samples were cultured at 28°C in
Sabouraud Dextrose Agar supplemented with 20 U-mL™? penicilin and 40 pg-mL™
streptomycin (Sigma, St. Louis, MI, USA) during the hyphal phase, followed by growth at
37°C in Brain Heart Infusion medium (Sigma) until the yeast like phase. To isolate
Leishmania spp., the samples were cultured in biphasic medium Novy-MacNeal-Nicolle

medium (NNN) / Schneider’s insect medium (Sigma) at 28°C.
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2.3. Histopathology

Formalin-fixed samples were stained with hematoxylin-eosin, and then examined
with a light microscope (Carl Zeiss Axioskop, Jena, Germany). The intensity of the
inflammatory infiltrate was measured in at least 12 microscopic fields at 200x
maghnification using a grid scale with 20 x 20 subdivisions per 10 mm?. The intensity was
scored as discrete (<300 cells-mm™), moderate (301-1000 cells-mm™), or intense

(>1000 cells-mm™).

2.4. Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed as described previously.”* Three-
micrometer-thick sections were mounted on silanized microscope slides
(Dakocytomation, Carpinteria, CA, USA), fixed in acetone (puriss, absolute; Merck,
Darmstadt, Germany), and hydrated in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4). After
blocking endogenous peroxidase with peroxidase blocking reagent (Dakocytmation) and
nonspecific staining with normal goat serum (Zymed Laboratories Inc., San Francisco,
CA, USA), the slides were incubated with the following antibodies: CD3" (clone UCHT1),
CD4" (clone MT310) and CD8" (clone DK25) T lymphocytes, CD22" (clone 4KB128) B
lymphocytes, CDl1a" (clone NA1/34) Langerhans cells, CD68" (clone KP1)
macrophages, CD62E" (clone 1.2B6) E-selectin, Bcl-2* (clone 124), Ki67" (clone Ki-S5)
and neutrophil elastase (clone NP57 - neutrophils) (Dakocytomation); nitric oxide
synthase 2 (NOS2) (clone 6) (BD Transduction Laboratories, KY, USA); cutaneous
lymphocyte antigen (CLA; clone HECA-452), Fas (clone DX2), and FasL (clone G247-4)

(BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA, USA). After washing in PBS, the
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specimens were incubated with a biotinylated secondary antibody (goat anti-mouse 1gG
or goat anti-rabbit IgG — both from Zymed) followed by a streptavidin-biotin-peroxidase
complex (ABC kit, Dakocytomation) and aminoethylcarbazole (AEC kit, Zymed).
Subsequently, the slides were counterstained with Mayer's hematoxylin (Dako) and
examined under a light microscope (Zeiss). The percentage of stained cells was
determined among 500 mononuclear cells. The intensity of NOS2 and E-selectin
staining was measured in 10 microscope fields (200x magnification) and scored as
discrete (maximum 1 positive), moderate (2 or 3 positive areas), intense (4 or 5 positive
areas), or very intense (>5 positive areas), as described previously.”** All experiments
were replicated at least twice and the suppression of the primary antibody was used as

a negative control.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were calculated with SPSS16 for Windows (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA). The Mann-Whitney U test was used to compare the ATL, LC, and F
lesions. The data are reported as median and range. The p-value cutoff for statistical

significance was 0.05.

3. Results
3.1. Sporotrichosis and American tegumentary leishmaniasis patients differ in the

number of lesions and duration of infection before diagnosis
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All 3 groups of patients had similar age distributions (p > 0.05; Table 1). The
number of lesions in F and ATL patients was similar. However, LC patients had
significantly more lesions than F (p = 0.001) and ATL patients (p = 0.0001). In addition,
the duration of infection in ATL patients was significantly longer than LC (p = 0.016) and

F (p = 0.0001) patients.

3.2. Sporotrichosis and American tegumentary leishmaniasis lesions differ in the

distribution of their inflammatory reactions

The inflammatory infiltrate in SP lesions is strongly accumulated in the reticular
dermis, near sweat glands and ducts, and around blood vessels, while that in ATL
lesions it is accumulated in the papillary dermis and was diffusely distributed throughout
the lesion. However, since the inflammatory cells were heterogeneously distributed,
there were no significant differences in the cell density per mm? of tissue in any of the 3

groups (p > 0.05; Table 2).

3.3. The percentage composition of cell types and markers of in situ inflammatory
reactions in American tegumentary leishmaniasis lesions differs significantly from that in

lymphocutaneous or fixed sporotrichosis lesions.

We observed significant differences in the percentage composition of cell types
and markers between ATL, LC, and F lesions (Table 3). ATL patients had a significantly
higher percentage of CD3" cells than LC (p = 0.012) and F (p = 0.009) patients (Fig. 2

and Table 3), as well as more CD8" cells (p = 0.001 and p = 0.002, respectively),
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macrophages (p = 0.003 and p = 0.025, respectively), and FasL" cells (p = 0.001 and p
= 0.003, respectively). In addition, NOS2 expression was significantly higher in ATL
lesions than in LC (p = 0.007) and F (p = 0.0001) lesions.

In contrast, LC lesions had a significantly higher percentage of neutrophils (p
= 0.009) than ATL lesions. However, similar amounts of neutrophils were observed in
both ATL and F lesions (p > 0.05) (Figs. 2 and 3). In addition, LC lesions had a
significantly higher percentage of dendritic cells (p = 0.026) and a significantly higher
density of CD22" cells (p = 0.024). Finally, ATL lesions had more Fas® (p = 0.007) and

Ki-67" (p = 0.019) cells than F lesions.

4. Discussion

In this study, we compared the in situ inflammatory response of ATL and SP
lesions to evaluate how the skin immune system reacts to different pathogens. Although
both infections primary target the skin, they can present different degrees of in situ
granulomatous reactions and different courses of disease. In addition, SP is often a
subacute infection, which is characterized by an exudative reaction, whereas ATL is a
chronic disease, which is characterized by a long duration of infection and the presence
of non-exudative ulcers.?®?8 Furthermore, their infectious agents mainly affect different
cellular compartments (extracellular and intracellular). As a result, we hypothesized that
differences in the cellular composition and markers of the in situ inflammatory activity of
ATL and SP lesions could reveal two different types of pattern, namely, intracellular and

extracellular responses.
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Our results showed that ATL lesions elicited a pattern of intracellular response
that is characterized by more macrophages, CD3", CD8", and FasL" cells as well as
higher NOS2 expression than LC or F lesions. As Leishmania spp. infects and thrives
inside phagocytes, to reduce the parasite burden these cells should be activated or
eliminated.l®?*?%_ Since the cellular immune response and cytotoxicity have major roles
in the effector immune response to control intracellular pathogens®?, this profile would
characterize the intracellular pattern of the skin immune response against intracellular
pathogens.

On the other hand, our results demonstrated that LC lesions predominantly
elicited an extracellular response that is characterized by more neutrophils and B cells,
fewer T lymphocytes, and markers of cytotoxic response than ATL lesions. In response
to extracellular pathogens like helminthes, Gram-negative bacteria, fungi or some
protozoa, it is thought that secretory factors, antibodies, enzymes, antibiotic peptides,
and various cells, such as mast cells, neutrophils, and eosinophils, are responsible for
reducing the microorganism burden.®Y However, there are few studies on the immune
response in SP. In a murine model of SP infection, thymus-derived cells are involved in
resistance to this infection, which suggests that cellular immunity is important in host

resistance to this infection.*?34

On the other hand, the expression of specific
immunoglobulins increases as the fungal load decreases in mice, which suggests that
the humoral immune response could be related to pathogen elimination or a secondary
protective mechanism. %!

In addition, active lesions of sporotrichosis, particularly the LC form, are often rich
in neutrophil elastase (microabscesses), which causes tissue liquefaction (pus)./®

Although tissue damage is usually harmful, small amounts of neutrophil-mediated tissue
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damage is beneficial because it destabilizes collagen fibers leading to the collapse of
capillaries and lymphatic vessels and confines the infectious agent to a local, toxic
environment where they can be destroyed.® In addition, neutrophils also secrete
chemotactic factors for T cells and can induce T cell activation via interferon y.B"
However, our results showed that the highest concentration of neutrophils occurred in
LC lesions which are characterized by a regional lymphatic spread. As a result, even in
the presence of the correct stimulus, an unbalanced inflammatory reaction could
increase tissue destruction and facilitate fungal spread. Consequently, both cellular and
humoral immune responses seem to be important to control the S. schenckii infection.
Nevertheless, during the active disease, the secretion of immunoglobulins, enzymatic
granules, and cytokines are important to control the fungal burden. Collectively, our
results suggested that the SIS is a complex, adaptable system that is capable of
optimizes the response to intracellular or extracellular pathogens.

We also observed differences in the clinical presentation of ATL and SP. For
example, ATL lesions developed more slowly than the LC or F lesions. In fact, after only
2 weeks of infection, 6 SP patients already developed lesions. On the other hand, in
ATL lesions, the infection occurred more than 2 months before the patient’s first medical
visit. These observations suggest a relationship between the nature of the etiological
agent and the immune response leading to the development of acute, subacute, or
chronic lesions.

In addition to the differences that we observed in the localization of the
inflammatory infiltrate in ATL and SP lesions in the dermis, we observed extensive
tissue destruction in SP lesions, especially in the LC form. These differences could be

due to a difference in the site of pathogen inoculation. Since the proboscis of sand flies
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is very short, Leishmania promastigotes are usually inoculated into the up papillary
dermis.®®¥ In contrast, S. schenckii yeast like cells or conidia are generally deep
inoculated closed to subcutaneous areas or the reticular dermis by cutaneous trauma,
such as from vegetables and scratches or bites from infected cats.'*¥ It is not known
whether these differences can affect the in situ immune response to these pathogens.
Although these response models can account for the classical clinical
presentation of ATL and LC form of sporotrichosis, some patients have atypical
forms[?®3234 \ith different degrees of inflammation when compared with the typical
clinical presentation. In this regard, F lesions have an intermediate severity and
development time compared with LC and ATL lesions. Consistent with these
characteristics, the in situ inflammatory reaction in F lesions exhibited fewer
macrophages, CD3", CD8", and FasL" cells as well as lower NOS2 expression than ATL
lesions and fewer neutrophils and B cells than LC lesions. In addition, our previous
study® showed that F lesions have less fungal burden than LC lesions as well as
clinical similarities (localized lesions without lymphatic alterations) compared with ATL
lesions. On the other hand, when compared with F lesions, LC lesions presented higher
fungal burden and are characterized by numerous nodules or plaques on the skin,
regional lymphatic dissemination, and elevated necrosis. On the basis of these findings,
we hypothesize that the SIS response in patients with the F form of SP rapidly controls
the fungal burden which reduces the severity of lesions and the exudative reaction,
thereby promoting a more balanced immune response. Although this model of immune
response might not be completely applicable to the sporotrichoid form of ATL, it should
be noted that even in sporotrichoid leishmaniasis, the lesions are less exudative and

develop more chronically than LC lesions. Further studies of the in situ inflammatory
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reaction and the parasites from sporotrichoid ATL are needed to determine whether this
model also applies to this clinical presentation.

We cannot exclude the possibility that different pathogen isolates could affect the
SIS response to infection. Although different human S. schenckii isolates can affect both
the immune response and development of infection in experimental sporotrichosis!*®
there is no clear relationship between human isolates and clinical presentation when
genotype, protein expression, or antifungal susceptibility patterns are considered. %! |n
addition, we cannot exclude the possibility that, during infection, Leishmania
amastigotes and S. schenckii cells can be transiently localized in the extracellular and
intracellular milieu, respectively. This possibility could be important to control the
parasite and fungal burden; however, the duration of the transience and the effects on
the skin immune response are not known. Nevertheless, our results suggested that the
clinical presentation of infectious skin diseases could be due to a combination of factors
from the host SIS and etiological agent.

Finally, it is possible that the pattern of response of the SIS could be also
modulated by association of pathogens in secondary infections in skin wounds or co-
infections. For example, we reported previously the maintenance of neutrophil infiltrate
in late lesions of ATL.2Y A secondary infection may have maintained this neutrophil
infiltrate and, consequently, increased the severity of lesions.*? In addition, the
presence of T cells that are reactive to unrelated antigens, such as Toxoplasma gondii,
in ATL lesions has been reported and might influence the pathogenesis of skin
infections.*?

Thus, our results suggested three conclusions. First, the SIS is a complex,

adaptable system that is capable of responding with plasticity to intracellular or
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extracellular pathogens in order to control of microorganism burden. Second, the clinical
presentation of infectious skin diseases could be due to a combination of factors from
the host SIS and etiological agent. Third, it is possible that the SIS response can be
modulated by association of pathogens in secondary infections in skin wounds or co-

infections.
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Table 1. Distribution of age, duration of infection, and number of lesions in patients.

Clinical ATL® LC® F° pe p p
data n=18 n=19 n=11 LCvs.F LCvs.ATL Fvs.ATL
Median Median Median
(Range) (Range) (Range)
Age 38.5 41.0 24.0 0.085 0.96 0.062
(years) (18-69) (16-68) (18-53)
Duration of 2.0 1.37 0.75 0.026 0.016 0.0001
infection (1-12) (0.25-4.5) (0.25-1.75)
(months)
Number of 1.0 7.0 1.0 0.001 0.0001 0.50
lesions (1-6) (1-28) (1-4)

®American tegumentary leishmaniasis

bIymphocutaneous sporotrichosis

“fixed sporotrichosis

dMann-Whitney U test. Boldfaced p-values are statistically significant (p < 0.05).
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Table 2. Intensity of the inflammatory infiltrate in the lesions of patients.

Intensity of the inflammatory infiltrate in lesions

Group Cells-mm™ Discrete Moderate Intense
Median n (%) n (%) n (%)
(Range)
ATL® 1293.21 2 3 13
(277.78-2197.80) (11%) (16.7%) (72.2%)
LC® 1344.00 1 7 11
(365.00-2844.00) (5.3%) (36.8%) (57.9%)
F° 898.00 2 6 3
(287.00-1.972.00) (18.2%) (54.5%) (27.3%)

p = 0.959 (ATL vs. LC); p = 0.243 (ATL vs. F). Mann-Whitney U test; p < 0.05 was considered
statistically significant. *ATL- American tegumentary leishmaniasis; bLC- lymphocutaneous; °F- fixed

sporotrichosis



Table 3. Percentage composition of cell types and inflammatory markers in American

tegumentary leishmaniasis and sporotrichosis lesions.
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Cell types or inflammatory

markers

ATL®

Median (Range)

LC®

Median (Range)

FC

Median (Range)

Neutrophils (%)
Macrophages (%)
CD3 (%)

CD4 (%)

CD8 (%)

Follicular dendritic cells (%)
CLA (%)

Ki-67 (%)

Bcl-2 (%)

FasL (%)

Fas (%)

CD22-mm*
Langerhans cells:-mm™
NOS2 expression

E-selectin expression

10.6 (0.9-37.7)
47.55 (33.5-53.8)
56.65 (31.7-70)
39.6 (16.3-61)
34.9 (15.3-48.5)
2.65 (0-13.9)
28.75 (9.4-55.1)
8.95 (5.1-24)
40.9 (6.7-68.4)
24.5 (9.9-36.2)
52.37 (11.8-78.4)
5.3 (0-46)
5.5 (0.5-13)

3 (1-4)

3(1-4)

24.7 (4.3-49.6)
38.4 (18.4-64.7)
47.6 (27.5-62.1)
39.9 (25.7-54.4)

22 (12-42.9)
0.9 (0-3.3)

25.9 (3.2-47.1)

7.3 (1.7-16.9)

37.4 (22.6-48)

13.6 (4.2-29)

40.35 (9.5-75)

142.67 (23.7-689)
2 (0-11)
2 (0-3)

2 (1-4)

6.7 (1.9-17.5)
37.7 (24.2-62.2)
41.9 (27.5-65.8)

30 (17.8-44.6)
21.7 (15.6-31.2)

1.9 (0-4.2)
28.2 (10.6-41.5)

5.7 (1.8-15.5)

28.6 (12-48)

10.7 (3.4-25.5)

39 (17.2-50.4)

40 (5.7-98.4)

4 (0-8)
1(0-2)

2 (1-49

®ATL- American tegumentary leishmaniasis; "LC- lymphocutaneous; °F- fixed sporotrichosis
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Figure Legends

Figure 1. Comparison of the clinical presentations of patients with the fixed (A) or
lymphocutaneous (C) form of sporotrichosis (SP) and localized (B) or sporotrichoid (D)
American tegumentary leishmaniasis (ATL). Note the similarities between the forms of

SP and ATL.

Figure 2. Distribution of (A) CD3" cells, (B) CD8" cells, (C) CD68" cells, (D) nitric oxide
synthase 2 (NOS2) expression, (E) neutrophilic elastase-positive cells, (F) Fas® cells,
(G) FasL" cells, and (H) Ki-67" cells. The line indicates the median of the group. p < 0.05
was considered statistically significant. LC, lymphocutaneous form of sporotrichosis; F,

fixed cutaneous form of sporotrichosis; ATL, American tegumentary leishmaniasis.

Figure 3. NOS2 expression (A,C,E) and neutrophils (B,D,F) in active lesions of ATL
(A,B), LC (C,D), and F (E,F) patients. Magnification 200x (scale bar = 50 um). ATL,
American tegumentary leishmaniasis; LC, Lymphocutaneous form of sporotrichosis; F,

fixed form of sporotrichosis.
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4.2.3 Conclusdes referentes ao artigo submetido a revista Microbes and Infection

1 - A resposta inflamatdria in situ se correlaciona com a forma clinica e o agente
etiologico responsavel pelo quadro infeccioso.

2 - As lesdes de LTA apresentavam maior quantidade de células T CD3", T
CD8", células FasL®, macrofagos e NOS2 do que as lesGes de esporotricose,
caracterizando o padréo de resposta da pele aos microrganismos intracelulares.

3 — As lesbes da forma cutanea-linfatica de esporotricose apresentavam maior
quantidade de neutrofilos, células B e células dendriticas foliculares, caracterizando o
padrao de resposta da pele aos microrganismos extracelulares.

4 — Os dados sugerem que o controle da carga fungica nas lesdes de
esporotricose seja provavelmente realizado através de mecanismos efetores secretorios
pela cooperacdo entre neutréfilos e macréfagos. Por outro lado, 0os mecanismos
efetores responsaveis pelo controle parasitario nas lesées de leishmaniose dependeria
da acéo citotdxica através da ativacdo de células CD8" e macréfagos assim como pelo
aumento da expressao de FasL e NOS2.

5 — O infitrado inflamatério das lesdes da forma fixa da esporotricose
apresentava caracteristicas intermediarias aos padrdes intracelular e extracelular, fato
que pode estar relacionado tanto as caracteristicas de resposta imune do hospedeiro,
guanto a particularidades do patdégeno. Neste contexto, € importante destacar que
nossos resultados demonstraram que esta forma de esporotricose apresenta menor
carga fungica, menor infiltrado de polimorfonucleares e que o tecido € permeado por
fibrose, sugerindo uma contencao de atividade inflamatéria quando comparado a forma
linfocutanea.

6 — O sistema imune da pele é um sistema complexo capaz de responder a
diferentes patdgenos e de montar padrdes de resposta mais adaptados ao controle de
cada microrganismo.

7 — A apresentacdo clinica poderia ser o resultado da associagcdo entre
caracteristicas do sistema imune do hospedeiro e de particularidades do agente

etiologico.
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4.3 DIFFERENCES IN INTERFERON GAMMA AND IL-10 EXPRESSION BETWEEN
SPOROTRICHOSIS AND AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS PATIENTS
DETECTED BY ELISPOT ASSAY

Artigo em fase de finalizacdo do manuscrito

O terceiro artigo, ainda em fase de finalizac&o, consistiu no estudo da resposta
imune sistémica e comparacdo dos achados entre as diferentes formas clinicas da
esporotricose (formas fixa e cutanea-linfatica) e Leishmaniose tegumentar americana.
Foi feita a deteccdo e quantificacdo de células produtoras de citocinas (IFN-y e IL-10)
espontaneas, assim como apos resposta ao mitdgeno e antigenos especificos (Ss-Ag e
Lb-Ag). Os dados obtidos neste estudo evidenciaram uma maior producao sistémica de
IFN-y em resposta ao antigeno especifico pelos pacientes LTA. Além disso, foi
observada a producdo de IL-10 sistémica em individuos sadios, assim como a
capacidade de estimulacdo da producdo desta citocina por antigenos de S. schenckii.
Foram ainda evidenciadas diferencas com relacdo a quantidade de células produtoras
de IFN-y espontaneas entre os pacientes e os individuos sadios, sugerindo que apesar
da compartimentalizacdo de resposta imune da pele, os pacientes apresentam um
estado de ativacéo sistémica.

Além disso, os dados obtidos neste estudo sugerem a possivel utilizacdo da
técnica de deteccdo de células de sangue periférico produtoras de IFN-y antigeno-
especificas através de Elispot para o diagndstico diferencial entre pacientes acometidos
por Leishmaniose tegumentar americana e esporotricose.

O estudo da producao de citocinas pelas células de lesdo evidenciou diferencas
quando comparado ao sangue periférico. Nao foi possivel observar diferencas entre os
grupos, pois as lesdes apresentaram grande quantidade de células ativadas, antigeno-
relacionadas e nao-relacionadas que migram para o sitio de lesdo em resposta aos
processos de ativacdo endotelial e tecidual, e provavelmente influenciam a progressao
ou ndo da doenca. Assim, células de lesdo ndo sédo adequadas para a diferenciacao
destas doencas pela técnica de Elispot.

Os resultados obtidos respondem os objetivos de n°® 3, 4 e 5 da tese de

doutorado.
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4.3.1 Differences in interferon gamma and IL-10 expression between
sporotrichosis and American tegumentary leishmaniasis patients detected by

elispot assay
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ABSTRACT

Clinical presentation of American tegumentary leishmaniasis (ATL) and
sporotrichosis (SP) can be very similar. Although systemic immune response and
cytokine profile in leishmaniasis have been fully studied, little is known about these in
different clinical forms of human sporotrichosis (SP). In order to understand some
aspects of immune response in SP, we quantified the systemic and in situ IFN-y and IL-
10 responder cells to S. schenckii antigen (Ss-Ag) and L. braziliensis antigen (Lb-Ag)
through Elispot assay and compared the results with those obtained from ATL patients,
other etiologies patients (OE) and healthy individuals. Five groups were formed: 1-
lymphocutaneous form of SP (LC, n=9); 2- Fixed form of SP (F, n=10); 3- cutaneous
form of ATL (n=15); 4- OE (n=5); 5- healthy (n=14). Spontaneous secretion of IFN-y by
SP and ATL was higher than healthy subjects (p < 0.05). ATL presented higher numbers
of IFN-y secreting cells than F (p= 0.015) and lesser numbers of IL-10 secreting cells
than F (p = 0.0001) and LC (p = 0.004) patients when only specific-antigen stimulation
was considered. Ss-Ag was able to stimulate IL-10 production in all groups studied
including healthy subjects. The data suggest that 1- despite the inflammatory activity be
concentrate at the lesion site, the immune response can be reflected at the peripheral
system, 2- higher IFN-y and NOS2 expression in ATL than in sporotrichosis patients
could be probably related to control mechanisms of intracellular pathogen, 3- a possible
role of the equilibrium between IFN-y production and humoral response in pathogenesis
and control of fungal burden in sporotrichosis, 4- S. schenckii could be able to modulate
the immune response also by inducing IL-10 production by human cells probably using

this as a mechanism of immune escape.
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INTRODUCTION

In Rio de Janeiro (Brazil) the American tegumentary leishmaniasis (ATL) caused
by Leishmania (Viannia) braziliensis and Sporotrichosis caused by Sporothrix schenkii
shares the same endemic area (Barros et al. 2005). The clinical appearance of lesions
and the epidemiological characteristics of both diseases can be very similar and the
identification of the etiologic agent is crucial. Although clinical presentations could be
very similar, as between fixed form (F) of sporotrichosis and localized cutaneous form of
ATL, differences in the in situ inflammatory reaction have been already observed
(Morgado et al. submitted). Active lesions of ATL presented higher number of CD3",
CD8" and FasL" cells, macrophages and NOS2 than lymphocutaneous (LC) or F forms.
On the other hand, active lesions from LC patients presented higher number of
neutrophils and B cells. As Sporothrix schenckii is an extracellular pathogen which can
be observed inside macrophages, the data suggested that the in situ fungal control in
sporotrichosis lesions could be done through secretory effectors mechanisms by
cooperation between neutrophils, macrophages and B cells (Morgado et al. submitted,
Morgado et al. 2011). On the other hand, Leishmania is an intracellular parasite that
survives inside cells from mononuclear phagocytic system. Consequently, the in situ
effectors mechanisms responsible for parasite control in leishmaniasis could depend on
CD8" cells activation as well as macrophages through the expression of FasL and NOS2
expression, respectively (Conceicdo-Silva et al. 1998, Da-Cruz et al. 2002, Morgado et
al. 2008). These data not only suggest different effectors mechanisms responsible for
control of infection, but also that the skin immune system could be a complex and
adaptable system that is capable of different responses to intracellular or extracellular
pathogens (Morgado et al. submitted). As consequence, clinical presentation could be
influenced by the different profile of the in situ immune response. Although systemic
immune response and cytokine profile in leishmaniasis have been fully studied, little is
known about the immune response and cytokine profile in different clinical forms of

human sporotrichosis.
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In order to understand some aspects of immune response in sporotrichosis, we
quantified the systemic and in situ IFN-y and IL-10 responder cells to S. schenckii
antigen (Ss-Ag) and L. braziliensis antigen (Lb-Ag) through Elispot assay. We also
compared the results with those obtained from ATL patients, patients with other
etiologies and healthy individuals. In addition to the differences observed between
groups, we also observed that the Elispot assay for quantification of IFN-y responder
cells could be a useful method for the differential diagnosis between ATL and

sporotrichosis patients when the ethiological agent cannot be identified.

METHODS

Patients

Patients attending at the Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/FIOCRUZ
were enrolled in the study after formal consent approved by the Institutional Ethics
Committee on Human Research (CEP-IPEC protocol 014/2002). Peripheral venous
blood and lesions fragments were collected from 39 patients with ATL, sporotrichosis or
other etiologies. Groupl and 2 consisted patients with lymphocutaneous form (LC, n =
9) and Fixed form (F, n = 10) of the sporotrichosis respectively. Group 3 consisted of
patients with cutaneous form of the American tegumentary leishmaniasis (ATL, n = 15)
and Group 4 patients with others etiologies (OE, n = 5, including 2 bacterial lesions, 1
dermatophytosis, 1 hypertensive ulcer and 1 stasis ulcer). All ATL and sporotrichosis
patients had been confirmed by parasitological or fungal isolation. A fifth group of

healthy subjects (n = 14) was included as control.

S. schenckii antigen preparation (Ss-Ag)

The yeast-like phase of the Sporothrix schenckii strain 17629, kindly provided by Dr Zancopé-
Oliveira (IPEC-FIOCRUZ) was culture in BHI under the same conditions described by Brito et al.
(2007).The fungal cells were washed three times in sterile PBS buffer, adjusted to 108 cells/mL in PBS
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and disrupted by 10 repeated cycles of freezing and thawing, followed by ultra-sonication (Ultra-Lip
Labsonic Systems, lab-line, USA). Samples were stored at -20°C until used in experimental studies.

L. braziliensis antigen preparation (Lb-Ag)

Leishmania antigen was prepared as previously described (Concei¢do-Silva et al.
1990). Briefly, promastigotes of Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1999/RVSB) were
cultivated at 28°C in Schneider’'s Drosophila Medium (Gibco) supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS-Hyclone) and L-glutamine (Sigma, USA). The promastigotes were
washed three times, adjusted to 108 parasites/mL in PBS buffer and disrupted by
repeated cycles of freezing and thawing followed by ultrasonication (Ultra-Lip Labsonic

Systems, lab-line, USA). The samples were stored at -20°C until use.

Separation of peripheral blood mononuclear cells and cells from skin lesions

PBMC was obtained as previously described (Conceicdo-Silva et al. 1990).
Briefly, cells were separated from peripheral blood by centrifugation over a gradient of
Ficoll-Hypaque (Histopaque 1077, Sigma). Mononuclear cell were resuspended in RPMI
1640 (Sigma) supplemented with 10% FCS (Hyclone), 10mM HEPES, 1.5mM L-
glutamine and antibiotics (200 U/ml penicillin and 200 pg/mL streptomycin).

Cells from skin lesions fragments were obtained by disruption of the tissue
fragment by passage under pressure in a stainless steel screen mesh (Sigma) and
subjected to sedimentation for 5 minutes. The cells-enriched supernatant was washed
twice in RPMI 1640 medium (Sigma, USA) for 10 minutes at 2000 rpm.

Viable PBMC were adjusted to 2x106 cells / mL and 1x106 cells / mL. Viable cells
from lesions were adjusted to 1x105 to 1x106 cells / mL depending on the amount of

cells recovered.
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IFN-y and IL-10 Elispot

The Elispot assay was performed as previously described (Lima-Junior et al.
2008). Briefly, a 96 well microplates (Multiscreen Millipore, France) were coated with 5ug/mL of a
primary purified antibodies anti-IFN-y (Mabtech, OH, USA) for 12-16 hours at 4 ° C. The plates were
blocked with RPMI medium containing 10% fetal calf serum for at least 2 h. A total of 2
x 10° and 1 x 10° PBMC or 1 x 10*to 1 x 10° skin cells were added to the ELISPOT
plates in the presence of medium alone, Ss-Ag or Lb-Ag (10° disrupted parasites or
fungal cells per well) Concanavalin A (ConA 4ug/mL — Sigma). Cells were stimulated for

40 hours at 37°C, 5% CO2 under sterile conditions. After stimulation, the plates were
washed three times with sterile PBS followed by three washes with PBS containing 0.05% tween 20 (PBS-
T) (Sigma) and incubated with either 1ug/mL biotinylated antibody anti-IFN-y (Mabtech, OH, USA) or

IL-10 diluted in PBS-T containing 1% fetal bovine serum (PBS-TF) for 3 hr at 37°C.. The
plates were washed four times with PBS-T and incubated with streptavidin-alkaline
phosphatase (MabTech) in PBS 1 % FCS for 1 hr at 37°C. The plates were washed four
times with PBS-T before development with 1-step BCIP/NBT (Sigma) (1 hour incubation at
37°C) was performed. Development were stopped with destiled water and the spots were counted with an
Immunospot reader (Cellular Technology Ltd, Cleveland, OH) using the Immunospot

Software Version 3.
The results were expressed as number of spots/2 X 105 cells in the antigen stimulated wells

subtracted by the mean number of spots in control wells with medium alone from the same
donor The assay was subsequently categorized as positive or negative depending on
whether the mean number of Spots in the antigen stimulated wells was greater than the
mean number of spots plus twice the standard deviation in antigen stimulated wells of
healthy control subjects. Therefore individuals presenting more than 47 IFN-y spots for
Ss-Ag and 12 for Lb-Ag were considered positive. In addition, individuals presenting

more than 909 IL-10 spots for Ss-Ag and 0 for Lb-Ag were considered positive.

Statistical analysis
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The SPSS16 for windows (SPSS, Inc., Chicago, lllinois, USA), was used for
statistical analysis, using the nonparametric Mann-Whitney test for comparison between

the LC, F and ATL groups. The data are reported as median and interquartile values.

RESULTS

IFN-y responder PBMC to Ss-Ag and Lb-Ag

Spontaneous secretion of IFN-y in the absence of stimulus (control wells) by
patients groups was higher than healthy subjects (p < 0.05) and was clearly observed in
one LC, three F and three ATL patients (figure 1a).

LC (Median 282, interquartile 189 - 408) and F (Median 176, interquartile 104.5 -
319.5) patients presented more IFN-y-responder cells under Ss-Ag stimulus than ATL
(Median 22, interquartile 0 — 56, p = 0.002 and 0.004, respectively), healthy (Median 13,
interquartile 1.5 — 29.75, p = 0.0001 and 0.0001, respectively) or OE (Median 22,
interquartile 12 — 83, p = 0.003 and 0.014, respectively) patients (Figure 1b).

ATL patients presented more IFN-y-responder cells under Lb-Ag stimulus
(Median 458, interquartile 260 — 752) than LC (Median 12.5, interquartile 0 — 130, p =
0.0001), F (Median 3, interquartile 0 — 18.5, p = 0.0001), Healthy (Median 2, interquartile
0 — 8, p =0.0001) or OE (Median 0, interquartile 0 — 5, p = 0.001) patients (Figure 1c).

When only antigen-specific response was considered and compared between
groups, ATL patients presented higher numbers of IFN-y secreting cells than F patients
(p= 0.015) (Figure 1d). No differences were observed when comparing LC patients with
ATL or F patients. Finally, all subjects presented positive response to ConA stimulation.

Healthy and OE patients produced insignificant amount of IFN-spots under Ss-Ag
and Lb-Ag stimulation (Figures 1b-c) suggesting that these antigens can’t stimulate cells

from individuals that had no contact with both etiological agents.
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IFN-y responder cells in skin lesions

Spontaneous secretion of IFN-y in the absence of stimulus (control wells) was
observed in 100%, 87.5% and 80% of ATL (Median 100; interquartile 45-450), LC
(Median 60; interquartile 17.5-86) and F patients (Median 28; interquartile 10-48),
respectively (figure 2a). In addition, IFN-y spontaneous cells were higher in ATL patients
than F patients (p = 0.038).

No differences were observed when Ss-Ag response was evaluated (ATL:
Median 206, interquartile 3 — 548; LC: Median 60, interquartile 27 — 534, F: 257, 144.5 —
544.5) (Figure 2b). On the other hand, ATL patients presented more responder cells
under Lb-Ag stimulus (Median 160, interquartile 3 — 448) than LC (Median O,
interquartile 0 — 24, p = 0.05) or F patients (Median 0, interquartile 0 — 68, p = 0.04)
(Figure 2c).

No differences were observed between groups when only antigen-specific
response was considered and all subjects presented positive response to ConA

stimulation.

IL-10 responses to Ss-Ag and Lb-Ag

Healthy subjects presented significant amount of spontaneous IL-10 producing
cells (Median 640, interquartile 261 — 946), as well as ATL (Median 640, interquartile
430 — 696), LC (Median 186, interquartile 110.5 — 711), F (Median 729, interquartile
467.5 — 1010) and OE (Median 416, interquartile 210 — 515) patients (Figure 3a). In
addition, ATL and F patients presented more IL-10 producing cells than OE patients (p =
0.045 and 0.027, respectively).

Ss-Ag was able to stimulate IL-10 expression by PBMC from Healthy or patient
groups. In addition, no differences were observed between groups (ATL: Median 69,
interquartile 0 — 148; LC: Median 108, interquartile 6 — 297; F: Median 287, interquartile
31 - 537; OE: Median 252, interquartile108 — 535; Healthy: Median 194, interquartile103
— 644) (Figure 3b). On the other hand, Lb-Ag inhibited IL-10 expression in the majority of
Healthy (Median 0, interquartile 0 — 0), ATL (Median 0, interquartile 0 — 0), LC (Median
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0, interquartile 0 — 0), F (Median O, interquartile 0 — 1.5) and OE group (Median O,
interquartile 0 — 33) (Figure 3c). No differences were observed between groups.

When only antigen-specific response was considered and compared between
groups, ATL patients presented lesser numbers of IL-10 secreting cells than LC (p =
0.004) or F patients (p= 0.0001) (Figure 3d).

Elispot assay as a method for differential diagnosis between Sporotrichosis and

American tegumentary leishmaniasis

The Elispot assay showed that the sensitivity of IFN- assays among American
tegumentary leishmaniasis and sporotrichosis patients was 100%.. However, the
specificity of IFN response was 83% for ATL patients, 82% for F and 82% for LC
patients (Table 1). Although five (33.3%) ATL patients also presented positive
responses to Ss-Ag (Figure 1b), no evidence of direct fungal contact was detected. In
addition, four (44.4%) LC patients and two (20%) F patients presented low positive
response to Lb-Ag (Figure 1c). However, from this group, only one LC patient was from
non-endemic area of ATL. Nevertheless, in all groups, the numbers of IFN-y responder
cells to specific antigens were always higher than to non-related antigen (figures 1b and
1c). In addition, only one OE patient (stasis ulcer) presented positive response to Ss-Ag
and none of them presented positive response to Lb-Ag (figures 1b and 1c).

The frequency of IFN secreting cells from lesions was 77.8%, 80% and 100% for
ATL, LC and F lesions, respectively, when the specific antigen was analyzed by Elispot
method (Figure 2). Despite these results, the frequency of positive responses to non-
related antigens was very high: 77.8%, 37.5% and 20% for ATL, LC and F lesions
respectively.

Healthy subjects presented high amounts of IL-10 responder cells under Ss-Ag
stimulus that generated a high cut off (cut off = 909). As consequence, all ATL, LC, F
and OE patients presented negative IL-10 responses to Ss-Ag, as well as twelve ATL

patients, nine F patients and four OE patients to Lb-Ag (Table 2).
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DISCUSSION

In the present study, we quantified spontaneous and antigen stimulated
peripheral blood or skin lesion IFN-y and IL-10 responder cells by Elispot method in
healthy subjects and sporotrichosis, ATL and others etiologies (bacterial lesions,
dermatophytosis, hypertensive and stasis ulcer) patients. PBMC spontaneous IFN-y-
producing cells from patients were higher than that obtained by healthy subjects. The
data suggest that despite the inflammatory activity be concentrate at the lesion site, the
immune response can be reflected at the peripheral system as observed in the
peripheral blood compartment, and it can be specifically measured. The dissemination of
Leishmania braziliensis in human host presenting localized lesions has been already
verified (Oliveira-Camera et al. 2006, Coutinho et al. 2002, Martinez et al. 1992).
Systemic reactions like erythema nodosum has been already verified in sporotrichosis
patients presenting only cutaneous lesions, along with fever, arthralgia and malaise
(Galhardo et al, 2002). As fungal cells were not verified in tissues from erythema
nodosum, Galhardo et al (2002) suggested that these systemic reactions could play a
protective role, leading to a more benign evolution of the disease. Although the role of
IFN-y has been verified in leishmaniasis (Castellano et al. 2009, Reis et al. 2009, Tuon
et al. 2008, Bittar et al. 2007), little is known about its role in human sporotrichosis.
Despite of clinical similarities, we observed that ATL patients presented higher numbers
of IFN-y secreting cells than F patients when only antigen-specific response was
considered and compared between groups. This result is related to our previous data
concerning the in situ inflammatory reaction which showed that ATL lesions presented
higher percentage of macrophages and NOS2 expression than sporotrichosis lesions
(Morgado et al, submetido). Altogether, the data suggested increased macrophage
activation with higher IFN-y and NOS2 expression in ATL than in sporotrichosis patients
probably related to control mechanisms of intracellular pathogen like amastigotes of
Leishmania.

Although the lesser number of IFN-y secretion cells in fixed patients than ATL, the
detection of systemic and in situ IFN-y production cells in LC and F patients suggests
the role of IFN-y in pathogenesis of cutaneous sporotrichosis. In an in vitro study
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(Uenotsuchi et al, 2006), the induction of Thl response along with abundant IFN-y
production in mice were related to fungal isolates from patients presenting cutaneous
manifestations. Isolates from patients presenting visceral manifestation induced minimal
Thl response and IFN-y production. Although, we verified that LC lesions presented
higher NOS2 expression than F lesions, along with higher fungal burden and extensive
involvement of skin (Morgado et al, 2011), we could not observe differences in systemic
or in situ IFN-y responder cells between the both groups. Fernandes et al (2008)
observed that the resistance of NOS2 knockout mice was related to a higher IFN-y
production and a reduced spontaneous and antigen stimulated IL-10 production along
with reduced fungal burden than wild type mice. Altogether, these data suggest that the
role of IFN-y in fungal burden control and development of benign clinical presentations
could not be related to macrophage activation via NOS2. Gozalbo & Gil (2009)
suggested that IFN-y is required not only for optimal activation of phagocytes and
development of a Thl protective response in Candida albicans infections, but also
collaborates in the generation of protective antibody response. Almeida-Paes et al. 2007
measured 1gG, IgM and IgA in sera from sporotrichosis patients presenting
lymphocutaneous, fixed cutaneous, disseminated cutaneous and extracutaneous forms
before and during itraconazole treatment. The authors observed an increase in the
percentage of patients with detectable levels of IgG during treatment. However they
observed a reduction in IgM and IgA levels in fixed and lymphocutaneous patients
during and after treatment, the disseminated cutaneous and extracutaneous
sporotrichosis presented maintenance of IgM and IgA levels. They suggested it could be
due to a higher fungal burden in these patients, leading to continuous antigen
presentation and antibody production, especially for IgM antibodies. In a recent work
(Morgado et al. 2011), our group observed higher percentage of B cells in LC lesions
that presented higher fungal burden. The induction of interferon-gamma-dependent
switching of IgG alloantibody subclass (IgG2b and IgG2c) has been described (Gracie &
Bradley 1996). On the other hand, Nascimento et al. (2008) observed that passive
immunization with IgG1 of mice infected with S. schenckii lead to a significant reduction
in the number of CFU in organs of mice associated with increase of IFN-y production.

Altogether, the data suggest the possible role of the equilibrium between IFN-y
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production and humoral response in pathogenesis and control of fungal burden in
sporotrichosis. The study of IgG subclass in human sporotrichosis could clarify this
hypothesis.

We observed a marked spontaneous IL-10 expression by PBMC from healthy
subjects, as well as observed from SP or ATL patients. We could speculate that this fact
would be related to homeostasis maintenance, but we cannot affirm the real meaning of
this finding. When only antigen-specific stimulation was considered, we observed that
LC and F patients presented higher IL-10 responder cells than ATL patients. In
sporotrichosis, the resistance of mice was related to a higher IFN-y expression and a
reduced spontaneous or antigen stimulated IL-10 production (Fernandes et al. 2008).
In the present work, we could not observe differences in spontaneous or stimulated IL-
10 responder cells between sporotrichosis patient groups. Perhaps, the study of
disseminated cutaneous form or the evaluation of total IL-10 production in culture
supernatants could evidence differences and elucidate this question. However, we
observed that Ss-Ag was able to stimulate IL-10 expression by PBMC from Healthy and
patient groups. This modulation could be influenced by some components of Sporothrix
schenckii. In this connection, Uenotsuchi et al. (2006) observed an induction of Th2
profile with IL-10 and IL-4 production by S. schenckii isolated from visceral origins and
suggested that visceral isolates may escape from the host immune response by induce
litle Thl-prone responses. Some authors have demonstrated the influence of wall
compounds of fungal cells in immune response (Carlos et al. 1998, Carlos et al. 2003,
Nascimento & Almeida 2005). A specific humoral response with predominance of 1gG1
and IgG3 in infected mice could be induced by S. schenckii antigens (Nascimento &
Almeida 2005). In addition, the role of lipid compounds of the cell wall in the
pathogenesis of sporotrichosis has already been demonstrated (Carlos et al. 2003). The
lipid compound was found to inhibit the phagocytic process and to induce high liberation
of nitric oxide and TNF-a in macrophage cultures. The data suggest that S. schenckii
could be able to modulate the immune response also by inducing IL-10 production by
human cells probably using this as a mechanism of immune escape.

In our study, we observed that the Elispot assay for quantification of IFN-y-

producing PBMC may be useful as a second choice for the determination of definitive
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diagnosis, because it showed an antigen-specific response. Even the patients who
presented positive response to the both antigens, the response was always higher for
the specific stimulus. In these cases, the positive responses for both antigens can be
explained by the presence of sporotrichosis and American tegumentary leishmaniasis in
the same endemic area. Furthermore, 6% of sporotrichosis patients presented positive
Montenegro Skin Test and are from non-endemic area of ATL (Schubach et al. 2005).
The authors suggested that the both pathogens have common molecules that generate
cross-reaction. In addition to Montenegro Skin Test, ELISA tests is also not indicated as
differential diagnosis due to possible cross-reactions and obtaining false positive results
as demonstrated by Barros et al. (2005). Moreover, because sporotrichosis has not
been compulsorily notified, it'’s difficult to properly assess its occurrence and distribution
in the state of Rio de Janeiro, and the real incidence may have been underestimated
(Barros et al. 2004, Barros et al. 2008). This aim is important since each disease needs
a specific treatment which has very important adverse effects and, as prolonged therapy
is needed, differential diagnosis is of great importance. Despite the positive result
obtained by the Elispot assay for quantification of IFN-y-producing PBMC, no impressive
results could be detected using cells recovered from the lesion site, as well as using the
assay for quantification of IL-10-producing PBMC.

The PBMC Elispot has the advantage of using peripheral blood from venipuncture
which consists of a less invasive method than collecting a second fragment of skin
lesion to disclosure of the pathogen. In addition, the Elispot has the advantage of
generating results in two days, while the culture needs at least one month for replication
of Leishmania and around ten days for Sporothrix schenckii. On the downside, it can be
stressed the high cost and need for specialized personnel; which would hamper its use
in reference centers and tertiary care hospitals. However, the use of Elispot in the
diagnosis of other infectious diseases, as tuberculosis and mumps, has been previously
reported (Veerasami et al. 2011, Lai et al. 2010a, Lai et al. 2010b, Zhang et al. 2010,
Girlanda et al. 2010, Tan et al. 2010, Latner et al. 2011). As a marked spontaneous IL-
10 expression by PBMC from healthy subjects was observed, the measure of IL-10
responder cells was not applied to differential diagnosis between ATL and

sporotrichosis.
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The analysis of active lesions showed that either IFN-y spontaneous and Lb-Ag-
responder cells are higher in ATL, than in sporotrichosis patients. However, the Ss-Ag
did not produce differences between groups. The migration of non-related specific T
cells into human leishmaniasis skin lesions, as well as the encounter of multiple
specificities at the site of an immune response have been already described (Da-Cruz et
al. 2010). Lesion cells seem not to be useful for differential diagnosis because they
present exuberant specific T cells and T cells reactive to non-related antigens as
previously observed (Conceicdo-Silva et al. 1990). The involvement of these non-related
activated cells in modulation or progression of lesions has been suggested (Da-Cruz et
al. 2010).

In conclusion, we suggest that: 1- despite the inflammatory activity be
concentrate at the lesion site, the immune response can be reflected at the peripheral
system as observed in the peripheral blood compartment, and it can be specifically
measured, 2- increased macrophage activation with higher IFN-y and NOS2 expression
in ATL than in sporotrichosis patients could be probably related to control mechanisms
of intracellular pathogen like amastigotes of Leishmania, 3- the possible role of the
equilibrium between IFN-y production and humoral response in pathogenesis and
control of fungal burden in sporotrichosis, 4- S. schenckii could be able to modulate the
immune response also by inducing IL-10 production by human cells probably using this
as a mechanism of immune escape, 5- the Elispot assay for quantification of IFN-y
responder cells can be an useful method for differential diagnosis between ATL and

sporotrichosis patients when the etiological agent cannot be identified.
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Table 1 — Frequency of positive and negative IFN-g responses to Ss-Ag and Lb-Ag by
PBMC between LC, F, ATL and OE patients.

IFN-g PBMC Elispot

Patients Ss-Ag Lb-Ag
Positive Negative Positive Negative
N (%) N (%) N (%) N (%)
LC 9 (100%) 0 (0%) 4 (44.4%) 5 (56.6%)
F 10 (100%) 0 (0%) 2 (20%) 8 (80%)
ATL 5(33.3%) 10 (66.7%) 15 (100%) 0 (0%)
OE 1 (20%) 4 (80%) 0 (0%) 5 (100%)

Ss-Ag — Sporothrix schenckii antigen; Lb-Ag — Leishmania braziliensis antigen; ATL — American

tegumentary leishmaniasis; OE — others etiologies.
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Table 2 — Frequency of positive and negative IL-10 responses to Ss-Ag and Lb-Ag by

PBMC between LC, F, ATL and OE patients.

IL-10 PBMC Elispot

Patients Ss-Ag Lb-Ag
Positive Negative Positive Negative
N (%) N (%) N (%) N (%)
LC 0 (0%) 9 (100%) 0 (0%) 9 (100%)
F 0 (0%) 11 (100%) 2 (18.2%) 9 (81.8%)
ATL 0 (0%) 15 (100%) 3 (20%) 12 (80%)
OE 0 (0%) 5 (100%) 1 (20%) 4 (80%)

Ss-Ag — Sporothrix schenckii antigen; Lb-Ag — Leishmania braziliensis antigen; ATL — American

tegumentary leishmaniasis; OE — others etiologies.
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Figure legends

Figure 1 — Number of IFN-y responder cells/2 x 10° cells from peripheral blood (a) no
stimulation, (b) Ss-Ag stimulation, (c) Lb-Ag stimulation, (d) specific-antigen stimulation.
OE - others etiologies; LC — lymphocutaneous sporotrichosis; F- fixe sporotrichosis;

ATL — American tegumentary leishmaniasis.

Figure 2 - Number of IFN-y responder cells/2 x 10° cells from active lesion (a) no
stimulation, (b) Ss-Ag stimulation, (c) Lb-Ag stimulation. LC — lymphocutaneous

sporotrichosis; F- fixe sporotrichosis; ATL — American tegumentary leishmaniasis.

Figure 3 - Number of IL-10 responder cells/2 x 10° cells from peripheral blood (a) no
stimulation, (b) Ss-Ag stimulation, (c) Lb-Ag stimulation, (d) specific-antigen stimulation.
OE - others etiologies; LC — lymphocutaneous sporotrichosis; F- fixe sporotrichosis;

ATL — American tegumentary leishmaniasis.
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4.3.2 Conclusdes referentes ao terceiro artigo

1- Apesar da atividade inflamatoria se concentrar no sitio de leséo, a resposta
imune pode se manifestar na periferia, como observado no sangue periférico, podendo
inclusive ser medida.

2- A maior ativacdo de macrofagos acompanhado de maior expressao de IFN-y e
NOS2 nos pacientes ATL quando comparados aos pacientes com esporotricose,
provavelmente se relacionam aos mecanismos de controle de patégenos intracelulares
como as amastigotas de Leishmania sp.

3- E possivel que o equilibrio entre a expressdo de IFN-y e resposta humoral
esteja relacionado a patogénese e ao controle da carga fungica na esporotricose.

4- S. schenckii poderia modular a resposta imune também pela inducdo de
expressao de IL-10 por células humanas, provavelmente utilizando esta indu¢cdo como
um mecanismo de escape.

5- A técnica de Elispot para a quantificacdo de células de sangue periférico Ag-
especificas produtoras de IFN-y se mostrou uma boa ferramenta para a realizagéo do
diagnéstico diferencial entre pacientes apresentando lesdes de esporotricose e LTA
quando a visualizacao ou isolamento do agente etioldgico ndo € possivel.

6- As células isoladas de lesdo nao foram Uteis para a realizagdo do diagnéstico
diferencial pela técnica de Elispot, pois apresentaram secrecdo espontanea de citocinas
inviabilizando os testes de especificidade.

7- Todos os individuos estudados, inclusive sadios, apresentaram grande
guantidade de células de sangue periférico produtoras espontaneas de IL-10 o que
pode estar relacionado aos mecanismos de regulacdo da atividade inflamatoria e

inviabilizou o uso desta citocina em testes de diagnéstico.
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5 DISCUSSAO GERAL

5.1 COMPARACAO ENTRE AS FORMAS CLINICAS DA ESPOROTRICOSE

A esporotricose é doenca fungica cujas formas clinicas mais comuns sdo a
cutanea-linfatica (CL) e fixa (F) (Schubach et al. 2008), como observado na atual
epidemia do Rio de Janeiro. Muito tem sido descrito com relacdo as formas clinicas,
diagnéstico e tratamento, porém dados relacionados a resposta imune do hospedeiro
humano sdo escassos na literatura atual, o que dificulta o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento e prevenc¢ao da esporotricose. Neste sentido, correlacionar os
dados imunolégicos com a apresentacdo clinica da esporotricose pode auxiliar o
manejo dos pacientes.

A comparagdo entre as duas formas clinicas revelou que as lesGes CL
apresentavam maior acometimento da pele, com maior tempo de evolugdo, maior
namero de lesBes (associadas a linfangite), infiltrado mais difuso com envolvimento da
derme nas porc¢des reticular e papilar. O tempo de tratamento necessario para a cura
clinica era significativamente maior nestas lesdes do que naquelas da forma fixa. Foi
observada correlacdo positiva entre o tempo de tratamento e a quantidade de fungos
por area de tecido. Além disso, as lesbes CL apresentaram maior carga fangica do que
as lesdes fixas. Diferengcas entre as formas de apresentagdo da esporotricose com
relacdo as manifestacdes clinicas (Schubach et al. 2008, Carlos et al. 2009) e resposta
imune in vitro (Uenotsuchi et al. 2006) foram relatadas por alguns autores. Foi também
demonstrado que isolados de pacientes com diferentes formas clinicas inoculados em
animais poderia gerar lesdes de gravidade variada (Brito et al. 2007), mas este € ainda

um dado controverso. Kong et al. (2006) observaram que animais BALB/C infectados
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com isolados de pacientes com forma CL apresentavam maior carga fungica do que
aqueles inoculados com isolados da forma F, e associaram o resultado a maior
viruléncia da cepa. Por outro lado, Galhardo et al. (2008), em estudo molecular e de
susceptibilidade aos antifungicos, compararam isolados de pacientes apresentando
forma CL com isolados de pacientes apresentando forma F, oriundos do Rio de Janeiro.
A andlise genotipica mostrou que as cepas do Rio de Janeiro estavam geneticamente
relacionadas e ndo foram associadas as formas clinicas especificas. Nao foram
também observadas diferencas de valores de concentracdo inibitéria minima de
diversos antifungicos entre os isolados de acordo com as formas clinicas. Assim, a luz
do conhecimento atual ndo é possivel afirmar se diferentes isolados podem interferir na
apresentacao clinica da doenca humana.

Nossos dados sugerem a importancia da carga fungica na evolucao das lesdes
humanas e no controle terapéutico da esporotricose. No entanto, vale indicar que o
processo inflamatério na pele é dependente das células residentes assim como
daquelas que migram para o local apés o inicio do estimulo inflamatério. Neste sentido,
a composicao e a organizacdo da reacdo inflamatoria local podem ser determinantes,
tanto para o controle da infeccdo quanto para a destruicdo tecidual com consequente
agravamento das lesfes. Neste sentido, células capazes de produzir e liberar radicais
de oxigénio e/ou hidrogénio, assim como enzimas liticas tem grande importancia neste
processo. Através de estudos in vitro, Cunningham et al. (1979) sugeriram a
importancia dos intermediarios reativos do oxigénio e da elastase neutrofilica na acéo
de neutrdfilos durante a infeccdo esporotricotica humana. Nosso estudo revelou um
infiltrado inflamatério de moderado a intenso principalmente nas lesbes CL com
presenca de macrofagos e NOS2, o que indiretamente sugere o grau de ativagéo
destas células. Além dos macrofagos, era possivel verificar importante concentragdo de
neutrofilos expressando elastase neutrofilica, um marcador de ativagdo. Além disto,
também foi identificada a formac&o de NETs. Ja foi descrito que estas ultimas surgem
por um mecanismo especifico de morte celular com formag¢do de rede de material
nuclear e enzimas que aprisionam e destroem microrganismos (Brinkmann et al. 2004,
Baker et al. 2008, Guimardes-Costa et al. 2009). Foi ainda visto que a formacao de

NETs e a degranulacao de neutrofilos é diretamente relacionada a funcdo de NADPH e
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intermediarios reativos do oxigénio (ROIs). Cunningham et al. (1979) indicaram que o
papel de neutrofilos humanos na resisténcia a infeccdo por S. schenckii in vitro era
conferida pela fagocitose e acdo de intermediarios reativos do oxigénio (ROIs) ou
através da acdo de enzimas degranuladas, como por exemplo, a elastase neutrofilica.
Em revisédo recente, Nathan (2006) discutiu a funcdo de neutrofilos e sugeriu que estas
células seriam componentes-chave da resposta inflamatoria e contribuiriam para o
recrutamento, ativacdo e programacédo de células apresentadoras de antigenos (APC).
Através do contato célula-célula e produtos secretados, neutréfilos recrutariam e
ativariam mondcitos e células dendriticas, através da producdo de TNF-a. No nosso
trabalho encontramos maior nimero de neutréfilos nas lesdes CL aliado as lesdes mais
exuberantes e juntos, os dados sugerem a confirmacéo desta hipdstese.

A observacdo de areas ricas em elastase neutrofilica (microabscessos) foi
frequente nas lesOes ativas de esporotricose, principalmente naquelas com a forma
cutanea-linfatica. A liquefacdo do tecido ou “pus” € causada pela ativagao e liberagao
de proteases. A lesao tecidual €, geralmente, vista como prejudicial, porém a destruicdo
tecidual mediada por neutréfilos, em pequena escala, € um processo que traz beneficio
(Nathan 2006), pois proporciona a desestabilizacdo das fibras de colageno que
impedem o contato de neutréfilos e microrganismos e exerce pressdo nos tecidos
vizinhos. Isto levaria ao colapso de capilares sanguineos e linfaticos evitando a
disseminacado (escape) do agente infeccioso, mantendo-o preso ao ambiente toxico
gerado pelos produtos de secrec¢ao dos neutrdfilos (Nathan 2006). Assim, os neutrofilos
poderiam lisar microrganismos e celulas que estivessem na regido. Enquanto o sitio
estivesse infectado, mais neutrofilos seriam atraidos para o local agravando a leséao
tecidual. Além disso, segundo Venuprasad et al. (2003), neutréfilos secretariam fatores
quimiotaticos para células T e seriam capazes de induzir a ativacdo das células T
atraves da producéo de IFN-y. Nossos resultados, no entanto, demonstram que a maior
concentragdo de neutrofilos era encontrada nas lesbes CL caracterizadas pela
formacao de gomas e disseminacéo linfatica regional.

Observamos neutrdfilos acumulados em areas de grande destruicdo celular,
préximos ou em contato com elementos fungicos concomitante ao acumulo de células

Bax'. A coincidéncia de maior concentracdo de neutrdfilos e células TCD3*CD4" nas
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lesbes CL sugere uma maior intensidade inflamatdria associada a maior envolvimento
do tecido circunjacente. Além disso, o acimulo de CD4 pode de forma indireta manter o
processo inflamatorio local pela producéo de citocinas pro-inflamatorias e moduladoras
da resposta imune.

No presente trabalho, foi observada a correlagdo positiva entre o percentual de
células CD4" e o tempo de evolugdo. O mesmo dado foi observado nas lesdes ativas
de LTA, em estudo recentemente publicado por nosso grupo (Morgado et al. 2008).
Apesar de serem duas doencas de acometimento tegumentar, os agentes etiolégicos
em questdo possuem caracteristicas distintas. Os agentes causais da leishmaniose sdo
parasitos intracelulares obrigatérios, enquanto os elementos flingicos da esporotricose
sdo geralmente extracelulares. Assim, baseados em nossos resultados, podemos
sugerir que o aumento de células CD4" com o tempo de evolucdo possa estar
relacionado a forma com que o sistema imunolégico da pele responde a presenca de
um patégeno, e ndo como uma resposta especifica a um determinado agente
etiologico. O acumulo de células CD4" também foi verificado no modelo murino de
infecgao experimental por L. major (Belkaid et al. 2001, Belkaid et al. 2002). Os autores
demonstraram que a populacdo destas células era constituida por iguais proporcdes de
células regulatérias e células efetoras. A presenca de células regulatérias ja foi
observada em varias infeccdes e este evento tem sido apontado tanto como benéfico
guanto deletério para o controle das infec¢cdes (Zelinskyy et al. 2009, Johanns et al.
2010). O estudo destas células em pacientes com esporotricose ja esta em
andamento.

Ao verificarmos que as lesdes CL apresentavam maior percentual de células
CD4" quando comparadas as lesGes F, a principio levantamos a hipétese de que lesdes
CL apresentavam maior percentual de células CD4" devido ao maior tempo de
evolucéo nesses casos. Porém, ao compararmos apenas lesdes CL e F com menos de
2 meses de evolucéo, esta diferenca continuou sendo observada, ou seja, o percentual
de CD4" ainda era significativamente maior nas lesées CL do que F (dado ndo
mostrado). Assim, os dados sugerem a relagido entre a quantidade de células CD4" e a

intensidade da leséo tecidual mediada pela resposta inflamatoria.
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Foi verificada a presenca de macréfagos, células de Langerhans e células
dendriticas, mas ndo houve diferenca na concentracéo e distribuicdo destas células nos
dois grupos estudados. Como os elementos fungicos do S. schenckii sdo geralmente
extracelulares, a funcdo das células fagociticas pode ser mais relevante para a
apresentacado de antigenos do que para a destruicdo direta do agente infeccioso. No
entanto, dois trabalhos sugeriram a importancia destas células na resposta imune na
esporotricose. Koga et al. (2002) verificaram a presenca de macréfagos e
concomitancia de expressao de IFN-y na periferia dos granulomas formados nas lesdes
de esporotricose. Em 2001, o mesmo grupo ja tinha demonstrado a presenca de células
dendriticas maduras em meio ao processo inflamatério (Koga et al. 2001). Contudo,
nestes dois artigos somente cinco pacientes foram estudados e ndo houve condicfes
de correlacionar os achados com a forma clinica ou a gravidade da apresentacao
clinica. No entanto, a presenca de macrofagos, verificada no presente estudo, em
conjunto com os dados de Koga et al. (2001, 2002) apontam para a participacao destas
células no processo inflamatério das lesGes de esporotricose ndo importando a forma
clinica apresentada.

Neste mesmo contexto, as lesdes CL também apresentavam expressdo de
NOS2 significativamente maior do que as lesbes F. Os intermediarios reativos do
nitrogénio apresentam funcdo importante nos processos patologicos e fisiolégicos.
Carlos et al. (2003) mostraram que componentes da parede de S. schenckii sao
capazes de inibir in vitro o processo de fagocitose e induzir acentuada liberacdo de NO
e TNF-a em culturas de macréfagos. Balish et al. (2005) estudaram camundongos
deficientes em gp91P"™ e NOS2 infectados com Candida albicans. O estudo indicou
gue ROI e RNI ndo seriam necessarios para a eliminacdo de C. albicans fagocitadas,
mas outros fatores seriam suficientes para a morte de fungos fagocitados. A acao
destas moléculas estaria relacionada a limitagdo da disseminacdo do patdégeno para
orgaos internos. Fernandes et al. (2000), em estudo in vitro com macro6fagos murinos,
sugerem que NO é importante mediador citotoxico na defesa contra S. schenckii, mas
gue a viruléncia esta associada a menor susceptibilidade do fungo ao NO. Ainda
observaram que animais infectados com a forma mais virulenta do fungo tinham maior

taxa de mortalidade e maiores niveis de NO sérico. Na maioria das infeccdes, a
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presenca de NO tem sido relacionada a diminuicdo da carga parasitaria e consequente
controle da infeccdo (Stenger et al. 1996, Morgado et al. 2008). No entanto,
recentemente foi publicado artigo em modelo murino de esporotricose disseminada
demonstrando a maior concentracdo de NO nos casos graves em relacdo ao grupo
controle (Fernandes et al. 2008). Os mesmos autores estudaram camundongos NOS2™"
infectados com S. schenckii e sugeriram que apesar de NO ser uma molécula com
atividade antifungica in vitro, poderia estar relacionada a imunossupressao in vivo na
doenca sistémica. Foi ainda verificado que o aumento de NO era acompanhado por
maior numero de elementos fangicos. Estes resultados aparentemente contraditorios
podem estar relacionados ao agente causal, ao modelo experimental utilizado ou a
gravidade da infeccdo produzida. Em nosso trabalho, observamos que as lesdes CL,
caracterizadas por maior reacdo inflamatoria e evolucdo clinica mais exuberante,
apresentaram maior expressdo de NOS2. Estas lesdes ainda apresentaram maior
quantidade de fungos. Os dados do nosso trabalho sugerem que a maior quantidade de
elementos fungicos nas lesdes CL geraria resposta inflamatéria mais intensa, com
maior expressdo da enzima NOS2. Esperava-se a associacdo inversa entre a
expressdo da enzima e a carga fangica, assim como verificado na LTA (Morgado et al.
2008), porém este dado néo foi observado. Como a maior parte dos elementos fangicos
€ extracelular, é possivel que na esporotricose outros fatores participem da eliminagéo
dos elementos fungicos in vivo.

Associado a maior expressdo da enzima NOS2 e maior gravidade das les6es CL
estdo ainda intensa destruicdo tecidual, maior numero de lesdes, maior percentual de
células CD4" e de neutrdfilos (elastase neutrofilica). Em conjunto, estes dados sugerem
que diferentes mecanismos possam atuar durante a infecgdo por S. schenckii. Em
estudo de revisao, Carlos et al. (2009) sugerem que altas concentragcbes de NO
poderiam agir tanto como inibidores da secrecao de citocinas inflamatorias como IFN-y
e IL-2, quanto como indutores de apoptose das células inflamatorias. Devido a esta
aparente contradi¢cdo, outros estudos deverdo ser realizados para clarear estes dados.

As lesbes CL também apresentavam percentual de células B significativamente
maior do que as lesdes F. Os linfocitos B sdo gerados na medula 6ssea e sao as

células responsaveis pela producdo e secrecdo de anticorpos. Além disso, funcionam
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também como células apresentadoras de antigenos (APC), reconhecendo patégenos
ou particulas extracelulares, processando-os e apresentando-os para as células T
(Delves & Roitt 2000a, Delves & Roitt 2000b). As células B ndo parecem acumular-se
nos sitios de infeccdo por patdgenos intracelulares (Von Stebut 2007). Como os
elementos fangicos do S. schenckii podem ser facilmente encontrados no meio
extracelular, a presenca de células B, e consequentemente a producdo de anticorpos
poderia ser importante no controle dinamico da carga fungica através da inducdo dos
processos de fagocitose, ativacdo do complemento ou mesmo ativando a citotoxicidade
dependente de anticorpos. Como foi verificada maior carga fungica nas les6es CL,
maior acumulo de células B, além de outras células de funcédo efetora como os
neutrofilos, o maior estimulo a migracdo destes tipos celulares para a regido seria
provavelmente devido a presenca do fungo no sitio de lesdo. Nado pode ser esquecido
que o acumulo de leveduras poderia tanto indicar um descontrole inicial do processo
inflamatoério quanto uma maior viruléncia de algumas cepas de S. schenckii como
verificado em modelo animal (Neyra et al. 2005, Uenotsuchi et al. 2006, Brito et al.
2007), mas nao comprovado nesta epidemia do Rio de Janeiro (Galhardo et al. 2008).

Quanto aos demais marcadores de atividade inflamatdria, ndo foram observadas
diferencas entre as duas formas clinicas, 0 que mostra que mesmo lesées da forma
fixa, apesar de serem menos graves que as da forma cutanea-linfatica, apresentam
atividade inflamatoria importante. Isto inclui células em proliferacdo (BCI-2" e Ki67"),
ativacdo de endotélio (selectina-E") e recrutamento de células inflamatérias (CLA™).
Também estavam presentes expressdo de Fas/FasL”, Bax" e Granzima B”. A freqiiente
observacdo de células BCL2", Bax" e Granzima B* pode sugerir a modulacdo de
mecanismos de morte celular. Para a melhor identificagdo destas vias de inducdo de
morte, estudos in vitro seriam mais indicados. No entanto, o milieu inflamatério com
secrecdo de citocinas e outros mediadores poderiam modular o bindmio proliferacéo
versus morte celular. O balanco destes fatores seria dindmico e a intensidade da
expressao de cada um destes marcadores poderia variar ao longo da infeccéo.

Nossos resultados indicam que a dinAmica do processo inflamatério € diferente
nas duas formas mais comuns de lesdo de esporotricose — CL e F. Nas formas F, a

resposta imune seria mais equilibrada levando ao controle da infeccdo sem destruicao
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dos tecidos adjacentes, inclusive com a limitacdo da inflamacéo pelo tecido fibroso,
comumente verificado nesta forma da infeccdo. Este cerceamento do processo
dificultaria a disseminacdo do fungo, facilitando seu controle. Ja nas lesdes CL, a
intensidade do processo inflamatério mais difuso, associada a intensa necrose com
formacao de pus, seria o reflexo do desequilibrio da resposta imune. A destrui¢cdo do
tecido poderia facilitar a disseminac¢édo do fungo pelos vasos linfaticos. Este poderia ser
resultado tanto de uma resposta exacerbada do hospedeiro quanto a uma maior
viruléncia do fungo infectante, apesar desta Ultima hipétese ser ainda controversa
(Galhardo et al. 2008). Para esclarecer alguns destes aspectos nos estamos
atualmente quantificando outros marcadores para comparar o tipo e a intensidade de
resposta imune nos dois grupos de pacientes apresentando forma F ou CL da
esporotricose.

Com base nestes resultados podemos concluir que a resposta imunologica
montada pelo hospedeiro, mais especificamente pelo tegumento cutaneo, nas formas
clinicas estudadas mantém um padrdo de celularidade e atividade inflamatoéria, mas
com algumas caracteristicas diferentes (células CD4*, neutréfilos, células B e
expressao de NOS2) que podem ser determinantes para a evolucao da esporotricose.

Estes dados corroboram os achados do estudo de quantificacdo de células
produtoras de IFN-y e IL-10 no sangue periférico e nas lesdes de esporotricose e LTA.

Associado ao fato de lesdes CL apresentarem maior expressao de NOS2 in situ
do que as lesbes F, o estudo das células do sangue periférico mostrou que estes
individuos apresentavam uma tendéncia a menor quantidade de células produtoras de
IL-10 espontaneas (dado ndo mostrado). A expresséo de IFN-y era semelhante entre os
dois grupos. A IL-10 € uma citocina com acdo antiinflamatéria e alguns autores tém
sugerido que uma de suas funcdes seja a de inibir a formagdo de NO pela NOSZ2,
através ativacdo da enzima arginase 1 (Schreiber et al. 2009) envolvida nos
mecanismos de resposta do tipo Th2 (Munder et al. 1999). A arginase tem como funcao
hidrolisar a arginina para formacao de ornitina e foi sugerido que NOS2 e arginase
apresentam modulacdo mutua. A enzima NOS2 controla a arginase ao gerar NO mais
hidroxi-L-arginina que é inibidor competitivo da atividade de arginase (Bogdan 2001).

Por sua vez, a arginase regula a producédo de NO, pois retira do meio extracelular a L-
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arginina disponivel (Modolell et al. 1995, Morris 2004). Como discutido anteriormente,
NO é uma molécula efetora importante na defesa do hospedeiro, mas pode atuar como
agente citotoxico nos processos patologicos (Aktan 2004). Por exemplo, alta
concentracdo de NO tem efeito proapoptdético direto em células T efetoras (Stefani
1994). As lesdes CL apresentariam entdo um menor controle do processo inflamatorio
gerando uma resposta mais intensa, com maior producéo de NO e destruicao tecidual,
0 gue se relacionaria a maior extensao das lesbes CL.

Neste estudo, observamos ainda que individuos sadios apresentavam uma
quantidade significativa de células produtoras de IL-10 em sangue periférico e que o
Ss-Ag era capaz de estimular a producéo destas células nos individuos doentes, assim
como nos individuos sadios (dados ndo mostrados). Alguns fatores de viruléncia ja
foram descritos para S. schenckii, entre eles o peroxido de ergosterol, assim como o
pigmento tipo melanina com acédo protetora aos radicais oxidantes (Sgarbi et al. 1997).
Também ja foi descrito que componentes de parede do fungo poderiam estimular a
producdo de NO e TNF-a (Carlos et al. 2003). E provavel que o estimulo & producéo de
IL-10 seja um fator para a producdo de uma resposta mais equilibrada, com menor
dano tecidual e permanéncia do fungo nas lesdes, porém outros estudos sao
necessarios para confirmar esta hipétese. Como véarios fungos podem apresentar
componentes antigénicos semelhantes, principalmente na composicdo da parede
(Hearn et al. 1990, Melcher et al. 1991, Machetti & Viscoli 2006), ndo se pode descartar

a resposta cruzada com outros fungos.

5.2 COMPARACAO ENTRE AS FORMAS CLINICAS DA ESPOROTRICOSE E
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A esporotricose no Rio de Janeiro se destaca como uma epidemia de
transmissdo zoonotica, tendo o atual ciclo se iniciado a partir do ano de 1998,
mantendo-se até os dias atuais (Barros et al. 2004). Com a epidemia, além dos
problemas relacionados & morbidade da doenca, surgiu a complicacdo do diagndstico
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diferencial. As &reas de aparecimento dos casos se sobrepdem as areas endémicas
para outras doencas granulomatosas de pele, em especial a LTA. Apesar da
semelhanca entre as formas clinicas, em geral o agente etiolégico pode ser
determinado pelo isolamento em cultivo, seja para o fungo ou para o0 protozoario.
Porém em algumas situagfes a identificacdo do agente etioldégico pode ndo ser possivel
seja por contaminacdo das culturas ou mesmo pela baixa carga parasitaria. Os
tratamentos sdo especificos e com medicamentos que apresentam efeitos adversos
bastante significativos, além de ser necessaria terapia prolongada o que torna o
diagnostico diferencial de suma importancia. Quando o agente etiolégico nédo é
visualizado, a utilizagdo de outros meios de diagnoéstico torna-se necessaria. Os testes
de ELISA ou intradermorreagcdo como métodos de diagndstico diferencial ndo sdo
indicados devido a possibilidade de reacfes cruzadas e a obtencéo de resultados falso-
positivos assim como demonstrado por Barros et al. (2004). Em nosso estudo,
observamos que a técnica de Elispot para quantificacdo de células produtoras de IFN-y
poderia ser Gtil como segunda escolha para a determinacdo do diagndstico definitivo,
pois se mostrou uma técnica especifica. Mesmo 0s pacientes que apresentaram
respostas positivas sob estimulo dos dois antigenos, a resposta era sempre maior para
o estimulo especifico. Além disso, 0 método apresenta a vantagem de utilizar sangue
periférico a partir de venopuncdo que consiste em um método menos invasivo do que
uma segunda coleta de fragmento de lesdo para nova tentativa de evidenciacdo do
patdgeno. Por fim, o Elispot tem a vantagem de gerar resultados em 2 dias, enquanto a
cultura precisa de pelo menos 1 més para o cultivo de Leishmania sp e em torno de 10
dias para o cultivo de S. schenckii. Como desvantagem, podemos citar o alto custo e a
necessidade de pessoal especializado, 0 que restringiria seu emprego a centros de
referéncia e hospitais de atendimento terciario.

No tocante ao estudo in situ, a analise do infiltrado inflamatério evidenciou
algumas diferencas importantes entre as lesdes ativas de esporotricose e de LTA. As
lesbes de LTA apresentaram maiores percentuais de linfécitos T da subpopulacéo
CD8", células FasL®, macrofagos e maior expressdo da NOS2, assim como maior
expressao e liberacdo de interferon gamma apos estimulo especifico, caracterizando o

padrdao de resposta da pele aos microrganismos intracelulares. A importancia de
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linfocitos T CD8" e FasL™ na leishmaniose ja foi demonstrada em diversos trabalhos
(Sgarbi et al. 1997, Da-Cruz et al. 2002). A Leishmania sp € parasito intracelular
obrigatorio do sistema fagocitico mononuclear, diferente do S. schenckii que consiste
em um fungo extracelular podendo ser encontrado no interior de células fagociticas.
Assim, o controle da carga parasitaria ha LTA dependeria da ativagcdo dos macrofagos
infectados (Meneghin & Hogaboam 2007) ou da eliminacdo das células parasitadas. A
lise de células-alvo ocorreria via ligacdo Fas/FasL que induz apoptose via ativacao de
caspases (Barry & Bleackley 2002). Nas lesdes de esporotricose a expressao de
células FasL® foi menor, porém presente em todas as lesdes. E provavel que a
participacdo destas células nas lesGes de esporotricose seja na reducdo da
celularidade local, como um mecanismo comum a muitas lesdes de pele, responsavel
pelo equilibrio do processo inflamatério. Greenhalgh (1998) descreve a importancia da
apoptose nos processos de reducdo da celularidade local e inicio da fase de
cicatrizagéo de feridas de pele.

A maior expressdo de interferon gamma sistémico e NOS2 nas lesdes de LTA
também poderiam ser explicadas pelo padrdo de resposta aos microrganismos
intracelulares. O interferon gamma € uma citocina com amplo espectro de a¢éo, sendo
a ativacdo de macrofagos via expressdo de NOS2 uma de suas funcdes. A expressao
de NOS2 nas les@es ativas de LTA ja foi verificada (Morgado et al. 2008) assim como a
funcdo de NO no controle da carga parasitaria (Stenger et al. 1996). Na secdo anterior
discutimos os possiveis efeitos desta molécula na destruicédo tecidual e gravidade das
lesGes de esporotricose, como também o fato de ndo observarmos qualquer correlacao
entre a carga fangica e a expressao de NOS2. Assim, sugerimos que 0 controle da
carga fuangica nas lesdes de esporotricose deva ocorrer por outros mecanismos como a
acdo de anticorpos e a ativagdo de neutrdfilos, células encontradas com grande
freqiéncia nas lesdes CL e em proximidade de elementos fungicos. Ndo podemos
deixar de ressaltar a evidéncia de diferencas de susceptibilidade ao NO entre os
isolados de S. schenckii (Fernandes et al. 2008).

J& o infiltrado inflamatorio das lesGes da forma fixa da esporotricose apresentava
caracteristicas intermediarias aos padrées de resposta aos microrganismos

intracelulares e extracelulares, fato que pode estar relacionado tanto as caracteristicas
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de resposta imune do hospedeiro, quanto a particularidades do patégeno. Apesar disto,
diferencas em relacdo aos isolados do fungo na atual epidemia utilizando estudos
genéticos ou de susceptibilidade aos antifingicos ndo foram observadas, assim como
ndo houve qualquer associacdo entre os diferentes isolados e formas clinicas da
esporotricose (Galhardo et al. 2008).

Foram ainda evidenciadas algumas diferencas com relacdo aos dados clinicos.
As lesbes de LTA apresentaram tempo de evolucédo significativamente maior do que as
lesBes de esporotricose em suas duas formas de apresentacao clinica. Em 6 pacientes
com esporotricose, as lesfes ja estavam bem estabelecidas na segunda semana de
evolucdo, e os pacientes procuraram assisténcia médica (dado ndo mostrado). Por
outro lado, as lesBes de LTA apresentaram desenvolvimento crénico, com tempo de
evolucdo maior do que 2 meses, 0 que explica a diferenca encontrada.

Como era de se esperar, 0s pacientes CL apresentaram, além do
comprometimento linfatico, niamero significativamente maior de les6es do que os
pacientes LTA. No entanto, ja esta descrita a possibilidade de ocorréncia de lesées de
LTA com lesdes multiplas em trajeto de linfatico, semelhantes as formas CL da
esporotricose, e por isto mesmo denominadas formas esporotricéides da LTA (Iftikhar et
al. 2003, Lopes-Bezerra et al. 2006, Bari & Rahman 2008). Na casuistica do VigiLeish
(IPEC-Fiocruz) este tipo de apresentagdo clinica perfaz em torno de 4% dos casos
confirmados de LTA , o que indica que, mesmo na presenca de um caso dito tipico de
forma CL da esporotricose, € necessaria a atencdo ao diagndstico diferencial com LTA.

Nao foi evidenciada diferenca significativa quando os casos de LTA foram
comparados aos pacientes com a forma fixa da esporotricose, 0 que reitera a
necessidade do diagnéstico diferencial, pois sdo lesdes clinicamente semelhantes.
Carlos et al. (2009) definem a forma fixa da esporotricose como uma forma de
resisténcia do hospedeiro, encontrada com maior frequéncia em areas endémicas.
Atualmente o Rio de Janeiro vive uma epidemia (Barros et al. 2004) em que a forma
cutanea-linfatica € a forma clinica mais prevalente. As epidemias tendem a se
estabelecer em determinadas regides até que ocorra um equilibrio entre a quantidade
de individuos susceptiveis e resistentes. E provavel que em futuro préximo, as lesdes

fixas sejam mais prevalentes e neste momento o diagndstico diferencial entre a forma
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fixa da esporotricose e a forma cutédnea localizada da LTA, torne-se ainda mais

importante, j& que estas apresentacdes clinicas se mostram muito semelhantes.
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6 CONCLUSOES

6.1 ESPOROTRICOSE

1- A maior extensdo e potencial de gravidade das lesdes CL poderiam ser
explicadas pela maior intensidade de reacdo inflamatoria in situ o que levaria a
destruicdo tecidual.

2- Outros fatores, que néo a expressdo de NO, poderiam ser responsaveis pela
eliminacdo dos elementos fangicos in vivo na Esporotricose.

3- A resposta imune nas lesdes de forma fixa da esporotricose foi mais
balanceada levando ao controle da infeccdo sem destruicdo do tecido adjacente e
propagacéo do fungo.

4- E possivel que o equilibrio entre a expressdo de IFN-y e resposta humoral

esteja relacionado a patogénese e ao controle da carga fungica na esporotricose.

6.2 ESPOROTRICOSE X LTA

5- Os dados sugerem que o controle da carga fangica nas lesbes de
esporotricose seja provavelmente realizado através de mecanismos efetores secretorios
pela cooperacdo entre neutrofilos e macrofagos caracterizando o padrdo de resposta
aos microrganismos extracelulares. Por outro lado, os mecanismos efetores

responsaveis pelo controle parasitario nas lesfes de leishmaniose dependeria da
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ativacdo de células CD8" e macrofagos através da expressdo de FasL e NOS2,
caracterizando o padréo de resposta aos microrganismos intracelulares.

6- O infiltrado inflamatorio das les6es da forma fixa da esporotricose apresentava
caracteristicas intermediarias aos padrées de resposta aos microrganismos
intracelulares e extracelulares, fato que pode estar relacionado tanto as caracteristicas
de resposta imune do hospedeiro, quanto a particularidades do patégeno.

7- A técnica de Elispot para a quantificacdo de células de sangue periférico Ag-
especificas produtoras de IFN-y se mostrou uma boa ferramenta para a realizacdo do
diagnéstico diferencial entre pacientes apresentando lesdes de esporotricose e LTA
guando a visualizacao ou isolamento do agente etiolégico ndo é possivel.

8- As células isoladas de lesdo nao foram Uteis pra a realizacdo do diagnostico
diferencial pela técnica de Elispot, pois apresentam células antigeno-relacionadas e
nao-relacionadas que se concentram nos sitios de lesé@o, provavelmente em resposta a
ativacado endotelial e tecidual.

9- O antigeno produzido a partir das células fungicas de S. schenckii foi capaz de
estimular a producédo de IL-10, tanto em pacientes quanto nos controles sadios. Por
outro lado, as promastigotas de Leishmania sp foram capazes de inibir a expressao de
IL-10.

6.3 GERAIS

10- Individuos sadios apresentaram grande quantidade de células de sangue
periférico produtoras espontaneas de IL-10 o que provavelmente esteja relacionado a
manutenc¢do da homeostase do organismo, j4 que esta citocina tem sido relacionada a
regulacéo da resposta imune.

11- A resposta imune do hospedeiro, em especial da pele, mantém um padréo
fenotipico e de atividade inflamatéria, porém com algumas peculiaridades (percentuais
de células CD4", células B, neutrofilos e expressdo de NOS2) que se relacionam com o

quadro clinico e a progresséo da doenca.
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12- O sistema imune da pele é um sistema complexo capaz de responder a
diferentes patégenos e de montar padrées de resposta mais adaptados ao controle de
cada microrganismo.

13- A apresentacdo clinica poderia ser o resultado da associacdo entre
caracteristicas do sistema imune do hospedeiro e de particularidades do agente

etioldgico.
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7 PERSPECTIVAS

O estudo de outras funcdes celulares do processo inflamatério e dos
mecanismos regulatérios envolvidos na reacdo inflamatéria em diferentes
apresentacoes clinicas da esporotricose, assim como de outras infec¢des de pele, pode
auxiliar a montar um painel de resposta imune do tegumento cutaneo. Estes resultados
poderdo auxiliar no desenvolvimento de novas drogas e iminoterapicos, assim como

facilitar o manejo dos pacientes acometidos.
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ANEXOS

a - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — LESOES ATIVAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
LEISHMANIOSE

Instituicdo: Instituto Oswaldo Cruz e Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas /FIOCRUZ

Titulo_do _Projeto: “: “Influéncia da resposta imune in situ na evolugcdo de doencas infecto-

parasitarias caracterizadas pela presenca de reacdo granulomatosa cronica. Havera
correlacdo entre a evolucdo das lesbes de esporotricose, leishmaniose, tuberculose,
hanseniase e paracoccidioidomicose e o fendmeno inflamatério localizado” (protocolo 014/
2002)

coordenador: Fatima da Conceicéo Silva MD, PhD

Nome do Voluntéario:

.................................................................................................................. , declaro que sou

voluntario no estudo sobre LEISHMANIOSE. Fui informado que este estudo € para obter
mais conhecimentos sobre a minha doenca que se chama Leishmaniose. A minha
participacdo em nada alterard o atendimento e acompanhamento meédico que se faz
necessario para diagnosticar e tratar a minha doenga. Os resultados deste estudo ndo me
beneficiardo diretamente, mas poderdo no futuro beneficiar outras pessoas que também
tenham a minha doenca. Todos o0s resultados serdo relatados a minha pessoa e
considerados confidenciais, podendo os mesmos serem divulgados na forma de

comunicacao cientifica. Entretanto ndo seré permitido a minha identificagao.

Pelo responsavel fui informado de que:
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1- Este documento procura fornecer informacdes sobre a Leishmaniose e 0 que sera
realizado, detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos
potenciais. Poderei recusar-me a participar da pesquisa ou, mesmo, dela me afastar em
qualquer tempo, sem que este fato me venha a causar qualquer constrangimento, e que
0o acompanhamento clinico, o tratamento e o controle de cura em nada serédo
modificados pela minha desisténcia. Os exames e procedimentos aplicados serdo
gratuitos.

2- Os investigadores se obrigam a nao revelar minha identidade em qualquer publicacao
resultante deste estudo, assim como, poderdo interromper minha participacdo, a
qualquer tempo, por razdes técnico/ médicas quando, entdo, me serdo fornecidos
aconselhamentos e orientacao.

3- Antes de assinar este Termo, devo me informar plenamente sobre o mesmo, néo
hesitando em fazer perguntas sobre qualquer aspecto que julgar conveniente
esclarecer. E importante estar ciente das seguintes informacoes:

A- O problema de salde objeto da investigacao:
A leishmaniose € uma doenca da pele de gravidade variavel de acordo com a reacdo do
organismo do doente. E causada por um micrébio denominado Leishmania. Ainda ndo
existe uma forma de prevencéo, como vacinas para esta doenca.

B- Objetivo da investigacao:
O objetivo principal deste trabalho é estudar a resposta imunolégica dos pacientes para que
possamos deste modo tentar evidenciar um tipo de reposta protetora (benéfica).O
conhecimento desta resposta podera ser importante para se tentar prever a evolugcdo da
doenca e com isto tentar evitar ou minimizar as formas graves. Além disto, o melhor
conhecimento desta doenca pode propiciar no futuro o desenvolvimento de novos
tratamentos e mesmo de uma vacina.

C- Exames, procedimentos e tratamento que serao utilizados:
Nesta investigacdo esta previsto o estudo da resposta imunolégica dos voluntarios
provenientes de areas endémicas de leishmaniose. Os voluntarios fardo um teste na pele
(injecdo de 0,1 ml), chamado teste de Montenegro, para auxiliar no diagnostico da doenca.
Sera coletado sangue da veia (20 ml) antes e ap0s o tratamento com antimonial. Este

sangue servira para fazer alguns exames de esclarecimento diagnostico e também para a
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pesquisa. Além disso, sera retirado um fragmento de bidpsia de lesdo que sera dividido em
partes para o diagnostico da doenca, isolando o parasita, e para o estudo cientifico. Todos
estes procedimentos sdo usados na rotina de diagnéstico e servem para confirmar que
estou com Leishmaniose. Em alguns casos, e mediante meu consentimento formal para
este procedimento, podera ser coletada uma segunda biopsia, guardando os cuidados
necessarios e mediante aviso e esclarecimento preévio.

D- Beneficios:
O estudo da resposta imune em pacientes com leishmaniose tem apontado para um
importante papel de algumas células e fatores imunolégicos na evolugdo da doencga. No
entanto, mais estudos sao necessarios para que possamos tentar esclarecer o seu papel na
regulacdo da resposta imune levando a cura ou a protecdo da Leishmaniose. Estes
conhecimentos poderéo fornecer importantes contribuicdes para se prever a evolucao desta
enfermidade nos individuos doentes e, para que possamos estabelecer uma futura vacina
para a leishmaniose.

E- Inconvenientes:
A reacao positiva ao teste de Montenegro se acompanha de inflamacéao restrita a area de
aplicacdo do teste na pele. Este, no entanto, € o teste padrdo para o diagnéstico da
leishmaniose tegumentar. A coleta de sangue pode produzir em alguns casos hematoma
(rouxiddo) local que desaparece em 3 a 5 dias. A biopsia é feita sob anestesia no local da
lesdo (ferida). A lesdo é mantida sob tratamento local e curativo para manter a limpeza.
Serei informado de cada passo para faze-la pelo médico responsavel.

F- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais:
N&o ha riscos potenciais visto que os procedimentos que serdo utilizados durante este

trabalho s&o os rotineiramente usados para o diagndstico da leishmaniose tegumentar.

Declaro estar ciente do inteiro teor deste Termo de Consentimento, decidindo-me a participar da
investigacdo proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter recebido respostas
satisfatérias a todas elas, e ciente de que poderei voltar a fazé-las a qualquer tempo assim
como abandonar o estudo caso queira. Declaro dar meu consentimento para participar
desta investigacdo recebendo uma copia do Termo, estando ciente, ainda, de que uma

outra cOpia permanecera registrada nos arquivos do laboratorio responsavel pela pesquisa.



local e data:
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Nome do voluntario:

Endereco

assinatura:

Nome da testemunha:

Assinatura:

Nome do investigador /

meédico reponsavel:

assinatura:
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b - TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE

Eu, FATIMA CONCEICAO-SILVA , coordenadora e FERNANDA
NAZARE MORGADO, aluna do projeto de pesquisa intitulado “Esporotricose: uma

patologia e um modelo para o estudo da influéncia da resposta imune sistémica e in situ

na evolucdo de doencas infecto-parasitarias de acometimento tegumentar”,

comprometo manter a confidencialidade assim como a privacidade dos participantes do

projeto.

A identidade dos participantes, assim como o0s resultados obtidos com este projeto,

serdo mantidos em um banco de dados sob a minha responsabilidade.
Os resultados obtidos com esta pesquisa serdo divulgados em comunicacgdes cientificas

mantendo o anonimato dos participantes e o material utilizado ndo sera empregado em

outras pesquisas, a hdo ser qguando abertos novos protocolos.

Rio de Janeiro,15/04/2005.

Fatima Conceicao Silva

Fernanda Nazaré Morgado



