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Miranda, L. H. M. Padronizacao da reacao de imuno-histoquimica, utilizando soro
policlonal de coelho anti-Sporothrix schenckii, para o diagnéstico da
esporotricose canina. Rio de Janeiro, 2009. 68 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa
Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

REsumo

O aumento do numero de casos de esporotricose em caes descrito desde 1998 no Rio
de Janeiro, aliado a escassez de leveduras nas lesdes nestes animais requerem
métodos diagndsticos rapidos e sensiveis. A sobreposicdo de areas endémicas e a
ocorréncia de reacdo cruzada em testes sorolégicos entre a esporotricose e a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Rio de Janeiro enfatizam a relevancia do
diagnéstico diferencial entre elas. A imuno-histoquimica (IHQ) € um método sensivel e
especifico e pode ser uma alternativa ao diagnéstico. O presente estudo teve como
objetivo descrever os achados histopatol6gicos das lesées cutaneas de esporotricose e
LTA em cées, padronizar a técnica de IHQ utilizando soro anti-Sporothrix schenckii em
lesbes cutaneas de esporotricose canina, comparar esta técnica com as técnicas
histoldégicas convencionais e investigar a ocorréncia de reacdes cruzadas com
Leishmania sp.. A analise histopatoldgica foi realizada em 94 casos de esporotricose e
35 casos de LTA. As lesdes foram caracteristicamente granulomatosas supurativas nas
duas doencas. Contudo, os granulomas supurativos bem formados e ricos em
neutréfilos e o infiltrado inflamatoério periférico perivascular, perifolicular e intersticial
elevaram a chance do diagnéstico de esporotricose. Os granulomas mal formados € o
infiltrado inflamatério periférico difuso com presenca de linfécitos e macréfagos
favoreceram o diagndstico da LTA. A pesquisa de leveduras foi realizada em 87 casos.
A impregnacdo pela prata de Grocott e a IHQ detectaram leveduras em,
respectivamente, 43,7% e 65,5% dos casos, e as duas técnicas associadas em 74,7%
dos casos. A deteccao de antigenos de S. schenckii pela IHQ elevou a sensibilidade do
diagnéstico histolégico a 80,5%. Nas lesées de LTA utilizadas como controle negativo
para a IHQ, nenhum tipo de marcacdo ocorreu. Assim, diante de quadros
histopatolégicos compativeis com o descrito para esporotricose, a IHQ é um método
complementar ao diagndstico histologico, garantindo maiores sensibilidade e
especificidade aos resultados.

Palavras-chave: Esporotricose, Leishmaniose Tegumentar Americana, cé&o,
histopatologia, imuno-histoquimica.
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Miranda, L. H. M. Standardization of the immunohistochemistry reaction using anti-
Sporothrix schenckii rabbit policlonal serum for the diagnosis of canine
sporotrichosis. Rio de Janeiro, 2009. 68f. Dissertation [Master degree in Clinical
research in infectious diseases] — Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

The increase in the number of cases of canine sporotrichosis in Rio de Janeiro
described since 1998, along with the scarcity of yeast cells in canine lesions demand
fast and sensible diagnostic methods. The overlap of endemic areas in Rio de Janeiro
and the ocorrence of cross-reaction between sporotrichosis and american tegumentary
leishmaniasis (ATL) in serological tests emphasize the relevance of their differential
diagnosis. Immunohistochemistry (IHC) is a sensible and specific method and can be an
alternative for the diagnosis. The present study aims to describe the histolopathological
findings of sporotrichosis and ATL cutaneous lesions in dogs, to standardize IHC
technique using anti-Sporothrix schenckii serum in canine sporotrichosis cutaneous
lesions, to compare this technique with histological conventional techniques and to
investigate the ocorrence of cross-reactions with Leishmania sp.. Histopatological
analysis was made in 94 cases of sporotrichosis and 35 cases of ATL. The lesions were
typically suppurative granulomatous in both diseases. However, the well organized and
neutrophil-rich suppurative granulomas and the perivascular, perifollicular and intersticial
periferic inflammatory infiltrate increased the chance for the sporotrichosis diagnosis.
The poorly organized granulomas and diffuse periferic inflammatory infiltrate with
lymphocytes and macrophages support the ATL diagnosis. The investigation of yeast
cells was performed in 87 cases. Grocott’s silver stain and IHC detected yeast cells in
43,7% e 65,5% of cases respectively, and both techiques together in 74,7% of cases.
The detection of S. schenckii antigens by IHC increased the sensibility of histologic
diagnosis to 80,5%. In ATL lesions, which were used as negative control for IHC, no
positive reaction was detected. Thus, in cases with histopathological presentation
consistent with that described for sporotrichosis, IHC is an efficient complementar
method for histologic diagnosis promoting increased sensibility and specificity to results.

Keywords: Sporotrichosis, American Tegumentary Leishmaniasis, dog, histopathology,
immunohistochemistry.
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1. INTRODUGCAO

1.1 ESPOROTRICOSE

A esporotricose € uma micose subcutanea, de evolucdo subaguda ou crénica,
que acomete o homem e numerosos animais e se encontra dispersa mundialmente.
Seu agente etioldgico, o fungo dimoérfico Sporothrix schenckii, € encontrado em grande
variedade de substratos, como vegetagao, em solos Umidos e em matéria organica em
decomposicao (Schell, 1998).

A transmissao da esporotricose geralmente ocorre pela inoculacao traumatica do
fungo na pele a partir de uma fonte infectante (Rippon, 1988). Diversos relatos de
casos em individuos envolvidos em atividades relacionadas a manipulacao de plantas e
solo, como jardineiros, floristas e fazendeiros, associam a ocorréncia da doenga a
exposicao ocupacional ao agente etioldgico (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

A inoculagédo de S. schenckii também pode ocorrer através de mordedura ou
arranhadura de animais ou pelo contato com o exsudato de suas lesées (Dunstan et
al., 1986; Kauffman, 1999; Barros et al, 2004). O felino doméstico € considerado a
maior fonte de transmissdo zoondtica da esporotricose, pois apresenta grande
guantidade de leveduras de S. schenckii em suas lesdes (Schubach et al., 2004).

Clinicamente, a doengca acomete a pele e tecido subcutaneo e se caracteriza
pelo desenvolvimento de lesdes de aspecto variavel. Estas lesdes podem ser
ulceradas, nodulares, tuberculbides, cisticas, gomosas, ulcero-vegetantes, verrucosas

ou em placa. A apresentacao cutaneo-linfatica é freqlente, principalmente em seres



humanos, e se caracteriza pela formagcdao de lesbes cutdneas que acompanham o
trajeto de vasos linfaticos (Barros et al., 2001, 2004). Ocasionalmente, a transmissao
ocorre pela inalacdo de conidios, favorecendo o aparecimento da forma pulmonar. A
difusdo do agente pela via linfo-hematogéncia favorece a forma disseminada (Kwon-

Chung & Bennett, 1992).

1.2 HISTORICO

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

De Beurmann & Ramond descreveram a doenga na Franga pela primeira vez em
1903 (De Beurmann & Ramond, 1903) e, em 1905, o fungo isolado foi classificado
como Sporotrichum beurmanni por Matruchot & Ramond (Apud Rippon, 1988). Em
1910, Matruchot descreveu novamente o micro-organismo, nomeando-o Sporotrichum

schencki (Apud Rippon, 1988). Esta designacdo foi utilizada até a década de 60,



quando estudo realizado por Charmichael (1962) demonstrou tratar-se do mesmo
micro-organismo referido por Hektoen & Perkins (1900) e o fungo foi nomeado
definitivamente como Sporothrix schenckii.

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

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

A esporotricose geralmente é observada de forma esporadica, em casos
isolados e pequenos surtos familiares ou profissionais, com contaminacao a partir de
uma fonte de infeccdo comum (Campos et al., 1994; Bustamante & Campos, 2001;
Lopes-Bezerra et al., 2006).

A maior epidemia de esporotricose descrita até o momento ocorreu em
Witwatersrand, na Africa do Sul, na década de quarenta, e envolveu mais de trés mil
mineradores, infectados a partir da inoculagéo do fungo, presente em vigas de madeira

contaminadas na estrutura das minas (Brown et al., 1947).



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

No Brasil, desde 1998, no estado do Rio de Janeiro, a esporotricose vem sendo
descrita como uma epidemia, relacionada a transmissao pelo felino doméstico (Barros
et al., 2001, 2004; Schubach et al., 2004). Durante o periodo de 1998 a 2004, 759
casos humanos, 1503 casos felinos e 64 casos caninos foram diagnosticados no
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) (Schubach et al., 2008). Dentre
0s casos humanos registrados, 83% revelaram ter tido contato com gatos com
esporotricose e, destes, 56% relataram episodio de arranhadura ou mordedura por
estes animais (Schubach et al., 2008).

A transmisséo zoonética pelo felino doméstico foi reconhecida pela primeira vez
por Read & Sperling, em 1982, com o acometimento de diversos membros de uma
familia, um estudante de veterinaria e um assistente a partir da manipulagdo de um
gato infectado (Read & Sperling, 1982). Observagdes semelhantes foram descritas
também por Dunstan e colaboradores (1986) e Larsson e colaboradores (1989). Em
estudo posterior, a utilizacdo de métodos moleculares revelou isolados idénticos de S.
schenckii em lesdes de um gato e do veterinario que 0 manipulou, demonstrando a
transmissao zoonatica da esporotricose (Reed et al., 1993a).

O isolamento de S.schenckii de fragmentos de unhas e de swabs orais de gatos
infectados aponta para o potencial do felino para transmissao da doencga por meio de

suas arranhaduras ou mordeduras (Schubach et al., 2001a, 2002a). Além disso, a



grande quantidade de leveduras encontrada nas lesées de gatos com esporotricose
permite a transmissao pelo contato com estas lesdes e sugere a ocorréncia da doenca
em pacientes humanos sem histérico de traumas (Barros et al., 2001; Schubach et al.,

2002a).

1.3 ESPOROTRICOSE ANIMAL

A infecgdo experimental por S. schenckii ja foi descrita por diversos autores em
diferentes espécies de animais (Schenck, 1898; Hektoen & Perkins, 1900; Lutz &
Splendore, 1907; De Beurmann & Gougerot, 1909) .

A esporotricose animal naturalmente adquirida é considerada pouco comum.
Apds os primeiros relatos em ratos (Lutz & Splendore, 1907), a doenca foi descrita em
grande variedade de hospedeiros, incluindo caes, gatos, cavalos, bois, camelos,
golfinhos, ovelhas, mulas, aves, porcos, ratos, tatus e primatas ndo humanos (Werner

& Werner, 1994; Welsh, 2003).

1.3.1 ESPOROTRICOSE CANINA

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

No Brasil, o primeiro caso de esporotricose canina naturalmente adquirida foi
apresentado em congresso por Souza, em 1957 (Apud Migliano et al., 1963). Em 1963,
Migliano e colaboradores descreveram mais dois casos em Sao Paulo. Ao longo das

décadas seguintes, casos isolados foram descritos na literatura (Londero et al., 1964;



Freitas et al., 1965; Koehne et al., 1971; Dion & Speckman, 1978; Goad & Goad, 1986).
Até a década de 90, uma casuistica envolvendo 12 casos era a maior descrita até o
momento em caes (Freitas et al., 1965).

A partir de 1998, devido a situacao epidémica da doenca no Rio de Janeiro,
houve um aumento do nimero de casos em caes nesta regido. Na maioria dos casos
observados nesta epidemia, foi relatado contato dos caes infectados com gatos com
esporotricose, 0 que sugere participacao do felino na transmissao da doenca para os
caes. Entretanto, ndo ha registro da transmissao zoonética a partir dos caes infectados
(Schubach et al., 2006).

A esporotricose canina se caracteriza por lesdées cutaneas ulceradas localizadas
principalmente no nariz, pavilhdo auricular e membros (Freitas et al., 1965; Farias et al.,
1997; Schubach & Schubach, 2000; Schubach et al., 2006; Santos et al., 2007a).
Macroscopicamente, as lesdes cutaneas se apresentam nodulares e evoluem para
ulceragéo (Schubach et al., 2006). A forma cuténeo-linfatica, as lesées disseminadas e
o acometimento osteoarticular e de mucosas também podem ocorrer (Goad & Goad,
1986; Schubach et al., 2006; Cafarchia et al., 2007).

Devido a semelhanca das lesbes cutaneas, o diagnédstico diferencial inclui
diversas outras enfermidades de etiologia fungica, como a criptococose, a blastomicose
e a histoplasmose (Schubach et al., 2006; Santos et al., 2007a).

No Rio de Janeiro, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é considerada o
principal diagnéstico diferencial da esporotricose, pois, além de clinicamente
semelhantes, apresentam sobreposicdo de areas endémicas. Aliado a isto, a
positividade no teste intradérmico de Montenegro e em testes sorolégicos para

leishmaniose nos cdes com esporotricose (Schubach et al., 2001b, 2002b; Santos et



al., 2007a), semelhante ao que ocorre em humanos (Barros et al., 2005), evidencia a

necessidade de se estabelecer o diagnéstico diferencial entre elas.

1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico definitivo da esporotricose € realizado pelo isolamento e
identificacdo do agente em cultivo a partir de amostras clinicas (Kwon-Chung &
Bennett, 1992). O material é geralmente obtido por meio de swab, aspirado ou biopsia
de lesao e semeado em agar Sabouraud dextrose a 25°C Kauffman, 1999).

O exame histopatolégico € uma ferramenta auxiliar para o diagnostico da
esporotricose, sendo importante principalmente quando a realizacdo de cultura fingica
nao esta disponivel (Rodriguez & Sarmiento, 1998; Barros et al., 2005). As amostras
clinicas utilizadas para a realizacdo deste exame sdo amostras teciduais obtidas por
biopsia e fixadas em formol. Para facilitar a visualizagdo do agente em cortes
hsitolégicos, sdo aplicadas técnicas especiais de histoquimica, como a impregnacao
pela prata de Grocott e a coloracao pelo acido periédico de Schiff (PAS).

Os ensaios imuno-enzimaticos para deteccdo de anticorpos também tem sido
utilizados para sorodiagnéstico de esporotricose e monitoramento terapéutico em seres
humanos (Penha & Lopes-Bezerra, 2000; Bernardes-Engemann et al., 2005; Almeida-
Paes et al., 2007). A sorologia € uma alternativa Gtil particularmente em casos em que
os resultados dos métodos micoldgicos tradicionais sao negativos (Lopes-Bezerra et
al., 2006).

De acordo com alguns estudos, as técnicas de diagnéstico molecular, como a

reacdo em cadeia da polimerase (PCR), permitem a deteccao rapida e especifica de S.



schenckii (Kano et al., 2001; Hu et al., 2003; Kanbe et al., 2005), por meio da aplicacéo
de segmentos especificos de DNA e, quando disponiveis, podem ser uma alternativa

ao diagnostico.

1.4.1 EXAME DIRETO

A técnica para exame direto mais utilizada para qualquer espécie fungica é a
montagem com hidréxido de potassio a 10%, que é gotejado sobre a lamina e
misturado a amostra. O exame direto € geralmente realizado no exsudato da lesao
(Rippon, 1988).

Neste procedimento, a parede fungica ndo € danificada e alguns artefatos e
células do tecido sao dissolvidos (Rippon, 1988). Entretanto, este método é
considerado pouco sensivel para o diagnéstico de esporotricose humana e canina
devido a escassez de leveduras nestas lesdes (Barros et al., 2004; Schubach et al.,

2006).

1.4.2 CULTIVO MICOLOGICO

As colbnias observadas a 25°C tem aspecto Umido e superficie rugosa. Sua
coloracédo varia com o tempo, apresentando-se inicialmente brancacenta e, depois,
enegrecida (Lopes-Bezerra et al., 2006). Os conidios podem ser enegrecidos ou
hialinos e encontram-se dispostos ao longo das hifas septadas, formando arranjos
semelhante a ramos de flores (Kauffman, 1999).

O dimorfismo de S. schenckii pode ser demonstrado em subcultivos incubados a

temperatura de 37°C, quando o fungo se apresenta leveduriforme e se reproduz por



brotamento. O crescimento da fase de levedura in vitro pode ser obtido em meios
enriguecidos, como agar infusdo de cérebro e coracdo (Brain-Heart Infusion - BHI)
(Kauffman, 1999). As colbnias obtidas sdo brancas e cremosas, apresentando,
microscopicamente, estrutras leveduriformes, geralmente em forma de charuto ou

arredondadas, das quais podem partir brotamentos claviformes alongados.

1.4.3 EXAME HISTOPATOLOGICO

Microscopicamente, as lesdes cutaneas de esporotricose em seres humanos
caracterizam-se por processo inflamatério granulomatoso supurativo (De Beurmann &
Gougerot, 1907; Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963).

Os granulomas sao formados por agregados de células do sistema mononuclear
fagocitario (SMF) em diferentes estagios de ativacao (Adams, 1976; Hirsch & Johnson,
1984; Coelho, 1999). Os granulomas supurativos apresentam colecdes de neutréfilos
associadas aos agregados de células do SMF (Ackerman et al., 1997) e séao
geralmente associados a doencas causadas por agentes infecciosos (Hirsch &
Johnson, 1984; Ackerman et al., 1997).

Na esporotricose humana, os granulomas supurativos observados sao
denominados “esporotricéticos” e sao caracterizados pela presenca de uma zona
central supurativa, uma zona intermediaria de fagdcitos mononucleares e uma zona
externa linfo-plasmocitaria (De Beurmann & Gougerot, 1907; Moore & Ackerman, 1946;
Lurie, 1963). Alguns autores descrevem também a ocorréncia de granulomas do tipo
tuberculdide (Pinkus & Grekin, 1950; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964). Quanto a
distribuicdo, os granulomas podem se apresentar isolados, caracterizando padrao

nodular, coalescentes, levando ao padrao difuso ou em padrao intersticial, separando
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as fibras colagenas (Moore & Ackerman, 1946; Gadelha & Talhari, 1982). As células
gigantes multinucleadas e a hiperplasia pseudoepiteliomatosa também podem estar
presentes nas lesdes cutadneas(Kauffman, 1999).

De acordo com estudos experimentais, o quadro histopatolégico varia com o
estagio da doenca, revelando inicialmente a formacao de abscessos, com participacao
de macroéfagos e linfécitos, associados a grande quantidade de leveduras. Quando os
macrofagos se tornam ativados e se diferenciam, formando os granulomas, a
quantidade de leveduras diminui, acompanhada da reducédo dos abscessos € aumento
do numero de plasmacitos (Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Hiruma et al., 1988).

Os estudos acerca da histopatologia da esporotricose em cdes sdao escassos,
mas geralmente descrevem lesdes apresentando processo inflamatério crénico
inespecifico ou granulomatoso, com presenca de células gigantes multinucleadas
(Schubach et al., 2006; Santos et al., 2007a). Embora estes achados sejam
comumente observados, ndo sao considerados especificos, podendo estar presentes
na LTA, em outras enfermidades fungicas ou em outras doencas de acometimento
cutaneo (Schubach et al., 2006; Santos et al., 2007a).

As leveduras de S. schenckii observadas no tecido sdo ovais ou em forma de
charuto, com tamanho variando entre 4,0 e 6,0 um (Kauffman, 1999), e podem exibir
brotamento, geralmente Unico, e de base estreita (Schwarz, 1982). Na coloracéo pela
hematoxilina-eosina (HE), as leveduras podem apresentar um halo claro ao seu redor
(Kligman & Baldridge, 1951; Schwarz, 1982). Em cortes histolégicos corados pela HE,
as leveduras de S. schenckii devem ser diferenciadas das formas amastigotas de
Leishmania sp., uma vez que o tamanho e o formato das duas é semelhante (Barros et

al., 2005; Schubach et al., 2006). As formas amastigotas se apresentam ovaladas,
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arredondadas ou piriformes, medindo entre 1,5 X 3,0 e 3,0 X 6,5 um, com citoplasma
fracamente corado (Genaro, 2002), apresentando nucleo excéntrico e um cinetoplasto,
visto como um ponto ou um bastao basofilico. A presenca de restos celulares, comum
na lesao tecidual, também pode ser confundida com qualqguer um dos dois micro-
organismos (Barros et al., 2005).

A utilizacao de técnicas especiais de histoquimica, como a da impregnacgao pela
prata de Grocott e a coloragao pelo PAS, permite definir a etiologia fungica, por meio
da visualizacdo de leveduras nos cortes histolégicos (Kwon-Chung & Bennett, 1992).
Ainda assim, a identificacdo do agente etiolégico por métodos morfoldégicos nem
sempre € possivel, uma vez que as leveduras de S. schenckii sdo geralmente escassas
nas lesdes de esporotricose no homem e no cao (Moraes & Miranda, 1964; Schubach
et al., 2006; Santos et al., 2007a). Além disso, estas técnicas sao aplicadas para
qualquer espécie fungica e, embora uma observacdo cuidadosa da morfologia da
levedura e do tipo de gemulagdo do fungo possa sugerir a sua espécie, isto nem
sempre é possivel (Reed et al., 1993b). Na impregnacao pela prata, a precipitacdo do
corante pode levar a formacao de artefatos, redondos e enegrecidos, que podem ser
confundidos com leveduras (Moskowitz et al., 1986).

Em lesGes de esporotricose, a presenca de S. schenckii no tecido é descrita
também na forma de corpo asterdide, visualizado na coloracédo pela HE e no qual se
observam prolongamentos eosinofilicos, irradiando de uma levedura central (Pinkus &
Grekin, 1942; Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964). A
natureza desta estrutura ainda nao foi totalmente elucidada, mas acredita-se que os
prolongamentos eosinofilicos estejam relacionados a deposicdo de complexos

antigeno-anticorpo e restos de células inflamatérias do hospedeiro (Da Rosa et al.,
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2008; Hussein, 2008). Estudos recentes sugerem que o corpo asterdide funciona como
um elemento de resisténcia do micro-organismo, uma vez que a levedura central
demonstra viabilidade (Da Rosa et al., 2008). Embora este achado, em muitos casos,
seja freqliente em lesdes de esporotricose, sabe-se que nao é especifico da doenca

(Moore, 1946; Narisawa et al., 1989; Hussein, 2008).

1.4.4 IMUNO-HISTOQUIMICA

A imuno-histoquimica (IHQ) é um método imunoloégico que permite a
demonstracado de antigenos presentes no tecido, por meio da utilizacdo de anticorpos
primarios especificos. A positividade deste método é baseada na ocorréncia de
ligacbes antigeno-anticorpo, demonstradas pela formacao de cor no tecido, visivel ao
microscépio 6ptico (Ramos-Vara, 2005).

Para que a ligagao antigeno-anticorpo seja visualizada pelo microscopico 6ptico,
€ necessaria a utilizacdo de sistemas de deteccdo. Estes sistemas utilizam enzimas
que, em presenca do respectivo substrato e de um cromdégeno, produzem cor no local
onde ocorre a ligacao antigeno-anticorpo. O sistema estreptavidina-peroxidase (Figura
1) é considerado especialmente sensivel e consiste na aplicacdo de um anticorpo
secundario biotinilado, que reconhece o anticorpo primario ligado ao antigeno. A seguir,
um reagente contendo moléculas de estreptavidina conjugadas a enzima peroxidase é
adicionado. A estreptavidina se liga com avidez a biotina do anticorpo secundario. A
formacao de cor ocorre quando o peréxido de hidrogénio, substrato da enzima

peroxidase, € adicionado a reacao juntamente com o cromégeno (Ramos-Vara, 2005).
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Embora a IHQ possa ser utilizada em tecidos fixados por formol e incluidos em
blocos de parafina, a fixacdo por formol pode modificar a estrutura de algumas
proteinas, dificultando ou impossibilitando o reconhecimento de antigenos no tecido
pelos anticorpos primarios especificos. Para reverter o efeito da fixacdo sobre os
antigenos, diversos métodos de recuperacao antigénica encontram-se disponiveis para
serem utilizados nos protocolos de IHQ (Ramos-Vara & Beissenherz, 2000; Yaziji &
Barry, 2006). De acordo com Ramos-Vara & Beissenherz (2000), cerca de 84% dos
antigenos fixados em formol requerem algum método de recuperacao antigénica para
serem reconhecidos pelos anticorpos especificos, sendo o método de aquecimento em

vapor o mais eficiente para a maioria dos anticorpos testados.

ANTICORPO SECUNDARIO
BIOTINILADO
. ESTREPTAVIDINA
ANTICQRPO ~— - PEROXIDASE
PRIMARIO /A

ot hew —

. At O b e A AR 5

Figura 1 — Reacéao de imuno-histoquimica. Método de estreptavidina-peroxidase.
Fonte: Ramos-Vara, 2005.
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A utilizagdo da IHQ para identificagdo de S. schenckii demonstra resultados
satisfatorios em lesées de esporotricose humana (Marques et al., 1992; Rodriguez &
Sarmiento, 1998), sendo descrita uma maior sensibilidade deste método quando
comparado com as técnicas especiais de histoquimica. Além disso, a IHQ permite a
identificacdo especifica do agente etiolégico, uma vez que é baseado em uma reacao

antigeno-anticorpo, elevando a eficacia do diagndstico histoldgico.
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2. JUSTIFICATIVA

A esporotricose canina é considerada pouco frequente e apresenta baixo
potencial zoondtico, mas o seu diagnostico pode contribuir para investigacao da
esporotricose felina, uma vez que o0s casos notificados em caes geralmente sao
relacionados a um contato prévio com um gato infectado, definido como principal fonte
de transmissao zoonotica de esporotricose. (Santos et al., 2007a).

Além disso, no periodo de 1998 a 2003, o Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO) do IPEC
acompanhou um numero elevado de casos de esporotricose e LTA em caes
apresentando lesdes cutdneas (Schubach et al.,, 2006; Santos et al., 2007a). O
diagnéstico diferencial entre as duas doencas é realizado freqlientemente com base
em evidéncias clinico-epidemiologicas e em testes sorolégicos. No entanto, um indice
de positividade significativo na sorologia para leishmaniose € descrito em céaes e
humanos com esporotricose (Barros et al., 2005; Santos et al., 2007a). A ocorréncia
destas reacbes cruzadas em caes com esporotricose pode levar a falsos diagnésticos
de leishmaniose e a eliminacdo desnecessaria desses animais (Reed et al., 1990;
Santos et al., 2007a).

Desta forma, a demonstracdo do agente etiol6gico a partir do material obtido de
lesbGes cutaneas € necessaria para que seja estabelecido o diagndstico diferencial entre
a esporotricose e a LTA, sendo o isolamento de S. schenckii ou de Leishmania sp. em

cultura o0 método de escolha (Santos et al., 2007a).
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Embora o cultivo micolégico seja o método de escolha para diagndstico das
micoses, este exame pode ndo ser solicitado ou nao estar disponivel e, mesmo quando
realizado, pode ndo haver crescimento do fungo, geralmente por envio de material
inadequado ou contaminagdo por micro-organismos saproéfitas (Moore & Ackerman,
1946; Schwarz, 1982). Além disso, o fungo pode demorar semanas para crescer, 0 que
torna necessaria a manutencao da cultura por um longo tempo (Schwarz, 1982). Assim,
em muitos casos, a identificacdo de S. schenckii a partir de blocos parafinados pode
ser 0 Unico método de diagndstico disponivel, particularmente nas situagdes em que a
suspeita de infeccao fungica nao foi considerada no momento da realizacao da bidpsia
(Moskowitz, 1986; Werner & Werner, 1994).

Contudo, os estudos acerca das alteragdes histopatolégicas da esporotricose
canina ainda s&o poucos e, geralmente, trazem relatos de casos isolados (Londero et
al., 1964; Freitas et al., 1965; Koehne et al., 1971; Dion & Speckman, 1978; Goad &
Goad, 1986; Sykes et al. 2001) e/ou apenas breve descri¢do clinica e histopatologica
das lesdes (Schubach et al., 2006; Santos et al., 2007a). Aliado a isto, as técnicas
especiais de coloracdo para deteccao de estruturas fungicas em cortes histolégicos sao
consideradas pouco sensiveis para o diagnostico da esporotricose humana e canina
(Marques et al., 1992; Barros et al., 2004, 2005; Schubach et al., 2006; Santos et al.,
2007a).

O método imuno-histoquimico é rapido e, uma vez que utiliza anticorpos
especificos, promove um diagndéstico mais preciso do que o realizado pela anélise da
HE ou das técnicas histoquimicas especiais, baseado apenas em caracteristicas
morfolégicas do agente (Schwarz, 1982). A IHQ para identificacdo de S. schenckii ja foi

aplicada para o diagnéstico da esporotricose humana, demonstrando alta sensibilidade
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em relacdo as demais técnicas histoquimicas (Marques et al.,, 1992; Rodriguez &
Sarmiento, 1998), mas sua padronizacao para diagnéstico da doenca em caes ainda
nao foi realizada.

A utilizacdo deste método para diagnéstico de leishmaniose pela detecgao de
formas amastigotas também é considerada uma opc¢ao particularmente sensivel, mas a
ocorréncia de reacdes cruzadas entre Leishmania sp. e S. schenckii é descrita em
alguns estudos, utilizando soro policlonal de coelho anti-Leishmania, em lesdes ativas
de seres humanos com esporotricose (Schubach et al., 2001c; Quintella, 2004). Na
literatura consultada, ndo houve descricdo de reacdes cruzadas entre os dois agentes
na IHQ utilizando soro anti-S.schenckii.

Desta forma, este método é considerado uma alternativa sensivel para deteccao
de S. schenckii e € possivel que, assim como em seres humanos, represente uma

importante técnica de diagndstico da esporotricose canina.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Descrever os aspectos histopatolégicos de lesbes cutaneas de esporotricose
canina e padronizar a reacdo de IHQ, utilizando soro policlonal de coelho anti-
S.schenckii, no diagnoéstico da esporotricose em caes, comparando sua sensibilidade

em relacao as técnicas especiais de coloragcao aplicadas aos cortes histolégicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever os aspectos histopatolégicos observados em amostras de tecido de
lesGes cutdneas de esporotricose e LTA em caes, corados pela HE, estabelecendo
critérios para direcionamento do diagnostico.

e Avaliar as técnicas de histoquimica (impregnacéao pela prata de Grocott e PAS) e
IHQ na deteccao de leveduras em lesdes cutdneas de esporotricose.

e Comparar a sensibilidade da IHQ e das técnicas de histoquimica em cortes
histol6gicos de lesbes com o isolamento em cultura para S. schenckii, utilizado
como padrao de referéncia para o diagndéstico.

e Verificar a concordancia entre os resultados das trés diferentes técnicas estudadas.

e Investigar a ocorréncia de reacgdes cruzadas com Leishmania sp. na reacao de IHQ.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS

As lesdes cutaneas ativas estudadas foram divididas em dois grupos:

- Grupo |: composto por amostras de tecido de biopsia de lesdes cutédneas de 94
caes com esporotricose. Estes caes eram procedentes do estado do Rio de Janeiro e
foram atendidos no LAPCLIN-DERMZOO do IPEC no periodo de 2001 a 2008. O
diagnéstico da doenca foi confirmado por isolamento de S. schenckii em cultivo
micolégico pelo Laboratério de Micologia do IPEC.

- Grupo Il (Controle): composto por amostras de tecido de biopsia de lesdes
cutdneas obtidas de 35 caes com LTA, oriundos de areas endémicas no municipio do
Rio de Janeiro. Nestes caes, o diagnostico foi realizado no Servico de Parasitologia do
IPEC, por isolamento e caracterizagdo de Leishmania (Viannia) braziliensis, conforme
previamente descrito por Cupollilo e colaboradores (1995).

Para comparacao entre as técnicas de histoquimica e IHQ, o tamanho amostral
do grupo | foi definido considerando a diferenca entre sensibilidade das técnicas,
assumindo a sensibilidade esperada das coloracdes especiais de 30% (p=0,3) e da
IHQ de 65% (p=0,65) (Marques et al., 1992).

Para verificar a ocorréncia de reac¢des cruzadas com Leishmania sp., 0 tamanho
amostral do grupo Il foi definido com proporcao esperada de falsos positivos de 10%

(p=0,1) (Santos et al., 2007a).
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Nas duas amostras, o nivel de significancia (a) foi de 5% (IC=95%) e o erro

absoluto de 0,1.

4.2 EXAME HISTOPATOLOGICO

As amostras de tecido incluidas em blocos de parafina foram recuperadas do
arquivo do SAP do IPEC e submetidas a cortes de 5 um em micrétomo. Para anélise
histopatolégica, a coloracdo pela HE foi realizada nos cortes histolégicos das lesdes do
grupo | e do grupo Il. Para pesquisa de elementos fangicos, as técnicas de
impregnacao pela prata de Grocott e coloracdo pelo PAS foram utilizadas apenas no
grupo I.

Na analise microscépica dos cortes histolégicos corados pela HE, determinou-se
inicialmente o tipo de processo inflamatério — granulomatoso ou inespecifico. Foram
considerados granulomatosos os infiltrados inflamatérios contendo células do SMF
ativadas, formando agregados compactos ou corddes intersticiais abundantes. Nestes
infiltrados, o grau de diferenciacéo predominante dos fagécitos — macréfagos ou células
epitelidides — também foi verificado (Adams, 1974), assim como a presenca de células
gigantes multinucleadas. De acordo com a sua distribuicdo, os infiltrados
granulomatosos foram classificados como difusos, nodulares ou intersticiais. Segundo
sua organizacdo, os granulomas foram considerados bem formados, quando
apresentavam limites bem definidos e predominantemente células epitelidides, e mal
formados, quando mal delimitados ou com predominio de macréfagos.

A seguir, os demais tipos celulares presentes no infiltrado foram descritos e sua

intensidade qualificada como discreta a moderada ou acentuada.
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Na auséncia de infiltrado granulomatoso, o processo inflamatério foi considerado
inespecifico. De acordo com a sua distribuicdo, os infiltrados ndo granulomatosos
foram classificados como difusos ou perivasculares, perifoliculares e intersticiais
(Ackerman et al., 1997). Os infiltrados denominados perivasculares, perifoliculares e
intersticiais foram considerados quando pelo menos uma das trés caracteristicas foi
observada. Os tipos celulares presentes no infiltrado foram descritos e sua intensidade
qualificada como discreta a moderada ou acentuada.

Outros achados histopatolégicos presentes nos cortes histolégicos estudados
foram descritos sempre que observados.

Na impregnacao pela prata de Grocott e a coloracao pelo PAS, foram analisados
todos os campos microscopicos de 2 cortes histolégicos para cada uma das

coloracoes.

4.3 OBTENCAO DO SORO POLICLONAL DE COELHO ANTI- S.

SCHENCKII

O soro policlonal de coelho anti-S. schenckii utilizado neste projeto foi produzido
no Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ) e gentilmente cedido pela Dra. Leila Maria Lopes Bezerra. A obtengao
do antigeno de S. schenckii e o protocolo de inoculacao de coelhos para producao do

soro foram previamente descritos por Lopes Alves e colaboradores (1994).
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4.4 PADRONIZACAO DA REACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

UTILIZANDO SORO POLICLONAL DE COELHO ANTI- S. SCHENCKII

Para a padronizacao da técnica, as primeiras reacoes foram realizadas apenas
em cortes histolégicos de controles positivos. Os controles positivos correspondiam a
casos de esporotricose canina ou felina, confirmados por cultivo micolégico, no periodo
de 2003 a 2008, e cujos fragmentos de lesbes encontravam-se arquivados em blocos
de parafina no SAP e apresentavam quantidade moderada ou elevada de leveduras no
exame histopatolégico. Apds obtencdo da concentracdo ideal do soro primario, o
método foi aplicado nos casos do grupo |, para comparagcdo com os demais métodos
histolégicos e com o cultivo micologico, e nos casos do grupo I, para verificar a
existéncia de reacdes cruzadas com Leishmania sp. neste método.

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes de 5 um em micrétomo em
laminas silanizadas (Erviegas, ERV — SF PLUS®). Os cortes histoldégicos foram
desparafinizados em xilol a 60° C durante 20 minutos e, a seguir, a temperatura
ambiente, também por 20 minutos, e em imersdes seqlenciais. Depois disso,
procedeu-se a re-hidratacdo do tecido em imersdes seqlenciais em alcool a
concentracdes decrescentes (100% a 70%) e banho em agua corrente por dez
minutos. As etapas seguintes da técnica de IHQ foram adaptadas de protocolos
descritos em estudos anteriores (Quintella, 2004; Santos, 2007b).

A inibicdo da peroxidase endogena foi realizada com solugcdo de peréxido de
hidrogénio 30% (Merck) na concentracdo v/v de 40 mL/100mL em metanol (Quimex)
durante 40 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas novamente em &gua

corrente por 15 minutos.
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Inicialmente, com o objetivo de verificar a necessidade da realizacdo de
recuperacao antigénica para a eficiéncia da reacao, foram procedidas, em paralelo,
reacdes com a utilizacdo e com a supressdo desta etapa para comparacdo dos
resultados. Para a recuperacao antigénica, foi utilizada solu¢cao tampao citrato, em pH
6, preparado a partir de 4,2g de acido citrico (Proquimicos), em agua destilada, g.s.p.
2000ml, sendo o pH ajustado com hidroxido de sédio (Merck) a 2N. Os cortes foram
colocados na solucado tampao em panela a vapor, onde permaneceram por 20 minutos,
tempo necessario para que a solugdo tampao atingisse a temperatura de 96°C. Em
seguida, os cortes permaneceram em temperatura ambiente para resfriamento por,
aproximadamente, 20 minutos.

Depois disso, as laminas foram submetidas a trés lavagens sequenciais de cinco
minutos em tampao TBS (Tris-Buffered-Saline — TBS, pH 7,6, Dako Corporation —
S3001).

A inibicdo de reacles inespecificas foi realizada com soro normal de suino
(Novo Castra, NCL-S-SERUM) em albumina sérica bovina (BSA) (Sigma®) 1,5% a
concentracdo de 1:20 durante 20 minutos e, em seguida, com solugédo de leite em pd
(Molico®) na concentracdo m/v de 0,1 g/ml com BSA 3% em tampao TBS, durante 40
minutos. Entre as duas incubacdes, foi realizada lavagem em tampéao TBS.

Os cortes foram incubados com o soro anti-S.schenckii diluido em BSA 1,5% em
camara umida overnight a 4° C. Como controle negativo para reacdes inespecificas,
cortes histolégicos do mesmo caso foram incubados com soro normal de coelho
(DakoCytomation, Normal Rabbit Serum — X0902) na mesma diluicdo. Cortes
histolégicos adicionais também foram incubados apenas com BSA como controle

negativo para biotina e peroxidase enddgenas. Primeiramente, foram realizadas
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diluicbes seriadas do anticorpo, desde 1:300 até 1:8000 (1:300, 1:600, 1:800, 1:1200,
1:1600, 1:2000, 1:2400, 1:4000 e 1:8000) para obtencao da concentracdo adequada do
Soro primario.

A seguir, os cortes foram lavados em TBS e procederam-se incubacoes
seqlienciais de 25 minutos com anticorpo secundario biotinilado universal e com o
conjugado estreptavidina-peroxidase (DakoCytomation, LSAB™ System Kit — K0690),
com lavagens em TBS apés cada incubacao.

Para a revelacao, uma pastilha do cromégeno diaminobenzidina (DAB — DAB
Tablets, Dako Corporation, S3000) foi diluida em 10 mL de tampao TBS e 1 mL desta
solucdo com 7,5 uL de perdoxido de hidrogénio 3% foi utilizado. A revelacao foi
controlada ao microscépio Optico (Nikon E200), em objetiva de 10x, pelo controle
positivo, interrompendo-se a reacdo com agua destilada no momento em que as
leveduras, acastanhadas, se destacavam no tecido.

Depois de lavados em agua corrente por trés minutos e contra-corados com
hematoxilina de Mayer, os cortes foram banhados rapidamente em agua destilada e, a
seguir, lavados em agua corrente por trés minutos.

A desidratacdo foi realizada por imersdes seqlenciais em alcool a
concentracdes crescentes (70% a 100%), para posterior passagem por xilol, montagem

das laminas com laminula e meio de montagem, e visualizagdo em microscépio 6ptico.

4.5 ANALISE DE DADOS

Os dados foram armazenados em banco de dados SPSS versao 11.0 e

analisados pelo SPSS e pelo software R.
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Na andlise histopatoldgica, foram descritas as freqiiéncias das variaveis obtidas:
tipo de processo inflamatério, diferenciacao do granuloma, organizacao do granuloma,
distribuicdo do infiltrado granulomatoso e do infiltrado ndo granulomatoso, tipos
celulares presentes no infiltrado e sua intensidade e presenca de estruturas fungicas
pelas técnicas da impregnacao pela prata de Grocott e coloracdo pelo PAS. Para
verificar se a associagao entre estas variaveis foi significante, foi realizada analise dos
dados pelo teste de independéncia qui-quadrado de Pearson. Entretanto, para tabelas
constituidas pelo cruzamento de variaveis com apenas duas categorias (2x2) em que
pelo menos uma das casas apresentou valor inferior a 5, optou-se por uma correcao
denominada teste exato de Fisher.

Para tabelas em que uma das variaveis apresentou trés categorias (3x2) e em
que pelo menos uma das casas apresentou valor inferior a 5, utilizou-se a correcao do
teste exato de Fisher por meio do software R.

Para descrever o impacto dos achados microscopicos observados no
diagnéstico da doenca em cada grupo estudado, foram calculados a Razao de
Chances (OR) e seu respectivo intervalo de confianca (95%).

Em relacédo a presenca de estruturas leveduriformes na impregnacéo pela prata
de Grocott, no PAS e na IHQ, foram avaliados os valores de sensibilidade de cada
teste em relacdo ao padrdo de referéncia. Para verificar se a diferenca entre as
sensibilidades dos métodos, isolados ou em associacéao, foi significativa, foi utilizado o
teste de McNemar para amostras pareadas. Para valores abaixo do nivel de
significancia (p-valor<0,005), é possivel afirmar que existe diferenga entre os métodos.

O coeficiente Kappa (Cohen, 1960) foi calculado para a avaliagdo do grau de

concordancia entre os resultados das trés técnicas (duas a duas). A interpretagdo do
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coeficiente Kappa seguiu a classificacdo sugerida por Landis & Koch (1977), ilustrada

no quadro 1.

Grau de concordancia Valor Kappa
Concordancia quase perfeita 0,80 a 1,00
Concordéancia substancial 0,60 a 0,80
Concordancia moderada 0,40 a 0,60
Concordancia regular 0,20 a 0,40
Concordéancia discreta 0,00 a 0,20
Concordancia pobre -1,00 a 0,00

Quadro 1: Classificacdo do grau de concordancia do
kappa Landis & Koch (1977)
Fonte: Landis & Koch (1977)

Em todas as analises explicitadas, utilizou-se um p-valor < 0,05 na indicacao de

associagao estatisticamente significante.

4.6 CONSIDERACOES ETICAS

Os procedimentos de biopsias realizados nos caes atendidos no LAPCLIN-
DERMZOO e nos cées oriundos de areas endémicas de LTA até o ano de 2004 foi
previamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), FIOCRUZ, e protocolado com o numero P00060-00, sob responsabilidade dos
pesquisadores Dr Armando de Oliveira Schubach e Dr? Tania Maria Valente Pacheco.
Para os caes atendidos a partir de 2004, os procedimentos foram novamente
submetidos a CEUA e aprovados sob numero de protocolo P0195-03, sob a

responsabilidade da Dr* Maria de Fatima Madeira.
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5. RESULTADOS

5.1 EXAME HISTOPATOLOGICO

5.1.1 CAES COM ESPOROTRICOSE

O estudo microscépico dos 94 casos (Grupo |) evidenciou processo
granulomatoso supurativo em 80 (85,1%) casos, granulomatoso nao supurativo em 1
(1,1%) e inespecifico em 9 (9,6%). Quatro (4,2%) casos ndo apresentaram alteragdes

ao exame histopatologico, de modo que nao foram incluidos nas demais analises.

5.1.1.1 PROCESSO INFLAMATORIO GRANULOMATOSO

SUPURATIVO

Dentre os 80 casos que apresentaram processo inflamatério granulomatoso
supurativo, a distribuicdo deste infiltrado foi difusa em 71,3% dos casos, nodular em
23,7% e intersticial nos demais (5,0%).

A diferenciacdo predominante das células do SMF em células epitelidides
ocorreu em 73,8% dos casos e em macrofagos em 26,2%. Os granulomas bem
formados (Figura 2) foram observados em 37,5% dos casos. A presenca de células
gigantes do tipo Langhans foi detectada em apenas um caso.

O infiltrado de plasmdcitos ao redor dos granulomas foi detectado em 90,0% das
todos os casos com granulomas supurativos (n=80) e em 93,2% dos casos com
granulomas supurativos de células epitelidides (n=59). Houve associacdo entre a

organizacdo do granuloma e a presenca de infiltrado de plasmdécitos ao redor do
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granuloma (p=0,022): os granulomas foram mal formados (Figura 3) em 58,3% dos
casos em que o infiltrado de plasmécitos esteve presente (n=72) e em todos os casos
em que este infiltrado estava ausente (n=8).

As figuras 4, 5 e 6 ilustram lesbes com granulomas esporotricoticos,
caracterizados pela presenca de uma zona central de neutrofilos, uma zona
intermediaria de macréfagos e uma zona externa de plasmécitos.

O infiltrado inflamatério periférico ndo granulomatoso ocorreu em 83,8% dos
casos, com a ocorréncia de plasmocitos em todos eles (Figura 7). Sua distribuicao foi
perivascular, perifolicular e intersticial em 71,3% dos casos, dos quais 3,4% também
apresentaram infiltrado liquendide. Em 12,5% dos casos, a distribuicdo deste infiltrado
foi difusa.

A presenca de neutréfilos no infiltrado periférico ocorreu em 66,7% das lesbes
que apresentaram granulomas com macréfagos (n=21) e em 39,0% das que
apresentaram granulomas com células epitelidides (n=59), sendo essa diferenca

significativa (p=0,041).
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Figura 2 — Pele de céo. Esporotricose. Granulomas bem formados,
com limites bem definidos e predominio de células epitelidides. HE.
Objetiva de 20x.

Figura 3 — Pele de cdo. Esporotricose. Granuloma mal formado.
Infiltrado inflamatério granulomatoso com limites mal definidos e
fibras colagenas entremeadas. HE. Objetiva de 20x.




Figura 4 — Pele de cdo. Esporotricose. Granuloma esporotricético,
exibindo neutréfilos em seu interior (setas) e plasmdécitos ao seu
redor (setas pontilhadas). HE. Objetiva de 20x.

Figura 5 — Pele de céo. Esporotricose.Granuloma esporotricético,
exibindo neutréfilos em seu interior (seta) e plasmocitos ao seu
redor (setas pontilhadas). HE. Objetiva de 20x.
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Figura 6 — Pele de cdo. Esporotricose. Granuloma esporotricético,
formado por macréfagos (cabecgas de seta), exibindo neutréfilos em

seu interior (setas) e plasmécitos ao seu redor (setas pontilhadas).
HE. Objetiva de 100x.

Figura 7 — Pele de cao. Esporotricose. Infiltrado inflamatério
perifolicular de plasmacitos. HE. Objetiva de 20x.
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N&o foi observada diferenga estatisticamente significativa entre a intensidade de
cada tipo celular e a diferenciacdo predominante do granuloma, conforme ilustrado na
tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo da intensidade de cada tipo celular presente no infiltrado

inflamatério de acordo com o grau de diferenciacdo dos granulomas supurativos em
lesGes de esporotricose canina.

Diferenciacdo predominante dos
fagocitos mononucleares do

. . granuloma p-valor* (teste
Tipo celular Intensidade Macréfacos Células exato de Fisher)
% 9 epitelidides
° %
Ausente - -
NIG .
(N=80) Discreta a Moderada 47,6 475 1,000
Acentuada 52,4 52,5
Ausente 19,0 6,8
PRG .
(N=80) Discreta a moderada 52,4 59,3 0,352
Acentuada 28,6 33,9
Ausente 14,3 17,0
PPL .
(N=80) Discreta a moderada 47.6 50,8 0,942
Acentuada 38,1 32,2
Ausente 19,0 33,9
(t\ll-fSLO) Discreta a moderada 57,1 37,3 0,292
Acentuada 23,9 28,8
Ausente 33,3 61,0
NPL .
(N=80) Discreta a moderada 23,9 17,0 0,080
Acentuada 42,8 22,0
Ausente 85,7 67,8
MPL .
(N=80) Discreta a moderada 14,3 32,2 0,158
Acentuada 0,0 0,0

Nota: NIG: Neutréfilos no interior do granuloma; PRG: Plasmocitos ao redor do granuloma; PPL:
Plasmécitos na periferia da lesdo; LPL: Linfécitos na periferia da lesdo; NPL: Neutréfilos na periferia da
lesdo; MPL: Macréfagos na periferia da leséo.

*p-valor <0,05 na indicagéo de significancia estatistica.
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Em relacdo aos demais achados observados, a epiderme exibiu ulceracdo em
22,1% dos casos e hiperplasia em 10,5%. A presenca de edema na derme foi
observada em 20,0% dos casos e 0s microabscessos intra-epiteliais em 5,0% dos

casos.

5.1.1.2 PROCESSO INFLAMATORIO GRANULOMATOSO NAO

SUPURATIVO

Em apenas um caso, observou-se processo inflamatério granulomatoso nao
supurativo. Microscopicamente, a lesdo exibiu granulomas mal formados, de
distribuigédo difusa, predominio de células epitelidides e infiltrado de plasmécitos ao seu
redor em intensidade discreta a moderada. O infiltrado inflamatério periférico, de
distribuigcdo perivascular, perifolicular e intersticial, revelou presenca de plasmacitos,

linfocitos e neutréfilos.

5.1.1.3 PROCESSO INFLAMATORIO INESPECIFICO

Em nove casos, o processo inflamatério observado foi inespecifico. A presenca
de plasmocitos foi detectada em todos os casos, de neutréfilos e de linfécitos em
quatro casos cada, de macrofagos em dois e de eosindfilos em um. Dois casos
exibiram infiltrado inflamatério essencialmente plasmocitario. Em relagdo a sua
distribuigéo, o infiltrado foi perivascular, perifolicular e intersticial em seis casos, sendo
um deles exibindo também infiltrado liquendide. O padrao difuso esteve presente em
trés casos.

Em relacdo a outros achados, a presenca de edema foi observada em trés

casos.
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5.1.1.4 PRESENCA DE LEVEDURAS DE S.schenckii

A presenca de leveduras de S. schenckii foi observada em 38 (42,2%) casos,
dos quais 37 foram caracterizadas por processo inflamatério granulomatoso supurativo
e um por processo inflamatério cronico inespecifico.

A impregnacéao pela prata e a coloragao pelo PAS revelaram leveduras em 38 e
17 casos, respectivamente, o que sugere uma sensibilidade superior do primeiro
(42,2%) em relacdo ao segundo (18,9%). Aliado a isto, nenhum caso negativo na
impregnacao pela prata se mostrou positivo no PAS. Dos casos positivos (n=38),
57,9% apresentaram escassez de leveduras (no maximo 5 leveduras) e, em apenas
21,1% observou-se grande quantidade das leveduras (superior a 25 leveduras) nos
cortes histologicos analisados (Figura 8).

Em casos com intensidades acentuada (n=42) e discreta a moderada (n=38) de
neutrofilos no interior do granuloma, a presenca de leveduras foi detectada em,
respectivamente, 52,4% e 36,8% dos casos. Dentre casos com grande quantidade de
leveduras (n=8), sete exibiram granulomas com intensidade acentuada de neutrdfilos
no seu interior e sete apresentaram granulomas mal formados.

As leveduras encontradas apresentaram-se mais freqientemente arredondadas
ou ovaladas. Em lesdes com grande quantidade de leveduras, observaram-se também
as formas em charuto (Figuras 9 e 10). As leveduras se localizaram com freqiiéncia no
interior dos granulomas, em especial nas areas de supuragao.

A presenca de corpo asterdide nao foi observada nos casos descritos em

nenhuma das colora¢des estudadas.
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Figura 8 — Pele de cao. Esporotricose. Grande quantidade de

leveduras de S. schenckii. Impregnagcao pela prata de Grocott.
Objetiva de 40x.

Figura 9 — Pele de cao. Esporotricose. Leveduras de S. schenckii.
Formas arredondadas (setas), formas em charuto (cabecas de

seta) e figuras de brotamento (setas pontilhadas). Impregnagao
pela prata de Grocott. Objetiva de 100x.
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Figura 10 — Pele de cao. Esporotricose. Leveduras de S. schenckii.
Formas arredondadas (setas) e figuras de brotamento (cabecas de
seta). PAS. Objetiva de 100x.

5.1.2 CAES COM LTA

O estudo microscopico das 35 lesdes cutaneas de LTA canina (Grupo Il) revelou
processo inflamatério granulomatoso supurativo em 26 (74,3%) casos e processo

inflamatério inespecifico em 9 (25,7%).

5.1.2.1 PROCESSO INFLAMATORIO GRANULOMATOSO
SUPURATIVO

Dentre as lesdées de LTA estudadas, 26 se caracterizaram por processo

inflamatério granulomatoso supurativo. Destas, 69,2% apresentaram granulomas
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compostos predominantemente por células epitelibides e 30,8% apresentaram
granulomas compostos predominantemente por macrofagos. Os granulomas mal
formados foram observados em 96,2% dos casos (Figuras 11 e 12). Em relagdo a
distribuigéo, este infiltrado apresentou-se difuso (Figura 13 e 14) em 61,5% dos casos e
nodular em 38,5%.

Em 88,5% dos casos, observaram-se plasmocitos ao redor do infiltrado
granulomatoso. Em apenas dois (7,7%) casos, 0s neutrofilos se apresentaram em
intensidade acentuada no interior do granuloma.

A presenca de infiltrado ndo granulomatoso na periferia dos granulomas foi
observada em 96,1% dos casos. A distribuicdo deste infiltrado foi difusa em 53,8% dos

casos e perivascular, perifolicular e intersticial em 42,3%.

Figura 11 — Pele de cédo. LTA. Granuloma mal formado. Agregados
de fagécitos mononucleares ativados (setas) dispersos em
infiltrado inflamatério difuso. HE. Objetiva de 10x.
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Figura 12 — Pele de cdo. LTA. Granuloma mal formado. Agregado

de fagécitos monoculeares dispersos em infiltrado inflamatério
linfo-plasmocitario. HE. Objetiva de 20x.
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igura 13 _ Pele d céo. L. Grulom aI formado. Infitrado
inflamatério granulomatoso difuso. HE. Objetiva de 10x.
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inflamatério granulomatoso difuso. HE. Objetiva de 10x.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a intensidade de
cada tipo celular e a diferenciagdo predominante do granuloma, conforme ilustrado na
tabela 2.

Em relagcdo aos demais achados, a presenca de ulceracdo foi observada em
53,8% dos casos e, em 26,9% dos casos, a epiderme encontrava-se hiperplasica.

As lesbes granulomatosas supurativas de esporotricose e de LTA foram
comparadas por meio da analise da OR e de seu intervalo de confianga para as
diferentes variaveis estudadas. A tabela 3 compara as principais caracteristicas
microscopicas observadas nos infiltrados inflamatérios das lesdes de esporotricose e

LTA.
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Tabela 2. Distribuicdo da intensidade de cada tipo celular presente no infiltrado
inflamatério de acordo com o grau de diferenciagdo dos granulomas supurativos em
les6es de LTA canina.

Diferenciacdo predominante dos
fagocitos mononucleares do

granuloma lor* (test
i i Células p-valor* (teste
Tipo celular Intensidade Macrofagos . exato de Fisher)
epitelidides
%
%
Ausente - -

NIG . 875 94.4
(N=26) Discreta a Moderada 0,592

Acentuada 12,5 5,6

Ausente 12,5 11,1
(EEZGG) Discreta a moderada 37,5 55,6 0,835

Acentuada 50,0 33,3

Ausente 0,0 5,6

PPL . 25,0 16,7
(N=26) Discreta a moderada 1,000

Acentuada 75,0 77,7

Ausente 0,0 5,6

LPL . 500 50.0
(N=26) Discreta a moderada 1,000

Acentuada 50,0 44 4

Ausente 12,5 44 4

NPL . 75,0 55,6
(N=26) Discreta a moderada 0,169

Acentuada 12,5 0,0

Ausente 37,5 27,7

MPL . 25,0 55.6
(N=26) Discreta a moderada 0,308

Acentuada 37,5 16,7

Nota: NIG: Neutréfilos no interior do granuloma; PRG: Plasmdcitos ao redor do granuloma; PPL:
Plasmacitos na periferia da leséao; LPL: Linfécitos na periferia da lesdo; NPL: Neutréfilos na periferia da
lesdo; MPL: Macréfagos na periferia da lesao.

*p-valor <0,05 na indicacdo de significancia estatistica.
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Tabela 3. Impacto das principais caracteristicas microscépicas dos infiltrados
inflamatérios de lesdes cutdneas no diagndstico histopatolégico da esporotricose e da
LTA em cées
. Razao de Intervalo de
Variavel Categoria Espo;c()ctyrl)cose nL'(I;}A) chances confianca
° ° (OR) OR (95%)
o izacso d Bem formado 30 (37,5) 1(3,8)
rgr:;ﬁg&::a o 15,00 1,93-116,45
Mal formado 50 (62,5) 25 (96,2)
Diferenciagao ,
predominante Macrofagos 21 (26,3) 8 (30,8)
de células do 0,80 0,30 - 2,11
SMF no Células epitelidides 59 (73,7) 18 (69,3)
granuloma
A 42(52 2(7,7
Intensidade do centuada (62,5) (7.7)
s - 13,26 2,94 — 59,90
infiltrado de NIG Discreta a 38 (475 24 (92.3
moderada (47.5) (92,3)
Ausente 8 (10) 3(11,5)
PRG 0,85 0,21 — 3,50
Presente 72 (90) 23 (88,5)
Ausente 13 (16,3) 1(3,8)
PPL 3,85 0,60 — 39,03
Presente 67 (83,7) 25 (96,2)
Ausente 24 (30) 1(3,8)
LPL 9,71 1,37 - 83,66
Presente 56 (70) 25 (96,2)
Ausente 43 (53,7) 9 (34,6)
NPL 1,2 0,88 — 5,51
Presente 37 (43,3) 17 (65,4)
Ausente 58 (72,5) 8 (30,8)
MPL 4,93 2,26 — 15,60
Presente 22 (27,5) 18 (69,2)
Perivascular,
e Perifolicular e 56 (70) 11 (42,3)
D'St”blg'lf}“ do intersticial 5,48 2,33-17,98
Difusa 11 (13,8) 14 (53,7)

Nota: NIG: Neutrofilos no interior do granuloma; PRG: Plasmécitos ao redor do granuloma; PPL:
Plasmécitos na periferia da lesdo; LPL: Linfécitos na periferia da lesdo; NPL: Neutréfilos na periferia da

lesdo; MPL: Macro6fagos na periferia da leséo; IPL: Infiltrado na periferia da les&o.
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De acordo com a tabela 3, ao exame histopatologico, lesées com presenca de
granulomas bem formados apresentaram chance 15 vezes maior de serem
diagnosticadas como esporotricose do que como LTA em relagdo aquelas com
granulomas mal formados. Adicionalmente, observou-se que a intensidade acentuada
do infiltrado de neutréfilos no interior dos granulomas elevou a chance do diagndstico
de esporotricose em 13,26 vezes em relagdo a LTA quando comparada a lesbées com
intensidade discreta a moderada de neutrofilos. Em contrapartida, a presenca de
linfécitos e de macrofagos no infiltrado periférico a lesao granulomatosa elevou em 9,71
e 4,93 vezes, respectivamente, a chance do diagnéstico de LTA em caes em relacéo a
esporotricose quando comparado as lesées em que estes tipos celulares estiveram
ausentes. Em relacdo a distribuicdo, lesdes com infiltrado inflamatério periférico
perivascular, perifolicular e intersticial apresentaram chance 5,48 vezes maior de serem
diagnosticadas como esporotricose do que como LTA em relacdo as lesdes com

infiltrado inflamatério periférico de distribuicao difusa.

5.1.2.2 PROCESSO INFLAMATORIO INESPECIFICO

Em nove casos, o processo inflamatério observado foi inespecifico. A
distribuicdo do infiltrado foi perivascular, perifolicular e intersticial em seis casos e
difusa em trés. Os plasmdcitos estiveram presentes em todos os casos, os linfécitos
em oito, os neutrofilos em quatro e os macréfagos em seis casos.

As presencas de edema e de ulceragao foram detectadas cada uma em um

Caso.
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5.2 PADRONIZACAO DA REACAO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

UTILIZANDO SORO POLICLONAL DE COELHO ANTI- S. SCHENCKII

5.2.1 REACOES COM CONTROLES POSITIVOS

Para a padronizacao do protocolo de IHQ para marcacao de leveduras de S.
schenckii, foram realizadas 12 reacbes utilizando apenas cortes histologicos de
controles positivos.

A marcacgao de leveduras foi obtida com o soro anti-S.schenckii em todas as
concentracdes utilizadas (1:300, 1:600, 1:800, 1:1200, 1:1600, 1:2000, 1:2400, 1:4000
e 1:8000). As leveduras marcadas apresentaram a parede fortemente acastanhada em
relacdo ao seu interior (Figura 15). Por vezes, nas areas inflamatérias, fragmentos de

leveduras fortemente marcados foram observados.
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Figura 15 — Pele de cao. Esporotricose. Levedura de S. schenckii.
Parede fungica fortemente marcada em relagcéo ao citoplasma. IHQ
anti-S. schenckii 1:4000. Objetiva de 100x.

Na incubagdo com o soro imune, a marcagao de antigenos de S. schenckii foi
verificada pela presenca de granulos castanhos, ora mais grosseiros, ora mais
refinados no citoplasma de células fagocitarias. Na incubacdo com o soro normal de
coelho, as marcacoes de leveduras e antigenos nao foram observadas.

Em relacdo a recuperacdo antigénica, a marcacdo de leveduras foi obtida
mesmo na supressao desta etapa. Em contrapartida, a marcacao no citoplasma de
células fagocitarias foi excessiva nas reagcdes em que a recuperacao antigénica foi
utilizada quando comparada aquelas em que foi suprimida, prejudicando o contraste
entre as leveduras e o tecido. Desta forma, no protocolo utilizado nas reacdes
seguintes, a recuperacao antigénica nao foi realizada.

A incubacdo com o soro primario anti-S.schenckii demonstrou redugao na

marcacao celular sem perda da marcagdo do agente até a concentracdo de 1:4000.
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Nas reacodes utilizando a concentracdo de 1:8000, as leveduras exibiram marcacgao
ligeiramente mais fraca.

A incubagdo com o soro normal de coelho demonstrou discreta marcacéo
inespecifica no tecido até a concentracao de 1:2400. Nas reacdes utilizando BSA em
substituicdo ao soro primario, nenhuma marcacao foi observada.

De acordo com estes resultados, a concentragdo considerada étima para as
reacdes seguintes foi a de 1:4000, pois permitiu boa marcacdo de fungos e seus

antigenos fagocitados sem perda de contraste com o tecido.

5.2.2 REAGOES COM CASOS DO GRUPO | E DO GRUPO I

Dentre as 90 amostras estudadas no grupo |, 87 foram submetidas a analise
imuno-histoquimica. As trés lesées restantes ndo puderam ser utilizadas devido ao
desgaste do bloco de parafina.

A deteccao de leveduras (Figuras 16 a 18) por meio da técnica de IHQ utilizando
soro policlonal de coelho anti- S. schenckii foi verificada em 57 (65,5%) lesdes dentre
as 87 estudadas. A presenca de antigenos intracelulares (Figuras 19 e 20) foi
observada em 24 (27,6%) casos. Na incubacdo com o soro normal de coelhos, nenhum

tipo de marcacao foi observado.



Figura 16 — Pele de céo. Esporotricose. Levedura de S. schenckii
no centro de um granuloma supurativo. IHQ anti-S. schenckii
1:4000. Objetiva de 40x.
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Figura 17 — Pele de cao. Esporotricose. Levedura de S. schenckii
no interior de um micro-abscesso. IHQ anti-S. schenckii 1:4000.
Objetiva de 40x.
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Figura 18 — Pele de cao. Esporotricose. Levedura de S. schenckii
no interior de um granuloma supurativo. IHQ anti-S. schenckii
1:4000. Objetiva de 100x
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Figura 19 — Pele de cdo. Esporotricose. Antigenos intracelulares
de S. schenckii no interior do granuloma. IHQ anti-S. schenckii
1:4000. Objetiva de 40x.
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Flgura 20 Pele de cao. Esporotrlcose Antlgenos de S. shencku
no interior de um fagécito mononuclear ativado. IHQ anti-S.
schenckii 1:4000. Objetiva de 100x.

Em relacdo aos 87 casos analisados, a IHQ mostrou-se mais sensivel para
deteccao de leveduras em relacdo a impregnacao pela prata e a coloragao pelo PAS,
que detectaram leveduras em, respectivamente, 38 (43,7%) e 17 casos (19,5%).

Dentre os casos em que nao foram observadas leveduras pela IHQ, oito foram
positivos na impregnagéao pela prata.

Dentre os casos em que n&o foram detectadas leveduras pela impregnacao pela
prata e pela IHQ, cinco apresentaram antigenos intracelulares por meio da IHQ.

A aplicacdo paralela das técnicas de IHQ, considerando a deteccdo de
antigenos e de leveduras de S. schenckii, e da impregnacado pela prata elevou a

sensibilidade do método histoldgico a 80,5%.
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A tabela 4 ilustra os valores de sensibilidade de cada método isoladamente e

dos métodos em associacao.

Tabela 4. Valores de sensibilidades dos diferentes métodos utilizados, isolados e em
associagao, para diagnostico de esporotricose canina.

Sensibilidade
Método (s)
(n=87)
PAS 19,5%
Impregnacao pela prata de Grocott 43,7%
IHQ (Lev) 65,5%
IHQ (Lev + Ag) 73,6%
IHQ (Lev) + Impregnacao pela prata de Grocott 74,7%
IHQ (Lev + Ag) + Impregnacao pela prata de Grocott 80,5%

Lev: leveduras; Ag: antigenos.

A diferenca entre as sensibilidades da impregnacao pela prata de Grocott e o
PAS mostrou-se estatisticamente significativa. A utilizacdo da IHQ garantiu
sensibilidade estaticamente significativa quando comparada as técnicas histoquimicas
de coloracdo. A associacdo entre a IHQ, considerando deteccao de leveduras e
antigenos, e a impregnacgao pela prata de Grocott demonstrou diferenca significativa
em relacdo a todos os métodos, isolados ou em associacao.

A tabela 5 ilustra os valores obtidos a partir do teste de McNemar para verificar

diferencga entre as sensibilidades de cada método isolado ou em associagéo.
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Tabela 5. Comparacao entre as sensibilidades dos diferentes métodos, isolados ou
em associagao.

Métodos Teste de McNemar ( p-valor*)
Impregnacao pela prata de Grocott X PAS <0,0001
Impregnacéo pela prata de Grocott X
IHg(sz) e 0,002
PAS X IHQ(Lev) <0,0001
Lm:gr;—:gnagao pela prata de Grocott X IHQ(Lev <0,0001
PAS X IHQ(Lev+Ag) <0,0001
IHQ(Lev) X IHQ(Lev+Ag) 0,016
Impregnacéo pela prata de Grocott X
IHQ(Lev)+Impregnacao pela prata de <0,0001
Grocott)
IHQ(Lev) X IHQ(Lev)+Impregnacao pela prata 0,008
de Grocott
Impregnacéo pela prata de Grocott X
IHQ(Lev+Ag)+Impregnacao pela prata de <0,0001
Grocott
IHQ(Lev) X IHQ(Lev+Ag)+Impregnacao pela <0,0001

prata de Grocott
Lev: leveduras; Ag: antigenos.
*p-valor <0,05 na indicagéo de significancia estatistica.

Em relacdo a concordéncia entre as trés técnicas, foram detectados baixos
graus de concordancia (discreta e regular) na comparacao da técnica de IHQ com as
técnicas do PAS e impregnacédo pela prata. Isto parece relacionado aos baixos
percentuais de concordancia positiva observados, resultantes da maior sensibilidade da
IHQ em relagcédo as demais técnicas.

A tabela 6 compara a concordancia entre os diferentes métodos e ilustra os

percentuais de concordancias positiva e negativa entre eles.
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Tabela 6. Concordéancia entre os diferentes métodos, segundo o grau de concordancia
(Valor Kappa) e percentuais de concordancias positiva e negativa.

Grau de Classificacdo Percentual de Percentual de
Métodos concordancia do grau de concordancia concordancia
(Valor Kappa) concordancia positiva negativa
Impregnacao pela prata de
pregnagao pefa p 0,48 Moderada 19,54% 56,32%
Grocott X PAS
Impregnacao pela prata de
pregnagac pela p 0,23 Regular 34,48% 25,29%

Grocott X IHQ(Lev)

PAS X IHQ(Lev) 0,19 Discreta 18,39% 33,33%

Impregnacao pela prata de

0,18 Discreta 36,78% 19,54%
Grocott X IHQ(Lev + Ag)
PAS X IHQ(Lev+Ag) 0,16 Discreta 19,54% 26,44%
Lev: leveduras; Ag: antigenos.
Em relagdo ao grupo IlI, a ocorréncia de reagbes cruzadas com formas

amastigotas de Leishmania (V.) braziliensis ou com seus antigenos nao foi verificada
neste estudo quando a técnica de IHQ descrita foi aplicada em 35 lesdes de LTA

canina.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, foram investigadas as alteracdes histopatolégicas de um
nuamero elevado de casos de esporotricose em caes, com o objetivo de conhecer suas
principais caracteristicas microscopicas e delinear um quadro histoldégico sugestivo da
doenca. As lesdes de esporotricose canina foram caracterizadas microscopicamente
por processos granulomatosos supurativos, semelhante ao descrito em humanos
(Lurie, 1963). A auséncia de alteracbes histopatolégicas em quatro casos
provavelmente reflete a obtencdo de um fragmento ndo representativo da lesdo ou o
desgaste do bloco de parafina, uma vez que, clinicamente, todos os casos incluidos no
estudo apresentavam lesdes ativas.

Os granulomas observados nos casos de esporotricose canina deste estudo
apresentavam-se geralmente com focos de neutréfilos em seu interior e infiltrado de
plasmdcitos ao seu redor, como havia descrito Lurie (1963) para o granuloma
esporotricotico em seres humanos. A presenca de células gigantes, considerada
comum por muitos autores (Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Moraes & Miranda,
1964; Gadelha & Talhari, 1982; Mohri, 1987) no granuloma da esporotricose em
humanos, ndo se mostrou freqliente na doenga canina. Achados semelhantes foram
observados por Pinkus & Grekin (1950) em seu relato de caso humano. Em estudo
experimental em camundongos, Hiruma e colaboradores (1988) também detectaram

raras células gigantes nas lesdes descritas.
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A hiperplasia pseudoepiteliomatosa, descrita com freqiéncia na doenca humana
(Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964), nao foi observada
entre os casos estudados. Os microabscessos intraepiteliais, também considerados
comuns em seres humanos (Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Moraes & Miranda,
1964), estiveram presentes em poucos casos estudados, indicando que as duas
caracteristicas nao sdo comuns nas lesdes de esporotricose canina. Entretanto, estes
achados nao sao especificos da esporotricose e, mais uma vez, podem ocorrer em
lesbes causadas por outros fungos (Schwarz, 1982).

A presenca freqliente de infiltrado inflamatério periférico a lesdo, detectado nos
casos de caes aqui apresentados é relatada por outros autores em humanos (Moore &
Ackerman, 1946; Pinkus & Grekin, 1950; Lurie, 1963; Moraes & Miranda, 1964;
Gadelha & Talhari, 1982), sendo os plasmécitos o tipo celular mais encontrado,
geralmente com distribuicdo perivascular, perifolicular e intersticial. O infiltrado
liquendide, geralmente relacionado a doencgas inflamatérias ndo infecciosas da pele
(Gross et al., 1992), foi detectado em poucos casos, sempre associado aos infiltrados
perivascular, perifolicular e intersticial, de modo que foi considerado um achado
morfolégico fortuito.

De acordo com trabalhos experimentais no homem e em camundongos, as
lesbes de esporotricose evoluem primeiramente com formacédo de abscessos e com
quantidade elevada de leveduras. A seguir, as quantidades de leveduras e de
neutrofilos parecem diminuir com a chegada de células do SMF, sua ativacdo e
posterior diferenciacdo em células epitelidides, acompanhada do aumento das
quantidades de linfocitos e de plasmaécitos (Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Pen-

Cheng et al.,, 1993). Observacées semelhantes acerca da formacado de granulomas
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foram descritas também em estudos experimentais utilizando Bacillus Calmette-Guerin
(BCG) (Adams, 1974, 1976).

A presenga de plasmadcitos envolvendo os granulomas nos casos estudados
ocorreu em maior percentual em granulomas com predominio de células epitelidides do
que de macréfagos ativados, o que pode ser relacionado ao tempo de evolugcao, como
observado por outros autores (Adams, 1974; Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987;
Pen-Cheng et al., 1993). Adicionalmente, a diferenca detectada entre a presenca de
neutrofilos em granulomas com macrofagos ativados e granulomas com células
epitelidides foi significativa, sugerindo que, na esporotricose canina, os granulomas
menos diferenciados, com predominio de macréfagos ativados, sdo encontrados em
fases mais agudas, dando lugar a seguir, a granulomas mais maduros, formados por
células epitelidides, como observado em estudos experimentais com outros patdégenos
(Adams, 1974).

Assim, de acordo com os resultados obtidos da analise histopatolégica aqui
descrita, lesdes cutdneas exibindo granulomas supurativos envolvidos por plasmécitos,
associados a infiltrado periférico essencialmente plasmocitario, sd&o um achado
caracteristico da esporotricose em caes, semelhante ao descrito no homem (Lurie,
1963; Moraes & Miranda, 1964).

Entretanto, conforme mencionado, estes resultados, embora frequentes, nao
devem ser considerados especificos, uma vez que a presenca de processos
granulomatosos supurativos foi descrita também em lesbes cutédneas de LTA, de outras
enfermidades fungicas e de outras etiologias no cdo e em seres humanos (Baker,
1947; Schwarz, 1982; Narisawa et al., 1989; Hirsh & Johnson, 1992; Welsh, 2003;

Barros et al., 2005; Schubach et al. 2006; Santos et al., 2007a; Santos et al., 2007b).
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De fato, de acordo com os resultados obtidos nos cées deste estudo, as lesdes
cutdneas de esporotricose e LTA sao caracteristicamente granulomatosas supurativas.
Contudo, a analise microscopica sistematica detalhada das lesdes destes caes revelou
que, embora o diagndstico definitivo dependa da demonstracdo do agente etioldgico, o
exame histopatoldgico pode fornecer elementos que fortalecam uma suspeita clinica e
direcionem o diagnéstico. Nos casos estudados, os granulomas supurativos bem
formados e ricos em neutréfilos elevaram a chance do diagndstico de esporotricose em
caes. Em contrapartida, lesdes caracterizadas por granulomas mal formados e
presenca de linfécitos e macrofagos no infiltrado inflamatério periférico favoreceram o
diagnéstico da LTA canina. Aliado a isto, os infiltrados periféricos de distribuicao difusa
estiveram associados principalmente a lesdes de LTA, e os de distribuicao
perivascular, perifolicular e intersticial a lesdes de esporotricose. Deve-se ressaltar que,
em muitos casos, caracteristicamente, a presenca frequente de granulomas mal
delimitados e de macréfagos no infiltrado periférico nos casos das lesdes
granulomatosas de LTA canina tornou imprecisos os limites entre os infilirados
granulomatosos e os nao granulomatosos.

Estes resultados sugerem que, a partir de um quadro histopatolégico sugestivo e
de informacdes clinicas e epidemiol6gicas compativeis, uma suspeita diagndstica pode
ser fortalecida, facilitando a busca do agente em cortes histolégicos. Caso a suspeita
favoreca o diagnostico de LTA canina, a demonstragdo do parasita por meio do
encontro de formas amastigotas nos cortes histolégicos pode definir o diagnéstico, mas
requer profissionais com experiéncia na visualizacdo do agente, em especial em areas
onde a LTA e a esporotricose se sobrepdem, pois as formas amastigotas e as

leveduras de S. schenckii apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes
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(Barros et al., 2005; Schubach et al., 2006). Em casos de suspeita flungica, as técnicas
especiais de coloracdo podem ser solicitadas, mas, conforme mencionado
anteriormente, a deteccdo de S. schenckii em cortes histoldgicos € considerada dificil
para a esporotricose no homem e no cao devido a escassez de leveduras em suas
lesbes (Moraes & Miranda, 1964; Schwarz, 1982; Barros et al., 2005; Schubach et al.,
2006; Santos et al., 2007a).

Entretanto, a presenca do agente em grande quantidade em cortes histolégicos
pode eventualmente ocorrer, conforme observado em alguns caes deste estudo.
Achados semelhantes foram descritos por outros autores em lesdes de esportricose
canina (Migliano et al., 1963; Bernstein et al., 2007) e humana (Gadelha & Talhari,
1982). As lesbes de esporotricose canina ricas em fungo, observadas geralmente em
formas mais graves da doenca, parecem ser relacionadas a diversos fatores, como a
presenca de doencas concomitantes, desnutricdo e uso de drogas imunossupressoras
como corticosterdides (Schubach et al., 2006; Bernstein et al., 2007; Cafarchia et al.,
2007).

Alguns estudos revelam que o numero de estruturas fungicas é maior
inicialmente, tendendo a diminuir com a formacao e amadurecimento dos granulomas
(Miyaji & Nishimura, 1982; Mohri, 1987; Peng-Cheng et al., 1993). No presente estudo,
observou-se que a maioria das lesdées exibindo quantidade elevada de leveduras
acompanhava granulomas mal formados e ricos em neutrofilos, o que € compativel
com lesbes pouco maduras, de acordo com achados experimentais, sugerindo que a
realizacdo precoce do exame pode aumentar a possibilidade do encontro do agente.
(Adams, 1974; Mohri, 1987; Hiruma et al., 1988; Peng-Cheng et al., 1993). Moraes &

Miranda (1964) também observaram maior positividade em casos de granulomas com
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intensidade acentuada de neutrofilos, concordando com os resultados encontrados
para os caes deste estudo.

De acordo com Moraes & Miranda (1964) e com o0s casos descritos neste
estudo, as leveduras de S. schenckii estdo localizadas, em geral, no centro dos
granulomas supurativos, no interior dos microabscessos, o0 que facilita a pesquisa do
agente em lesdes com suspeita de esporotricose.

A analise de quatro cortes de cada caso pelas técnicas especiais de
histoquimica proporcionou sensibilidade satisfatdéria aos resultados, uma vez que a
maioria dos trabalhos descreve positividade para leveduras obtida pelo método
histolégico inferior a 30% (Moraes & Miranda, 1964; Marques et al., 1992; Barros et al.,
2005; Schubach et al. 2006; Santos et al. 2007a). Dentre as técnicas especiais
utilizadas para pesquisa de elementos fungicos, a impregnacao pela prata de Grocott
demonstrou maior sensibilidade em relacao a coloracao pelo PAS, resultados também
descritos por Marques e colaboradores (1992) e Moskowitz e colaboradores (1986) em
humanos.

O encontro de corpos asterbéides de S. schenckii € considerado freqlente por
muitos autores (Pinkus & Grekin, 1942; Moore & Ackerman, 1946; Lurie, 1963; Moraes
& Miranda, 1964), mas, a semelhanga do que ocorreu no presente estudo, outros nao
descreveram este achado em casos de esporotricose (Gadelha & Talhari, 1982).
Segundo Pinkus & Grekin (1950), devido as dimensdes desta estrutura, é improvavel
gue passe despercebida a analise das lesdes.

No presente estudo, a utilizacdo do método imuno-histoquimico (65,5%)
proporcionou sensibilidade superior em relacéo a impregnacao pela prata (43,7%) € ao

PAS (19,5%) para a deteccao de leveduras em lesGes de esporotricose canina, sendo
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a diferenca entre as sensibilidades significativa. Resultados semelhantes foram
descritos por Marques e colaboradores (1992). Moskowitz e colaboradores (1986) néo
observaram diferenca de sensibilidade entre a impregnacao pela prata e a IHQ, mas
ressaltaram a presenca freqlente de artefatos na coloracdo especial que podem ser
confundidos com estruturas fungicas especialmente quando estas sao raras no tecido.
As leveduras de S. schenckii, mesmo em quantidade escassa, sao de facil visualizagao
pela IHQ, uma vez que assumem uma marcacao castanha, contrastando com o fundo
tecidual (Moskowitz et al., 1986; Marques et al., 1992).

Marques e colaboradores (1992), ao compararem o método imuno-histoquimico
com as técnicas especiais de coloracdo para o diagnostico de esporotricose em
humanos, encontraram sensibilidade aumentada na combinacdo das técnicas. No
presente estudo, oito casos positivos pela impregnacao pela prata de Grocott foram
negativos pela IHQ e a associagcdo entre as técnicas promoveu uma sensibilidade
significativa em relacado a IHQ isoladamente. Isto sugere que a aplicacao paralela da
IHQ e das demais técnicas histolégicas para deteccdo de fungos pode incrementar o
diagnéstico da esporotricose, com a vantagem da especificidade garantida pelo método
imunolégico aos resultados.

A deteccao de antigenos de S. schenckii nas lesdes de esporotricose canina foi
frequente neste estudo e elevou a sensibilidade da IHQ para 73,6%. Desta forma, a
associacdao da IHQ, considerando a deteccdo de leveduras e de antigenos, a
impregnacdo pela prata de Grocott garantiu ao diagnostico histolégico uma
sensibilidade de 80,5%. Em relacdo aos resultados observados em todos os métodos
utilizados, isolados ou em associacdo, esta sensibilidade foi estatisticamente

significativa, o que reforca a aplicagdo dos métodos em associacdo para elevar a
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eficacia do diagndéstico histolégico. Marques e colaboradores (1992) descreveram
achados semelhantes, obtendo elevada sensibilidade para o diagnéstico da
esporotricose pelos métodos histolégicos, considerando a deteccao de antigenos e de
leveduras de S. schenckii pela IHQ e enfatizaram a possivel contribuicdo destes
achados no estudo da distribuicdo dos antigenos de S. schenckii e da patogénese da
doenca. Rodriguez & Sarmiento (1998) também obtiveram a marcacao de antigenos
intracelulares por meio da IHQ em lesdes de esporotricose humana e correlacionaram
0 achado a degradacao do fungo pela fagocitose.

E importante, nestes casos, enfatizar a importancia dos controles negativos em
cada reacao, utilizando BSA e substituindo o soro imune primario por soro normal, de
modo a certificar-se de que as marcagbes observadas sao especificas. As marcacoes
de antigenos no citoplasma de células fagocitarias, freqiientes neste estudo, foram
consideradas especificas, devido a sua auséncia nos controles negativos.

O encontro de antigenos em lesdes sugestivas de esporotricose pode ser util em
casos em que nao sejam observadas leveduras integras por meio das coloragcdes
especiais (Marques et al. 1992). Contudo, o valor destes achados para o diagndéstico
ainda deve ser discutido.

A ocorréncia de reagdes cruzadas entre S. schenckii e Leishmania sp. é descrita
com freqUéncia em testes sorolégicos em seres humanos e caes (Reed et al., 1990;
Barros et al., 2005; Santos et al., 2007a) e na IHQ utilizando soro anti-Leishmania sp.
para deteccdo de formas amastigotas em seres humanos (Schubach et al., 2001c;
Quintella, 2004). Em caes, Santos (2007b) ndo encontrou reag¢des cruzadas aplicando

soro anti-Leishmania sp em cortes histoldgicos de lesbes de esporotricose canina.
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Neste estudo, a utilizagdo do soro anti- S. schenckii nao revelou qualquer tipo de
marcacdao em cortes histolégicos de lesdes de LTA canina. Estes resultados
demonstram que o método imuno-histoquimico pode ser uma alternativa para a
diferenciacao entre esporotricose e a LTA em caes.

E importante salientar também que, devido a escassez de leveduras sugestivas
na maioria dos casos aqui descritos, o exame de cortes seriados do mesmo fragmento
poderia elevar consideravelmente a chance da deteccdo do agente em processos
inflamatérios granulomatosos supurativos em qualquer uma das técnicas utilizadas.
Outros autores relataram sensibilidade satisfatéria dos métodos histolégicos para
deteccdo do agente com a pesquisa em multiplos recortes (Moraes & Miranda, 1964;
ltoh et al.,, 1986). Segundo Marques e colaboradores (1992), quanto maior a
profundidade dos fragmentos cutaneos, maior a possibilidade de encontro do agente.
Além disso, amostras de tecido muito pequenas néo sao suficientes para realizagéo de
cortes seriados.

Diante de quadros histopatolégicos compativeis com o descrito para
esporotricose, as técnicas histoldégicas especiais devem ser utilizadas, uma vez que
detectam adequadamente as estruturas fungicas no tecido, sendo a impregnacao pela
prata de Grocott a mais eficaz. A IHQ é uma alternativa ao diagnéstico histologico,
podendo ser combinada aos demais meétodos, garantindo maiores sensibilidade e
especificidade aos resultados. Entretanto, devido a quantidade, geralmente pequena,
de leveduras nas lesées, ainda que o resultado permaneca inconcluso, a hipétese de
esporotricose deve ser considerada, especialmente nas areas em que a epidemia
ocorre. Nestes casos, a correlacdo com dados epidemiolégicos torna-se

particularmente Util.
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7. CONCLUSOES

1. O exame histopatoldgico revelou que, embora as lesdes de esporotricose
e de LTA em cées se apresentassem caracteristicamente granulomatosas supurativas,
observacbes acerca da organizacdo dos granuloma e da frequéncia de cada tipo
celular no infiltrado inflamatério podem contribuir para o direcionamento da suspeita
diagnéstica.

2. As trés técnicas utilizadas foram eficientes na deteccao de leveduras de
S. schenckii em cortes histolégicos de lesGes de esporotricose canina. A maioria dos
caes com esporotricose apresentou escassez de leveduras em suas lesdes.

3. Foram observados antigenos intracelulares de S. schenckii pela técnica
de IHQ, mesmo em lesdes com auséncia de leveduras.

4. Dentre as técnicas histoquimicas estudadas, a impregnacao pela prata
de Grocott mostrou-se mais eficiente do que a coloracdo pelo PAS. A técnica de IHQ
revelou maior sensibilidade quando comparada a impregnacao pela prata de Grocott e
a coloragao pelo PAS.

5. Todos 0s casos positivos na coloracdo pelo PAS foram positivos na
impregnacado pela prata de Grocott e pela IHQ. A presenca de casos positivos na
impregnacao pela prata de Grocott e negativos na IHQ demonstrou que a associagao
entre as duas técnicas pode elevar significativamente (p=0,008) a sensibilidade do
método histologico.

6. Nao foram observadas reacbes cruzadas com Leishmania sp. pelo

método imuno-histoquimico em cortes histolégicos de lesdes de LTA.
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