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RESUMO

INTRODUGCAO. A esporotricose é uma doenca flingica subcutanea subaguda ou
cronica, que afeta tanto humanos quanto animais, causada por espécies de fungos
termodimérficos pertencentes ao complexo Sporothrix spp. A deflagracdo da
esporotricose felina e humana na cidade de Manaus ocorreu em 2020, e desde entéo,
observa-se um aumento exponencial da doenca, 0 que impds um cenario
epidemioldgico preocupante da doenca no Estado do Amazonas, acrescido da
possibilidade circulagcdo de cepas resistentes a terapéutica convencional. Diante
deste novo cenario, e da escassez de dados no referido estado, o presente estudo
buscou analisar caracteristicas fenotipicas de isolados de S. brasiliensis, algumas das
guais estdo associadas a fatores de viruléncia de fungos patogénicos, bem como,

analisar o perfil de susceptibilidade dos mesmos a trés drogas antifungicas

MATERIAIS E METODOS. Foram realizadas anélises fenotipicas de 34 isolados de
S. brasiliensis obtidos em um centro de referéncia em Dermatologia no estado do
Amazonas, a partir de estudos mofologicos, fisiologicos e de atividade enzimatica, os
guais podem estar associadas a fatores de viruléncia. Além disso, foi avaliada a
suscetibilidade antifangica das cepas frente aos farmacos Itraconazol, Posaconazol e
Terbinafina, empregando-se os protocolos do Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) M38-A2. Os dados obtidos foram tabulados e analisados através de

estatistica descritiva, com distribuicdes absolutas e percentuais.

RESULTADOS. As analises morfo-fisiologicas permitiram a diferenciacdo de 6
fendtipos de colonias de S. brasiliensis em agar batata-dextrose, as quais
apresentaram forte atividade enzimatica na maioria dos testes, com excecdo da
fosfolipase que ndo apresentou qualquer atividade, e da urease, cuja atividade foi
mais ou menos intensa entre esses fenotipos morfoldgicos. Os testes de
suscetibilidade in vitro aos antifingicos azdélicos revelaram CIM8%-19 entre 0,25ug/mL
a 1 pg/mL para o posaconazol e 0,25 a 2 pg/mL para itraconazol. A maioria das

cepas foram suscetiveis a terbinafina, nas concentragfes entre 0,25 pg/mL a 1 pg/ml.



CONSIDERACOES FINAIS. Os resultados obtidos no presente estudo contribuiram
para o conhecimento das caracteristicas fenotipicas de isolados clinicos de S.
brasiliensis, e do perfil de suscetibilidade a trés drogas antifingicas, em um centro de
referéncia em diagndéstico e tratamento de doencas dermatoldgicas no Amazonas.
Tais resultados servirdo de apoio para futuras investigacdes cientificas e uma melhor

abordagem clinica da esporotricose no estado.

Palavras-chave: esporotricose humana, suscetibilidade in vitro, caracteristicas

fenotipicas.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca fungica subcutédnea, subaguda ou crbénica, que
afeta tanto humanos quanto animais, causada por espécies de fungos termodimorficos
pertencentes ao género Sporothrix spp. [1].

E mais comum em paises tropicais e subtropicais, entretanto apresenta
distribuicdo global, sendo considerada uma micose ocupacional, associada a acidentes
traumaticos ocasionados durante atividades laborais, principalmente em jardineiros,
agricultores, extrativistas e floristas [2].

Com relacdo a transmissao, pode ser ocasionada por inoculacdo trauméatica na
pele por material de solo e plantas contendo células flngicas, ou a partir de uma
mordida ou arranh&o de gatos ou caes contaminados. As espécies de Sporotrix spp. que
habitam solos sdo encontradas em associagcdo com plantas e matéria organica em
decomposicdo, sendo o mesmo um fungo filamentoso com producdo de esporos e
outros propagulos fungicos infectantes. Depois de atingir os tecidos do hospedeiro,
esporos ou fragmentos de micélio se convertem em formas de leveduras patogénicas
[3].

Uma vez que a forma infectante do Sporothrix spp. atinge a pele, os sinais
clinicos se manifestam, variando entre formas cutaneas, linfocutdneas e sistémicas,
sendo que estas Ultimas estdo relacionadas a imunodeficiéncia do hospedeiro [4].

As espécies de Sporothrix apresentam variacbes em relacdo a viruléncia,
preferéncia do hospedeiro e resisténcia a farmacos. S. brasiliensis mostra-se como a
espécie mais virulenta, seguida por S. schenckii e S. globosa. Sendo assim, diferentes
fatores devem ser considerados no tratamento da esporotricose, tais como a forma
clinica da doenca, o estado imunolégico do hospedeiro e as espécies envolvidas [5].

Estudos mostram que nos ultimos anos, no Brasil, tem havido um aumento de
casos de falhas terapéuticas no tratamento da esporotricose, além de relatos de isolados
de Sporotrhix brasiliensis com baixa sensibilidade ao itraconazol, que € o tratamento de
primeira escolha. Supbe-se, que a diminuicdo da eficacia do itraconazol, pode estar
relacionada a mecanismos de resisténcia desenvolvido por esta espécie, tais como a
superexpressdo de bombas de efluxo, producdo de melanina, superexpressdo ou

mutacdo da enzima alvo do farmaco [6].
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Existe um amplo espectro de manifestacdes clinicas na esporotricose, no entanto,
os fatores envolvidos na inter-relacdo patégeno-hospedeiro, bem como os fatores de
viruléncia relacionados ainda nao estao bem elucidados. Acredita-se que a producgéo de
certas proteinas ou glicoproteinas, melanina e precursores do ergosterol, bem como a
termotoleréncia fungica, pode influenciar nas manifesta¢des clinicas da esporotricose,
uma vez que isso foi observado em outras micoses causadas por outros fungos
patogénicos. O estudo da esporotricose e os fatores de viruléncia envolvidos €
necessario para uma melhor compreensao da biologia, fisiologia e patogenicidade nas
suas diferentes formas e espécies [3,7].

A esporotricose no Amazonas possui carater precoce, uma vez que o surto da
doenca ocorreu no final do ano de 2020, e deu origem ao cenario que se vive nos dias
atuais. Por isso, estudos na literatura que descrevem a ocorréncia da doenca no Estado,
ainda sdo escassos. Porém, a esporotricose tém figurado entre as dermatoses de maior
interesse clinico e chama a atencdo da comunidade cientifica local. A Fundacéo
Hospitalar Alfredo da Matta (FUHAM) € um dos principais centros de referéncia para o
diagnostico e tratamento dos pacientes afetados, e tem buscado atuar em diferentes
pesquisas visando proporcionar um conhecimento cientifico fundamentado, a fim de
nortear politicas publicas de enfrentamento e prevencao da doenca.

Diante deste cenario atual da esporotricose no estado do Amazonas, o qual
chama a atencao pelo aumento alarmante do niumero de casos, somado a escassez de
estudos na literatura cientifica na regido amazo6nica que caracterizem a doenca do ponto
de vista clinico-epidemiolégico, o presente estudo objetivou avaliar o perfil de
suscetibilidade in vitro, bem como, as caracteristicas fenotipicas de isolados de
Sporothrix spp. de pacientes atendidos na Fundacdo Hospitalar Alfredo da Matta
(FUHAM).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos epidemioldgicos

A esporotricose é uma micose cosmopolita, ocasionada por espécies de
Sporotrhix as quais se distribuem ao redor do mundo de maneira ndo uniforme [3]. S.
globosa ¢ a espécie predominante na Asia, S. schenckii sensu strictu na Australia, Africa
do Sul, oeste da Ameérica do Sul, Central e Norte, e S. brasiliensis é altamente
prevalente no Brasil [8]. Afeta ambos 0s sexos e em qualquer idade, e a exposi¢ao ao
fungo, de maneira ocupacional ou recreacional, é o principal fator para a transmissao da
doenca [3].

A doenca tem se apresentado principalmente através de surtos e epidemias,
destacando-se como principais areas de endemicidade a América Latina, sobretudo o
Brasil, México, Coldmbia, Guatemala e Peru; a Asia, especialmente China, india e
Japéo; e em menor numero, EUA e Australia [1].

Entre todas as espécies clinicamente relevantes de Sporothrix, S. brasiliensis
apresenta o maior potencial de dispersdo geografica. Em areas de endemias, esta
espécie se sobressai devido principalmente a transmissao felina. Relatos na literatura ja
mostram casos de isolamento de S. brasiliensis em humanos e gatos em alguns paises
da América do Sul, assim como na Europa, onde a fonte provavel foi importada do Brasil
[9].

No territorio brasileiro, a transmissdo zoonética da esporotricose foi relatada
primeiramente em estados das regifes sul e sudeste, tais como S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul [10,11,12]. Nos ultimos anos, a regido nordeste também
relatou casos de surtos epizooticos, nos estados de Pernambuco, Alagoas e Rio Grande
do Norte [13]. Estudos clinico-epidemiolégicos mostraram o grande impacto que a
transmissao felina da doenca tem gerado e o0 consequente avanco de casos em
humanos pelo pais, relatados em praticamente todos os estados brasileiros, até o ano
de 2020 [14].
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2.2. Ecologia e etiologia

Foi através de estudos filogenéticos que ficou evidenciado que Sporothrix
schenckii, na verdade, englobava um grande complexo que compreende outras espécies
[15]. Antes desse acontecimento, acreditava-se que apenas a espécie outrora citada era
a responsavel pelos casos de esporotricose no mundo. Diante disso, autores dividiram
as espécies em clados, onde S. brasiliensis, S. schenckii sensu stricto, S. globosa e S.
luriei pertencem ao de interesse clinico [14] e no ambiental estdo inseridas S. mexicana
e membros do complexo S. pallida (S. chilensis, S. gemella, S. humicola, S. pallida, S.
palmiculminata, S. protea-sedis, e S. stylites), que com baixo potencial patogénico para
humanos e animais [16,17].

Estudos sobre o ciclo natural da doenca demonstram que o fungo esté inserido
em uma via classica considerada sapronoética acometendo hospedeiros vertebrados de
sangue quente. A transmissao horizontal animal, é considerada uma via alternativa de
infeccéo, afetando principalmente gatos domeésticos e cdes. Na esporotricose transmitida
por gatos, a doenga é transmitida por meio de arranhdes e mordidas, ou pelo contato
direto com suas secrecdes para outros gatos (epizootias), ou diretamente para humanos
(zoonoses) [18].

O comportamento diferenciado da patogenicidade de Sporothrix pode estar
relacionado com a sua caracteristica de termodimorfismo, que é uma adaptacao
morfolégica em temperatura de 37°C, fator importante para a instalacdo do processo
infeccioso, compartilhado com outros patdgenos humanos filogeneticamente distantes,
nas ordens Onygenales e Eurotiales. Espécies de Sporothrix pertecentes ao clado
clinico sdo fungos termodimérficos “profissionais” que respondem de forma mais
eficiente a estimulos térmicos [19,20,9].

Estudos mostraram que a esporotricose também relacionada com um efeito na
genética populacional do fungo, levando a reducdo da variabilidade genética
guando um pequeno grupo de individuos nao geneticamente representativo da
populacédo parental migra para uma nova area e estabelece uma nova populacdo. Com o
tempo, a nova subpopulacédo resultante tera genotipos com caracteristicas fenotipicas
alteradas que podem diferencia-los da populacdo parental. Portanto, esse efeito pode
explicar, por exemplo, a baixa diversidade genética encontrada durante os surtos iniciais

de esporotricose transmitida por gatos [21].
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Alguns estudos baseados nas caracteristicas filogenéticas também mostraram
gue a resisténcia antifungica encontrada nas espécies de Sporotrhix spp. pode estar
relacionada com a sua diversidade genética, e que diante de uma pressao seletiva
natural, melhora sua capacidade de adaptacdo ao ambiente. Com isso, fendtipos
multirresistentes tém surgido, apresentando alta resisténcia antifangica intrinseca
associada com polimorfismo no nimero e tamanho dos cromossomos que pode levar ao
desenvolvimento de clones com genes de resisténcia [21,6].

Os gatos possuem facilidade de se adaptar a uma ampla variedade de ambientes,
além do fato de serem considerados animais de facil dominio doméstico. Diante disso, a
introducdo de gatos doentes através de humanos que migram com seus animais de
estimacdo para outras localidades, justifica a presenca de um genoétipo da populacao
parental, de uma determinada area, em outras geograficamente distantes, uma vez que
a esporotricose ndo é uma doenca de transmissdo direta de pessoa para pessoa ou

mesmo uma zooantroponose [9].

2.3. Aspectos clinicos

Uma vez que a forma infectante do Sporothrix spp. penetra na pele, a doenca se
manifestarda como quadros clinicos variando entre formas cutaneas, linfocutaneas e
cutaneo-disseminada ou sistémica, sendo que estas uUtimas estdo relacionadas com
alguma imunodeficiéncia do hospedeiro [4].

O periodo pré-patente da enfermidade € bastante variavel, em virtude do
dimorfismo apresentado pelo género. Apds a penetracdo no tegumento, quando ocorre a
invasdo da forma filamentosa, € necessario que a mudanca morfologica ocorra nas
camadas mais profundas do tecido. Por outro lado, quando a forma unicelular é
introduzida, como ocorre na transmissao zoondética, esta etapa ndo € necessaria [22].

A verificacdo dos sinais clinicos ocorre na dependéncia das condi¢cdes
imunoldgicas do hospedeiro, bem como dos fatores intrinsecos do agente. A carga
microbiana depositada no momento da inoculacdo é outra questdo interferente para a
instalacdo da enfermidade [22]. O agente pode permanecer na derme e tecido
subcutédneo, no local de inoculacdo, se propagar através das estruturas linfaticas
resultando em linfangite e linfadenite, ou se disseminar sistemicamente pela via

sanguinea [22,23].
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Nos seres humanos, as lesdes da forma cutanea da doenca apresentam-se como
um ndédulo eritematoso, ulcerado ou verrucoso, que pode, subsequentemente, se
disseminar pela via linfatica, sendo um desenvolvimento comum em 75-90% dos casos.
A infeccdo também pode ser disseminada hematogenicamente e envolve 0Sso0s,
articulacoes, pele, olhos, sistema nervoso central e trato geniturinério, ou ainda pode ser
uma doenca de instalacdo pulmonar [24,9].

A classificagdo atualizada das formas clinicas da esporotricose humana
demonstra o grande espectro clinico atribuido a esta doenca, que esta relacionado com
fatores como o modo de inoculacédo, imunidade do hospedeiro e fatores de viruléncia da
espécie envolvida [25]. A recente classificagdo contribui para o melhor entendimento
fisiopatolégico, investigacdo diagnostica e o tratamento do paciente, diante do que foi
presenciado nesta doenga nas ultimas décadas [26].

A forma cutanea da doenca classicamente compreende as formas linfocutanea,
cutanea fixa e mais recentemente a inoculacdo multipla. A forma linfocutanea sendo a
mais comum, representa 46% a 92% dos casos, e inicia-se com 0 surgimento de
pequena papula eritematosa ou pustula, no local de inoculacdo do fungo. A leséo tende
a aumentar de tamanho em poucas semanas, e tornar-se nodular, e em seguida, surgem
no trajeto linfatico regional, novas lesdes papulo-nodulares, eritematosas, cujo trajeto
pode ser ascendente ou descendente, a depender da drenagem regional. A forma
cutanea fixa € a segunda mais frequente, correspondendo em média a 25% dos casos,
onde ap6s o trauma de inoculacdo fungica surge lesdo nodular que ndo exibe
progressao linfatica regional, e que tende a ulcerar com o passar do tempo. A inoculacao
multipla, sendo a menos comum, apresenta-se com multiplas lesbes cutaneas,
polimorficas, em sitios ndo contiguos, sem envolvimento sistémico. Essa forma clinica
ganhou evidéncia com a emergéncia de casos zoondticos relacionados a felinos
doentes, nos quais € possivel a ocorréncia de multiplos traumas, em razdo de
arranhaduras e mordeduras [26].

A forma de acometimento de mucosa, também recentemente classificada,
apresenta a regido ocular como a mais comumente envolvida, devido a maior exposicao.
A proximidade entre humanos e felinos domésticos aumentou a frequéncia dessa
apresentacao clinica, especialmente em criancas. Ao espirrar, 0S aerossois dos animais

atingem a mucosa ocular ou, ap6s tocarem o animal ou fémites, os individuos levam as
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maos contaminadas aos olhos. O quadro clinico mais caracteristico € conjuntivite
granulomatosa, caracterizada por lesbes vegetantes na conjuntiva palpebral ou bulbar,
podendo haver enantema e descarga purulenta O acometimento de outras mucosas €
menos comum, sendo a mucosa nasal a segunda regido mais acometida [26].

O acometimento osteoarticular € a manifestacao clinica mais comum depois das
formas cutdnea e mucosa. Ocorre, usualmente, a partir do foco cutdneo contiguo, e é
unifocal em muitos casos. Os fatores de risco mais importantes sdo lesdo nas
extremidades, sobretudo maos e pés, pela proximidade anatdmica intima entre a pele e
o sistema osteoarticular e pela fragilidade osteometabdlica, especialmente nos idosos ou
usuarios crbénicos de corticoides, além de lesdo por mordedura, em virtude da maior
profundidade do in6culo [26].

Na forma sistémica, a mais rara, ha acometimento de outros 6rgdos, com ou sem
lesdes cutaneas. Admite-se que, ocasionalmente, a porta de entrada possa ser pulmonar
com disseminacdo hematogénica do patdgeno, ou possa disseminar-se por via
hematogénica, a partir de lesédo cutanea ou osteoarticular. Embora ndo haja fatores de
risco especificos, pacientes em situacdes de imunossupressao tém maior predisposicao
ao desenvolvimento de formas sistémicas, podendo evoluir a 6bito. Raramente, formas
sistémicas sdo observadas em individuos imunocompetentes, o que pode ser atribuido a
cepas mais virulentas do fungo ou a imunodeficiéncia primaria do hospedeiro [26].

A forma imunorreativa da esporotricose compreende, durante o curso da doenca,
reacdes de hipersensibilidade, que tém sido observadas com maior frequéncia na
epidemia de esporotricose zoonética — eritema nodoso, eritema multiforme e sindrome
de Sweet sdo as mais comuns. As formas imunorreativas estdo, normalmente,
associadas a quadros mais brandos e localizados de esporotricose, o0 que
provavelmente demonstra melhor controle imunolégico da doenca, embora a mesma
seja, por vezes, incapacitante [26].

Ainda ha o tipo de acometimento da esporotricose classificado como misto, onde
podera haver associacdo de mais de uma forma de apresentagcdo clinica no mesmo
paciente. Mostra-se importante ndo confundir pacientes com comprometimento misto da
pele, mucosa e sistema osteoarticular com esporotricose sistémica, cujo acometimento

ocorre por disseminacdo hematogénica [26].
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Os gatos sdo considerados mais suscetiveis a contaminagdo por Sporothrix e
comumente desenvolvem as formas mais graves da doenca, que podem evoluir até o
Obito. Multiplas lesdes ulcerativas sdo geralmente observadas na regido cefélica,
principalmente no nariz e na regido da pata, devido ao comportamento felino que
envolve arranhdes e mordidas durante brigas. Diferentemente do que ocorre nas lesbes
em humanos, pode-se observar um elevado namero de leveduras em felinos [27,28].

Além disso, Sporothrix spp. expressa importantes atributos de viruléncia como
termotolerancia, adesinas e producao de melanina, sendo S. brasiliensis considerada a
espécie mais virulenta, tanto em animais quanto humanos, e associada com formas
atipicas e mais graves da doenca, incluindo disseminacdo da infeccdo na pele em

hospedeiros imunocompetentes e doencga sistémica [7].

2.4. Esporotricose no Brasil

Na América Latina, a esporotricose emerge como a micose de maior frequéncia,
com areas de alta endemicidade no Brasil, Coldmbia, Peru e Venezuela. No entanto,
notamos diferencas significativas que refletem nas espécies transmitidas e na via de
transmissao da doenca. Por exemplo, a rota sapronoética da esporotricose € comum em
toda a América Latina, onde S. schenckii s.strictu dissemina-se através do contato com
propagulos fungicos presentes no ambiente. Por outro lado, a via zoonética da
esporotricose € mais comum no territorio brasileiro, onde a esporotricose transmitida por
gatos € o principal tipo de infeccdo para humanos, cdes e outros gatos, sendo o S.
brasiliensis o principal agente nesses casos [18,9].

Relatos de casos de esporotricose humana ocorrem em 25 dos 26 estados
brasileiros. Porém, devido ao surgimento da esporotricose em gatos, ha uma marcada
variacdo quanto a sucessao de espécies envolvidas nas transmissfes. Antes da década
de 1990, prevaleceu a transmissdo sapronética classica da esporotricose humana,
semelhante em paises latino-americanos. Ap6s a década de 1990, com a entrada do
gato doméstico na cadeia de transmissdo da esporotricose, é possivel detectar um
aumento consideravel de episédios epizooticos em felinos e transmissdo zoondtica para
humanos. Este cenario tem a regido metropolitana do Rio de Janeiro como seu
epicentro, e entre as décadas de 1990 e 2000 observou-se uma propagacao gradual da

epidemia para outros estados das regides Sul e Sudeste [21,29,9].
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Do ponto de vista da salude publica, a principal desvantagem do cenério da
esporotricose no Brasil, € a escassez de um sistema nacional de notificacdo para
notificar casos da doenca. Desde 2011, a notificacdo da esporotricose tem sido
obrigatéria no estado do Rio de Janeiro, mas ndo em outros estados brasileiros, com
raras excegoes especificas a nivel regional e municipal [30,31,9].

Embora a auséncia de dados oficiais torne dificil medir o problema, a
esporotricose transmitida por gatos € responsavel por uma carga significativa dessa
doenca no Brasil, ligada a vulnerabilidade social. A doenga atinge principalmente
mulheres (25 a 59 anos), especialmente em lugares socioeconomicamente
desfavorecidos, com baixa renda per capita e fornecimento deficiente de agua tratada as
familias. Com isso, sugere-se que este cenario tende a se repetir em outras areas do
pais [32,9].

A epidemia em curso no estado do Rio de Janeiro tem afetado pelo menos 7.897
humanos, 5.113 gatos e 244 caes, tendo como principal agente etiolégico a espécie S.
brasiliensis. Estados do Sul do Brasil e mais recentemente, diferentes estados do
Centro-Oeste, Nordeste e Norte do Brasil também relataram esporotricose transmitida
por gatos por esta mesma espécie. A distribuicdo geogréfica parece se estender para
fora do pais, uma vez que S. brasiliensis foi isolado de amostras de solo da Argentina e
em uma familia do Paraguai, sugerindo uma ocorréncia mais ampla desse patégeno na
América do Sul [33,34,35].

2.5. Esporotricose no Amazonas

No estado do Amazonas a esporotricose possui carater emergente, uma vez que
teve um aumento exponencial no numero de casos durante os Ultimos trés anos,
principalmente no ano de 2023. A capital Manaus detém a maioria desses casos, e nota-
se a presenca de casos confirmados também em outros municipios da regido do entorno
de Manaus e Rio Negro. Acomete principalmente o sexo feminino na faixa etaria de 20 a
59 anos, e a transmissdo acontece principalmente devido ao contato com o animal
doente, especialmente o gato [36].

Estudos locais recentemente publicados mostraram que entre 2020 a 2023, houve
um registro de 950 casos humanos e 2.823 casos em animais. A ascendéncia percentual

dos casos de esporotricose humana foi de 304% entre os anos de 2021-2022, e 249%
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entre 2022-2023, e, em contrapartida, na esporotricose animal foi observada uma
ascendéncia de 428% e 345% nos respectivos periodos. A identificacdo da espécie
envolvida nos casos registrados na regido confirmou a presenca de S. brasiliensis como
agente etiolégico, assim como tem sido demonstrado em outros surtos pelo Brasil [37].

As condi¢cdes socioambientais sdo relatadas como um dos principais fatores
relacionados a expansdo da esporotricose na regido amazbnica. Alguns autores
chamam a atencdo para certas condi¢cdes socio-ambientais envolvendo o cenario de
expansdo ndo planejada de cidades marcado pelo desflorestamento, perda do habitat
natural, poluicdo e aumento da vulnerabilidade social [36]. Além disso, a presenca do
felino infectado em zonas urbanas e periurbanas, demonstra a caréncia de medidas de
salde publica para o controle de zoonoses que contribuam para a diminuicdo da
disseminacgao da doenga na regiao [37].

2.6. Aspectos fenotipicos

O primeiro isolamento de Sporothrix schenckii no Brasil remete a primeira década
de 1900, onde pesquisadores visualizaram estruturas leveduriformes no material a
fresco clarificado com KOH 10%. Entretanto, ao semear o mesmo material biolégico no
meio de cultura, perceberam o desenvolvimento de colbnias na superficie com estruturas
caracteristicas de fungos filamentosos, evidenciando, assim, o termodimorfismo deste
fungo [38].

Para a observacao da fase leveduriforme do Sporothrix podem ser usados agar
sangue acrescido de glicose-cisteina ou agar Brain Heart Infusion (BHI), a 35-37-C
[39,9]. Uma de suas caracteristicas é o crescimento lento nos meios de cultura e, por
essa razao, autores sugerem que o fungo deve ser incubado por até trinta dias [40,9].

De acordo com a revisao detalhada do género Sporothrix realizada por De Hoog
[41] apud Domsch et al. [42], as colbnias fungicas da fase filamentosa apresentam uma
taxa de crescimento entre moderada a lenta e caracterizam-se macromorfologicamente
por apresentar textura glabrosa (lisa), secal/farindcea ou lanosa, de coloracéao
inicialmente esbranquicada, mas muitas vezes tornando-se acinzentada ou preta, as
vezes arroxeada ou amarelada. Micromorfologicamente formam hifas delgadas, hialinas
(ocasionalmente palidas), de paredes lisas e finas; células conidiogénicas geralmente

solitérias, dispersas, eretas ou em conidiéforos pouco ramificados, as vezes escassos
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verticilados e completamente hialinos, os quais ndo se diferenciam muito das hifas
vegetativas.

A conidiogénese € do tipo poliblastica denticulada simpodial, em que as células
conidiogénicas (conidiéforos) contém um aglomerado apical de denticulos conidiiferos
curtos e estreitos, formados em sucessao simpodial ou bastante longos; as vezes os
conidiéforos continuam a se alongar mais acentuadamente e assim formam varios
aglomerados de denticulos. Os conidios sdo ovoides a fusiformes com extremidade
arredondada (piriformes), hialinos e uninucleados. Além disso, conidios semelhantes
freqientemente surgem lateralmente de hifas procumbentes indiferenciadas. Em
algumas espécies conidios globosos pigmentados (melanizados) também sédo
produzidos [42].

A caracterizacao fenotipica pode auxiliar na identificacdo presuntiva de algumas
espécies pertencentes ao clado clinico. De acordo com alguns autores, o formato dos
conidios, por exemplo, apresenta-se distintamente entre algumas espécies clinicas,
sendo mais alongados, pigmentados e as vezes triangulares, na espécie S. schenckii
sensu stricto, enquanto que na espécie S. brasiliensis, os conidios sdo mais globosos
[43,44].

As caracteristicas fisiolégicas como taxa de crescimento, termotolerancia e
assimilacdo de acucares também sao ferramentas Uteis na diferenciacdo das espécies
de Sporothrix. Espécies do clado clinico apresentam crescimento lento e maior
termotolerancia, enquanto as do clado ambiental se distinguem por sua maior taxa de
crescimento, porém baixa termotolerancia [44].

Autores também evidenciaram maior taxa de crescimento por cepas ambientais
guando comparadas a cepas de origem clinica. Colénias de S. mexicana e S. pallida,
espécies ambientais ocasionalmente relacionadas a quadros clinicos, apresentam
diametro de coldnia superior a 50 mm, quando cultivadas a 30°C [44].

Com relacdo a assimilacdo de acuUcares, variacBes foram descritas entre as
espécies do clado clinico e ambiental, para diferentes fontes carbonadas, tais como
sacarose, rafinose, ribitol, arabinose e amido [43,44]. Além disso, o0 acréscimo de glicose
ao meio de cultura favorece a sintese de melanina pelo fungo, um importante fator de

viruléncia para este agente [45].
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Outra importante caracteristica fisioldgica observada nas espécies do complexo
Sporothrix, € a capacidade de se desenvolver em diferentes condicdes de pH e
osmofilia. Verificou-se que a fase filamentosa cresce em condi¢gdes de pH entre 3,0 a
12,0 e tolera concentracdes de até 7% de NaCl. Enquanto isso, a fase leveduriforme
suporta condicOes de pH entre 2,4 a 9,5 e apresenta maior tolerancia a variagdes na
pressdo osmatica, sendo capaz de se desenvolver em meios contendo até 11% de NaCl
[43,19].

Ademais, autores destacam que caracteristicas macro e micromorfolégicas,
analisadas isoladamente, ndo sdo suficientes para a diferenciacdo das espécies
inseridas no complexo S. schenckii, sendo, portanto, necessaria a implementacao de

outros testes complementares, para identificagéo segura do agente [44].

2.7. Fatores de viruléncia do complexo Sporothrix

Sabe-se que patogenicidade € a capacidade do microrganismo de causar
infeccdo e esta diretamente ligada a habilidade do agente etiologico em resistir ao
ambiente em que se encontra, bem como ao sistema imunoldgico do hospedeiro. Sendo
assim, a patogenicidade pode ser determinada por um conjunto de fatores de viruléncia
[46].

Estudos tém demonstrado a habilidade dos fungos em produzir enzimas
extracelulares como proteases, lipases, queratinases, dentre outras, que representam
ferramentas para caracteriza-los fenotipicamente e investigar a relacdo com a
patogenicidade. Muitas destas enzimas sdo associadas com fatores de viruléncia que
desempenham importante papel no processo de evolucéao da doenca [47].

Dentre os principais fatores de viruléncia associados ao complexo Sporothrix,
destacam-se o termodimorfismo, a termotolerancia, a producdo de melanina e a
producdo de enzimas extracelulares, os quais estdo relacionados principalmente com
mecanismos de evasdo da resposta imune do hospedeiro, e influenciam no processo
infeccioso da esporotricose [48,46].

O termodimorfismo é uma importante caracteristica do complexo Sporothrix,
apresentada também por outros fungos patogénicos, e esta correlacionada com a sua

capacidade de alterar a morfogénese na temperatura de 37°C. No ambiente, esses
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fungos estdo sob a forma filamentosa, e ao penetrar nos tecidos dos hospedeiros
modificam sua forma para leveduras [49].

A termotolerancia, uma caracteristica comum as cepas do clado clinico, relaciona-
se com a capacidade do fungo de tolerar e se desenvolver em temperaturas mais
elevadas. Para que o processo infeccioso evolua, é importante que o fungo apresente tal
resisténcia, pois caso contrario, se restringira a pele, e nao provocara efeitos extra
cutaneos [50].

Diferengas na termotolerancia, em estudos da literatura, foram associadas com o
padréo clinico regional da esporotricose em paises vizinhos ao Brasil. Observou-se que
isolados oriundos de paises como México, Guatemala e Coldmbia apresentaram inibicdo
do crescimento a 35 °C e 37 °C e que esse comportamento poderia estar relacionado
com a ocorréncia de formas mais brandas da enfermidade nestas regides [51].

Em relacdo ao papel das enzimas secretadas pelos fungos, sabe-se que estas
sdo importantes para o metabolismo destes microrganismos, fornecendo nutrientes
através da degradacéo dos tecidos do hospedeiro. As proteases, lipases e fosfolipases
agem sobre substratos proteicos e lipidicos dos tecidos, como colageno tipo | e elastina,
através de atividade proteolitica [48].

Outra caracteristica relacionada na literatura a fatores de viruléncia no complexo
Sporothrix e em outros fungos patogénicos, € a producdo de melanina, a qual exerce
papel fundamental na patogenicidade, como por exemplo na evaséo do fungo a resposta
imune do hospedeiro e resisténcia as drogas antifungicas. De acordo com alguns
autores, a piomelanina, eumelanina e DHN-melanina séo os trés tipos de melanina que
podem ser produzidas por esse fungo, sendo o Ultimo tipo o mais abundante e

facilmente produzido a partir da adicdo de glicose no meio de cultura [52].

2.8. Tratamento

A escolha do tratamento para a esporotricose depende da forma clinica da
doenca, do estado imunolégico do hospedeiro e da espécie envolvida. As mais
virulentas, S. brasiliensis, S schenckii e S. globosa apresentam diferentes perfis de
suscetibilidade aos antifungicos, assim, a resposta a terapia pode ser variavel [5].

Os agentes terapéuticos recomendados para o tratamento da esporotricose

humana séo itraconazol, a anfotericina B, terbinafina e solugdo saturada de iodeto de
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potassio. Anfotericina B, itraconazol, posaconazol e terbinafina apresentam maior
atividade in vitro contra Sporothrix, com MIC descrito na literatura menor que 1 pg/ml.
Entre os triazéis de Ultima geracdo, foi relatada atividade in vivo e in vitro de
posaconazol em combinacdo com anfotericina B, enquanto o voriconazol nao foi
considerada uma escolha terapéutica para a esporotricose devido as suas altas MICs
[5].

O itraconazol é o medicamento de escolha devido a sua eficacia, seguranca e
conveniéncia posoldgica para esporotricose linfocutanea e cutadnea. No Brasil, também é
utilizado no tratamento da forma felina da doenca. E um medicamento fungistatico da
primeira geracao dos triazolicos que inibe a sintese de ergosterol, o principal esterol da
membrana celular do fungo. Dependendo da gravidade da doenca e do estado
imunologico do hospedeiro, a dose terapéutica pode variar de 100 a 400 mg/dia
[53,54,26].

O iodeto de potassio (KI), ha muito tempo foi utiizado no tratamento da
esporotricose e o provavel mecanismo de acdo dessa droga esta relacionado com a
modulacdo da resposta imunoldgica no hospedeiro [55,26]. Seu uso bem-sucedido, em
associacao com o itraconazol em casos graves e refratarios de esporotricose felina, foi
relatado, sugerindo que esta associacdo seja uma estratégia possivel para casos
humanos selecionados [56,26]. No entanto, sua prescricdo tem se tornado cada vez
menos comum na pratica dermatoldgica, devido ao pouco conhecimento sobre seu exato
mecanismo de acdo, o desinteresse da industria farmacéutica, o advento de novos
medicamentos e a toxicidade causada pelo uso de altas doses do medicamento [55].

Outro inibidor da sintese de ergosterol utilizado no tratamento da esporotricose é
a terbinafina. Esta alilamina trata a forma cutdanea em humanos quando o itraconazol ou
Kl ndo é tolerado ou nédo pode ser usado. Esta disponivel em comprimidos de 125 e 250
mg, facilitando a administracdo pediatrica. A dose recomendada € de 250 mg/dia, mas
pode ser aumentada para 500 mg/dia em adultos [26].

Além do itraconazol, o outro triazolico que exibe alta atividade in vitro sobre
Sporothrix spp. € o posaconazol, sendo classificado como um antifingico de segunda
geracdo desta classe. No Brasil, estd disponivel em formulacdo oral liquida, na

concentracdo de 40 mg/mL, e tem custo elevado. Doses de 600— 800 mg/dia tém sido
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usadas em casos graves com imunossupressdo, quando hd intolerancia ao itraconazol e
apos terapia endovenosa com anfotericina B [26].

Em casos graves da esporotricose, a anfotericina B (desoxicolato ou,
preferencialmente, lipossomal) é recomendada até que haja a melhora clinica do
paciente, sendo um medicamento antifingico da classe dos polienos desenvolvido na
década de 1950. Existem quatro mecanismos para o0 modo de acao antifungica dessa
droga: (i) formacao de poros, (ii) adsor¢cdo a superficie (iii) “sequestro” de ergosterol e
(iv) dano oxidativo. A dose cumulativa total recomendada para anfotericina B variade 1 a
3g. Embora eficaz e atue com propriedades fungicidas, o tratamento com anfotericina B
ndo é recomendado para esporotricose cutanea e linfocutdnea devido a sua alta

toxicidade e a inconveniéncia da administragdo intravenosa [55,26].

2.9. Suscetibilidade in vitro

Autores sugerem duas metodologias padronizadas, quando se trata de estudos
sobre a suscetibilidade in vitro das espécies de Sporothrix. Tais metodologias seriam os
protocolos do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e do The European
Committee on Antifungal Susceptibility Testing (EUCAST), que propdéem o meétodo de
microdiluicdo em caldo utilizando in6culo obtido a partir de cultura do fungo na forma
filamentosa [57,58].

De acordo com as recomendacfes da Sociedade Brasileira de Dermatologia para
0 manejo clinico, diagnodstico e terapéutico da esporotricose humana, fluconazol,
flucitosina e equinocandinas nao inibem o crescimento de Sporothrix spp. in vitro, sendo,
portanto, dispensavel sua inclusdo no TSA. Algumas cepas de Sporothrix podem ser
inibidas pelo voriconazol. Itraconazol, terbinafina, posaconazol e anfotericina B
apresentam perfis variados de suscetibilidade antifingica, o que justifica sua inclusdo em
todos os testes in vitro de suscetibilidade a antifiungicos de espécies patogénicas
humanas de Sporothrix, pela possibilidade de concentracédo inibitéria minima (CIM)
elevada [26].

Os documentos de referéncia para os TSA, porém, ndo mencionam pontos de
corte de concentracao inibitéria minima (CIM) para as espécies de Sporothrix spp., uma
vez que a avaliacdo de tais protocolos precedeu aos estudos de taxonomia molecular e

filogenética sobre esse fungo. Diante disso, estudos multicéntricos como de Espinel-
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Ingroff et al. (2017) [5] tém ajudado a reproduzir os testes de suscetibilidade antifangica
in vitro, estabelecendo cut-offs epidemiolégicos (ECV) para as espécies de maior
importancia clinica a partir de achados laboratoriais. Com esses pontos de corte, é
possivel predizer sobre isolados clinicos que podem apresentar reduzida suscetibilidade
e podem adquirir mecanismos de resisténcia.

A partir dos estudos multicéntricos ficou estabelecido que os valores de corte para
isolados clinicos de S. brasiliensis e S. schenckii, pela metodologia do CLSI, sao,
respectivamente, anfotericina B, 4 e 4 ug/mL; itraconazol, 2 e 2 pg/mL; posaconazol, 2 e
2 pg/mL e voriconazol, 64 e 32 uyg/mL. Pontos de corte adicionais para S. brasiliensis
séo cetoconazol, 2 ug/mL e terbinafina, 0,12 ug/Ml [26,5].

Nas ultimas décadas, estudos moleculares forneceram evidéncias significativas
de que gatos domésticos infectados sdo os principais disseminadores da esporotricose,
bem como principal fonte de infeccéo pela espécie Sporothrix brasiliensis em humanos e
outros animais. S. brasiliensis tem sido considerada a espécie mais sensivel a maioria
dos agentes antifungicos in vitro, embora esta seja a mais virulenta [59,56].

Entretanto, nos ultimos anos, tem havido um aumento nos relatos de falhas
terapéuticas no tratamento da esporotricose e relatos de isolados com baixa
sensibilidade ao itraconazol. A diminuicdo da eficacia do itraconazol contra S.
brasiliensis observada em isolados clinicos do Brasil nos ultimos anos pode estar
relacionada a mecanismos de resisténcia desenvolvidos por esta espécie, como a
superexpressao de bombas de efluxo, que corresponde ao principal mecanismo de
resisténcia adquirido a azois em fungos de relevancia médica. No entanto, outros
mecanismos de resisténcia podem estar relacionados com a diminuicdo da
suscetibilidade ao itraconazol, como producédo de melanina, superexpressdo ou mutacao
da enzima alvo da droga [6].

Alguns estudos baseados nas caracteristicas filogenéticas também mostraram
gue a resisténcia antifingica encontrada nas espécies de Sporotrhix spp. pode estar
relacionada com a sua diversidade genética, que, mediante a uma pressdo seletiva
natural, melhora sua capacidade de adaptacdo ao ambiente. Com isso, fendtipos
multirresistentes tém surgido, apresentando alta resisténcia antifungica intrinseca
associada com polimorfismo no namero e tamanho dos cromossomos que pode levar ao

desenvolvimento de clones com genes de resisténcia antifungica [2].
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Pesquisas anteriores estudaram a extensdo da suscetibilidade aos antifingicos
no género Sporothrix e encontraram variabilidade nas interacdes inter e intraespecificas.
Sabe-se que a resisténcia pode ocorrer através de aneuploidia cromossémica ou SNPs
como em Candida spp. ou Cryptococcus spp. Porém, até os dias atuais, estudos
envolvendo o genoma de Sporothrix a fim de verificar aneuploidia ou variagdo em genes
conhecidos, e que estejam correlacionados com a resisténcia antifingica, ainda sao
desconhecidos [33].

O género Sporothrix apresenta uma diversidade de respostas in vitro aos
principais agentes antifingicos utilizados no tratamento da esporotricose. Testes de
suscetibilidade a antifungicos durante programas de vigilancia epidemiol6gica podem
ajudar a descobrir cepas supostamente multirresistentes de Sporothrix, melhorar a
capacidade de ajustar regimes terapéuticos e reduzir as recidivas [21].

Casos refratarios ao tratamento ndo estdo obrigatoriamente associados a CIM
elevada nem ao desenvolvimento de resisténcia in vitro ao longo do tratamento com o
antifangico. Por outro lado, a esporotricose causada por cepas tipo nao selvagem, ou
seja, com elevados valores de CIM, tendem a necessitar de maior tempo de tratamento

e maiores doses de antifungico do que as recomendadas na literatura [26].
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a suscetibilidade antifingica in vitro e analisar as -caracteristicas
fenotipicas de isolados de Sporothrix spp. obtidos de pacientes atendidos em um centro
de referéncia em diagnéstico e tratamento de doencas dermatolégicas no estado do

Amazonas.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de Sporothrix spp. aos
antifungicos itraconazol, posaconazol e terbinafina;

e Caracterizar fenotipicamente os isolados clinicos de Sporothrix spp. em relacéo
as caracteristicas morfologicas, fisiologicas e de atividade enzimatica, associadas

a fatores de viruléncia.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

Estudo descritivo analitico e transversal, que procurou avaliar o perfil de
suscetibilidade in vitro e as caracteristicas fenotipicas de isolados de Sporothrix spp. em

um centro de referéncia em dermatologia de Manaus, Amazonas.
4.2 Universo do estudo

4.2.2 Local de estudo

O estudo foi executado nos Laboratérios de Micologia e de Biologia Molecular da
Fundagéo Hospitalar Alfredo da Matta - FUHAM, em parceria com o Laboratério de
Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do
Amazonas - LABMICO/FCF/UFAM. A duracao do estudo foi de dois anos, entre agosto
de 2022 a agosto de 2024.

4.2.3 Amostragem

Para o presente estudo foi incluido um total de 34 isolados fungicos de pacientes
com esporotricose, atendidos durante um periodo de 12 meses, 0s quais encontravam-

se preservados no Laboratorio de Micologia da FUHAM.

4.2 .4 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos neste trabalho isolados fungicos que apresentaram crescimento,
pureza e viabilidade satisfatérios para a execucao dos bioensaios. Os isolados de cultura
que tiveram crescimento escasso, apresentaram contaminacdo por outros
microrganismos ou que na macromorfologia e micromorfologia ndo exibiram

caracteristicas sugestivas de Sporotrhix spp., foram excluidos.

4.3 Aspectos éticos

Este estudo fez parte de um projeto mais amplo em desenvolvimento na

Fundacao Hospitalar Alfredo da Matta — FUHAM, intitulado “Enfrentando a esporotricose
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no Amazonas: do diagndstico molecular a resisténcia medicamentosa”, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FUHAM sob o parecer consubstanciado CAAE
70506823.9.0000.0002, o qual trata-se de um estudo epidemiolégico, observacional,
descritivo, realizado durante um periodo de 36 meses envolvendo pacientes adultos com
suspeita de esporotricose atendidos na FUHAM. Os pacientes incluidos no projeto
receberam previamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE antes da
coleta, a fim de demonstrarem ciéncia da participacdo no estudo, assim como o Termo
de Autorizacdo de Imagem para a permissdo do registro fotografico das lesdes com o

objetivo de estudar e identificar os padrdes clinicos.

4.4 Procedimentos analiticos

Os procedimentos analiticos que foram realizados no estudo estdo demonstrados

de forma sucinta na figura 2, e descritos de forma detalhada a seguir.

4.4.1 Repique e a avaliagcdo micoldgica das culturas de Sporothrix spp.

Os isolados de Sporothrix spp. foram subcultivados em Agar Batata Dextrose
contido em tubos de ensaio e mantidos por 15 dias, em temperatura ambiente, afim de
se obter o crescimento satisfatorio. Posteriormente, os mesmos foram submetidos as
analises macro e micromorfolégicas para avaliacdo da pureza e viabilidade, bem como
para a confirmacédo da identificagcdo em nivel de género, a fim de proceder os testes in
vitro. A confirmacéo da espécie foi realizada com o apoio do Laboratério de Biologia

Molecular da FUHAM por meio da técnica de PCR em tempo real.

4.4.2 Caracterizacao fenotipica
4.4.2.1 Analises morfo-fisiologicas
4.4.2.1.1 Taxa de crescimento e analises morfoldgicas

O estudo da macromorfologia foi realizado a partir do subcultivo dos isolados
clinicos em placas de Petri com Agar Batata Dextrose, as quais foram submetidas a
analise da curva de crescimento por meio da medida diaria do diametro da colbnia,

além de definir as suas caracteristicas morfolégicas e taxa de crescimento. A
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micromorfologia foi analisada empregando-se a técnica de microcultivo de Riddel
(1950) [60] apud Lacaz et al. (2002) [61], onde foram observadas as caracteristicas

das estruturas flungicas de cada isolado clinico.

4.4.2.1.2 Termotolerancia

O estudo da termotolerancia verificou a habilidade de crescimento nas
temperaturas de 30°C e 37°C, em placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose,
durante 21 dias de incubagé&o, seguindo a metodologia de Mesa-Arango et al. (2002)
[51]. Considerando a importancia de padronizacdo das colonias a serem
mensuradas, o fragmento semeado foi de aproximadamente 1 mm de diametro e a
verificagdo do tamanho da colGnia resultante foi mensurado com auxilio de régua. Em
seguida, a % inibicdo do crescimento (%GIl) foi calculada seguindo a seguinte
formula:

%Gl = D30 - D37 x 100
D30
Onde D30 e D37 sdo as medidas do didmetro das col6nias nas referidas

temperaturas.

4.4.2.1.3 Producédo de melanina

Para o estudo da producdo de melanina foram usadas placas com meio Agar
Batata Dextrose, incubadas a 25°C, onde foi observada a producdo de melanina
diariamente. Com 30 dias de incubacéo, foi definido o grau de melanizacdo que
consiste em: (-) se as colbnias forem brancas, (+) se as colénias forem marrom-
claras, (++) se as colbnias forem marrom-escuras e (+++) se as colénias forem

pretas [7].

4.4.3 Ensaios de atividade enzimatica

4.4.3.1 Catalase semiquantitativa
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Tubos de ensaio contendo o meio BHI foram inoculados com 200 uL de
suspensao de células da fase filamentosa de cada isolado clinico, correspondente a
escala 0,5 McFarland. Em seguida 1 mL de uma mistura 1: 1 recém-preparada de
10% de Tween 80 e 30% de perdxido de hidrogénio P. A. foi adicionada aos tubos.
As cepas foram classificadas como baixo ou alto produtor de catalase se o tamanho
da coluna de bolhas, ap6s 5 minutos, foi menor ou maior que 45 mm [62,7].

4.4.3.2 Producéo de urease

Para verificar a producdo de urease, um inoculo de 1 x 108 células da fase
filamentosa foi inoculado em tubos contendo Agar Ureia de Christensen, e estes
foram incubados a 25°C e acompanhados por 7 dias. Ao final desse periodo, as
cepas foram classificadas em atividade negativa, baixa, moderada ou alta (Figura 1),
seguindo a escala de intensificacdo da cor rosa do meio, que indica a atividade

positiva de urease [63,44].

Figura 1 — Escala de cores para definicdo da
intensidade da producao de urease apos 7 dias de
incubacdo. Da esquerda para direita: (C. albicans
ATCC 40260), baixa, moderada e alta.

Fonte: Autor.

4.4.3.3 Atividade de fosfolipase

Para verificar a atividade de fosfolipase, o estudo baseou-se no trabalho de Price
et al. (1982) [64], que utilizou agar gema de ovo (2% de glicose, 1% de peptona,
0,5% extrato de levedura, 4% NaCl, 0,074% CaCl2, 8% gema de ovo organica, 1,5%
de agar). No centro da superficie do meio, 5 ul de uma suspenséo de in6culo 1 x 108

foram inoculados, e as placas incubadas a 25°C por 7 dias. Amostras positivas
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devem apresentar um halo de precipitacgdo branco ao redor das colbnias,
correspondente a formacdo de um complexo entre os ions célcio e os 4cidos graxos
liberados apds a acdo da fosfolipase fangica sobre os fosfolipidios presentes na
gema do ovo. Para a mensurac¢ao da atividade enziméatica, foi calculado o Pz que é a
razdo entre o diametro da colénia e o diametro da colénia somada a zona do halo de

atvidade enzimaética.

Pz = didmetro da colbnia

didmetro da colbnia + zona de clareamento

Foi atribuido um score qualitativo aos valores encontrados para as cepas,
classificando-as como atividade enzimatica negativa (Pz = 1), moderada (0,63 < Pz <
1) e acentuada (Pz < 0,63). Segundo essa classificacdo, quanto menor o Pz, mais

intensa sera a atividade enzimatica.

4.4.3.4 Atividade hemolitica

Para avaliar a atividade hemolitica, o estudo baseou-se no trabalho de Cruz et al.
(2021) [46], com algumas modificacGes, onde placas de Petri contendo meio agar
BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro foram inoculadas no centro da
superficie do meio com 5 pl de uma suspensdo de inéculo 1 x 10°. As placas foram
incubadas a 25°C durante 7 dias. Amostras positivas apresentaram um halo
translucido, correspondente a degradacdo das hemacias, ao redor das colénias
fungicas. Para determinar a atividade enzimatica, foi calculado o Pz, de acordo com

Price et al. (1982) [64], como foi descrito para a atividade de fosfolipase.

4.4.3.5 Atividade de esterase

A fim de verificar a producdo de esterases, foi utilizado o meio Agar Tween,
segundo metodologia proposta por Aktas et al. (2002) [65]. Placas de Petri foram
inoculadas no centro da superficie do meio com 5 yl de uma suspensao de inéculo 1
x 109, e incubadas a 27°C por 7 dias. As cepas produtoras de esterases devem

apresentar um halo de precipitacdo ao redor da col6nia, correspondente a formacéo
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de um complexo entre os ions célcio e os acidos graxos liberados apds a acéo da
esterase fungica sobre o polissorbato. Para determinar a atividade enzimética, foi
calculado o Pz, de acordo com Price et al. (1982) [64], como foi descrito para a
atividade de fosfolipase.

4.4.4 Suscetibilidade antifungica

Para avaliar a atividade antifingica in vitro, foi utilizada a técnica de “Microdiluigao
em Caldo para Fungos Filamentosos”, descrita no protocolo M38-A2 CLSI [57]. O
indculo foi obtido a partir do subcultivo em Agar Batata Dextrose a 30 -C, por sete a
dez dias. Foi preparada uma suspensdo de esporos com 2 mL de solucdo salina
estéril, a qual foi posteriormente ajustada afim de se obter uma densidade Optica
(DO) entre 0,09-0,11 em 530 nm, com o auxilio de um espectrofotdbmetro. Em
seguida, uma aliquota da suspensao do inoculo foi diluida em meio RPMI 1640
(1:50), com tamp&o MOPS, correspondente a duas vezes a concentragcido necessaria
para realizagédo dos testes (0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/ml). O teste foi realizado em
duplicata, utilizando placas de 96 pocos, as quais foram incubadas em estufa a 35°C
e analisadas em 72h. A concentracdo inibitdria minima (CIM) foi determinada
considerando a menor concentracdo capaz de inibir entre 80-100% o crescimento

fungico quando comparados aos controles positivo e negativo.
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Figura 2 — Fluxograma das atividades analiticas desenvolvidas a partir da coleta dos
isolados clinicos.

[ ISOLADO CLINICO ]

¥
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¥

[ SUBCULTIVO EM AGAR BATATA DEXTROSE
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]
v
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Macromorfologia
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[ ANALISE DOS RESULTADOS ]

Fonte: Autor

4.4 .5 Andlise estatistica

Foi elaborado um banco de dados no software Excel, onde foram inseridas
informacdes clinicas dos pacientes e os resultados dos testes analiticos. A analise
estatistica foi efetuada por meio de estatistica descritiva, com distribuicdes absolutas

e percentuais.

4.5 Produto

Foram elaborados protocolos operacionais padrao (POP’s) para testes de
caracterizacdo fenotipagem do género Sporothrix spp., 0S quais servirdo como

ferramentas Uteis para futuras investigacbes cientificas e analises laboratoriais
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envolvendo esse importante patégeno fungico, e que poderdo ser implementadas no
Laboratoério de Micologia da FUHAM. Além disso, um artigo cientifico ja esta em fase de

submissédo na revista indexada “Emerging Infectious Diseases”.
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5. RESULTADOS

Em uma breve andlise dos dados clinico-epidemioldgicos associados aos isolados
fungicos avaliados no presente estudo, verificou-se que a maioria foi obtida de pacientes
procedentes do sexo feminino (76,5%), com uma média de idade de aproximadamente
42 anos. Quanto a evolucdo da doenca, a maior parte dos pacientes (67,6%) relatou
apresentar um tempo de evolucdo de até 1 més. O quadro clinico prevalente foi de
esporotricose linfocutanea (85,3%) acometendo principalmente os membros superiores e
inferiores (73,5%), e a maioria dos pacientes tiveram um tempo de tratamento até a cura
em até 6 meses (47,0%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Dados clinico-epidemiolégicos dos pacientes que foram atendidos na

FUHAM e dos quais foram obtidos os isolados clinicos de Sporothrix. spp.

VARIAVEL STATUS n=34
Masculino 8 (23,5%)
Sexo

Feminino 26 (76,5%)
Idade - média 42,4

Cutanea-fixa 2 (5,9%)

Cutéanea - inoculacdo multipla 2 (5,9%)

Forma clinica*

Mucosa ocular 1 (2,9%)
Linfocutanea 29 (85,3%)

Membros superiores 13 (38,2)

Membros inferiores 12 (35,3)

Membros sup. + inferiores 1 (2,9%)

Regido anatdmica acometida

Membros sup. + face 1 (2,9%)

Tronco 4 (11,8%)

Face 3 (8,9%)

Tempo de tratamento até cura até 6 meses 16 (47,0%)
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até 9 meses 4 (11,8%)

Nao respondeu ao tratamento 3 (8,9%)
ndo retornou a consulta 3 (8,9%)
ndo soube responder 8 (23,4%)

*Classificagdo da forma clinica de acordo com Orofino-Costa et al., 2022 3,

Ainda segundo dados nao tabulados acima, todos os pacientes do estudo eram
moradores de Manaus, a principal forma de transmissdo da doenca foi através do
contato com felino (24 = 70,6%), todos os pacientes fizeram o regime terapéutico com
itraconazol e 1 paciente tinha historico de HIV com terapia antirretroviral regular.

5.1 Caracterizagéo fenotipica

5.1.1 Macromorfologia e Micromorfologia

A partir das analises macromorfologicas nas 34 cepas de Sporothrix spp., foi
possivel definir 6 grupos de isolados fungicos que apresentaram caracteristicas
fenotipicas distintas, com 21 dias de desenvolvimento em agar batata-dextrose. A
descricdo detalhada de cada fendtipo se encontra na tabela 2 e a figura 3 ilustra a
macromorfologia dos fenotipos encontrados entre os 34 isolados fungicos estudados.

Com relacdo a micromorfologia dos fenodtipos encontrados, nao foram
encontradas diferencas importantes nas caracteristicas analisadas ao microscopio
Optico, a partir do microcultivo de Riddel. Todos os isolados apresentaram estruturas
tipicas do género Sporothrix, como esta ilustrado na figura 4, com hifas hialinas
delgadas, conidiéforos com esporulacdo do tipo simpodial (tipico “margarida”) e conidios

sésseis que partindo de hifas primarias.
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Tabela 2 — Agrupamento das cepas de Sporothrix spp. de acordo com a caracterizacao

fenotipica da macromorfologia e taxa de crescimento.

Macromorfologia Verso
. No R Taxa de
enodtipo ° Reg. i
P d EESENTENIE Cor Textura Topografia Centro Borda Cor Topografia
(21 dias)
cinzaclaro a Coldnia bege a
. .(n:.10.) o, Lenta EScue (a_lgumas Lanosa; TEEVEY discreta regular; dupla: marrom ) plana ou
= OO AN, eIk (26 mm) LT franjas aéreas pliel o elevacao marrom/bege (efeito el i
21;22;25 e 30 esbranquicadas ) sulcos ¢ 9 A sulcada
: degradé)
no centro) discretos
— esbranquigada a
2 02:03:04:05:23:28: Lenta marrom _(centr_o e cotonosa/sec rugosa apiculado marrom e bege/ cinza escuro rugosa
31:32:33:34°35 (19 mm) periferia mais a esfarelenta regular ou preta
e escuros)
. acastanhado
(n=05) Lenta branco- cinza/marrom .
& 12;14;24:27 e 29 (26 mm) acastanhada BEEREEE rugosa elevada escura O:S‘ég‘r? rugosa
_ - . plana ou .
4 .(n—3) Réapida branco glabrosa pouco pouco elevado : branco plana
06;16 e 17 (34 mm) amarelada cremosa . amarelado
irregular
rugosa com
(n=3) Réapida acastanhad_a glabrosa centro e plano com . . castan‘ho‘
5 . com periferia . - . franjas rasteiras | claro periferia rugosa
10; 20 e 26 (34 mm) membranosa periferia franjas aéreas
branca branca
plana
_ - f Plana ou cinza escuro plana/
6 0(7n;20)8 gg ?rlmc:ﬁ) cinza t:;t(;uro a cotonosa levemente plano bordargtr:nde e periferia discretamente
p sulcada P preta rugosa

Fonte: Autor

Figura 3 — Macromorfologia (anverso e verso) das colbnias correspondentes aos

fendtipos definidos para os 34 isolados de Sporothrix spp.
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Fonte: Autor
Figura 4 — Micromorfologia de Sporothrix spp. visualizado em aumento de 400x. Lamina

de microcultivo de Riddel corada com azul de lactofenol.

5.1.2 Taxa de crescimento

A analise das curvas de crescimento dos isolados fungicos esta representada na
figura 5, onde os mesmos foram agrupados de acordo com os tipos de coldnias

(fenétipos morfolégicos).

50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

0,0

Média do didmetro (mm)

5 dias 10 dias 15 dias 20dias 25 dias 30 dias 35 dias

Tempo de crescimento

Figura 5 — Distribuicdo das médias das taxas de crescimento, em relacdo aos diferentes

fendtipos de Sporothix.



39

5.1.3 Producé&o de melanina

A partir da analise da producdo de melanina foi possivel encontrar um grau de
melanizacdo maior entre os fendtipos 6 e 2, que apresentaram colénias com coloracao
do anverso variando de marrom a cinza escuro ou preto e verso cinza escuro a preto,
com score de intensidade de melanizagdo entre duas cruzes (++) a trés cruzes (+++)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Intensidade de melanizag&o entre os 34 isolados de Sporothrix spp. com 30
dias de incubacdo em agar batata-dextrose a 30°C, considerando os diferentes fenétipos

morfolégicos.

FENOTIPOS

F1 F2 F3 F4 F5 F6
01 | + |02 | ++ |12 | + |06 | - |10 | + | O7 | +++
09 + 03 | ++ | 14 + 16 = 20 + 08 | +++
11 + 04 | ++ | 24 aF 17 - 26 +

++
15 | + | 05 27 | ++

18 | + | 23 | ++ | 29 | ++
MELANINA

++
19 | + | 28

21 + 31 ++

++
22 | + | 32

25 + 33 | ++

30 + 34 | ++

++
35

5.1.4 Termotolerancia

O estudo da termotolerancia permitiu avaliar a capacidade de crescimento de
Sporothrix spp. em temperaturas elevadas. A medida do didmetro das colb6nias nas
temperaturas de 30°C e 37°C mostra a capacidade de desenvolvimento do fungo sob

diferentes condi¢cdes que simulam de uma de suas principais caracteristicas, que é o
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termodimorfismo, onde em temperatura ambiente se desenvolve sob a forma filamentosa

e em temperatura corporal na forma de levedura (Figura 6).

Fonte: Autor.

Figura 6 — Cepa de Sporothrix spp. com 21 dias de incubacdo em agar batata-dextrose,
nas temperaturas de 30°C (esquerda) e 37°C (direita).

Os diametros das colénias foram medidos nas diferentes temperaturas e em
diferentes dias, a fim de se analisar a capacidade do desenvolvimento fangico em
diferentes condicbes ambientais. Os resultados comprovam a capacidade de Sporothrix
spp. em crescer em temperatura de 37°C, apresentando, no entanto, crescimento mais
lento quando comparado com o crescimento em 30°C. Os resultados estédo
demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Diametro das colonias de Sporothrix spp. com 14 e 21 dias de

desenvolvimento, nas temperaturas de 30°C e 37°C.

Diametro das colénias (mm)

14 dias 21 dias

30°C 37°C 30°C 37°C

8 - 27 (média = 15,6) 4 — 8 (média = 6,5) 12 — 45 (média = 30,4) | 5 11 (média=7,7)
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Os resultados de termotolerancia foram avaliados a partir da porcentagem (%) do
grau de inibicdo do crescimento na temperatura de 37°C e podem ser analisados na
figura 7. De acordo com os resultados, a maioria dos isolados clinicos estudados
apresentaram baixa termotolerancia, a qual variou entre 47,6% a 81,8% de inibicdo do

crescimento.

80,00
BD,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00

20,00

% inibigdo do crescimento

10,00

0,00

(]

isolados de Sporothrix spp.

Figura 7 — Termotolerancia nos 34 isolados de Sporothix spp

5.1.5 Atividade de Catalase

O estudo avaliou a capacidade dos isolados clinicos em produzir a enzima
catalase, a qual possui importante papel na protecdo ao fungo contra espécies reativas
de oxigénio (Figura 9). Conforme demonstrado na figura 8, os resultados mostraram
gue 33 (97%) isolados foram considerados como alto produtores, e apenas 1 isolado

(3%) foi baixo produtor de catalase.



42

= ALTO

33(97%) = BAIXO

Fonte: Autor
Figura 8 — Frequéncia da producéo de catalase nos 34 isolados de Sporothix spp.

Fonte: Autor.

Figura 9 — Demonstracéo do teste de producéo de catalase para as cepas de Sporothrix

Spp.

5.1.6 Atividade de Urease

A capacidade de hidrolisar a ureia foi avaliada para os isolados clinicos no meio
Agar ureia de Christensen, em até 7 dias. Conforme demonstrado na tabela 5 todos os
isolados foram capazes de produzir essa enzima, a excecdo de um unico isolado.
Diferencas na intensidade de cor produzida nos testes foram observadas apesar da
padronizagdo dos in6culos e das condi¢ces do teste. Assim, com base nos diferentes
padrdes de cor, consideramos os isolados como fracos, moderados ou fortes produtores

de urease (Figura 11) e os resultados dessa analise estdo representados na figura 10 e
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na tabela 5. Dentre os 34 isolados clinicos, 21 (60%) apresentaram alta atividade, 5
(14%) moderada, 8 (23%) baixa e 1 (3%) atividade negativa.

Fonte: Autor.

Figura 10 — Demonstracao do teste de producéo de urease para as cepas de Sporothrix

spp.

= BAIXA
= MODERADA
21(60%)
= ALTA
= NEGATIVO

Fonte: Autor
Figura 11 — Frequéncia da produgéo de urease nos 34 isolados de Sporothix spp.



Tabela 5 — Correlacédo dos fenétipos com a producado de urease.

UREASE
FENOTIPO AMOSTRA
BAIXA MODERADA FORTE
(n=10) (60%) (10%) (30%)
01 X
09 X
11 X
15 X
1 18 X
19 X
21 X
22 X
25 X
30 X
(n=11) (9%) (36%) (54%)
02 X
03 X
04 X
05 X
23 X
2 28 X
31 X
32 X
33 X
34 X
35 @)
(n=05) (20%) (40%) (40%)
12 X
14 X
3 24 X
27 X
29 X
(n=3) (33,3%) (33,3%) (33,3%)
4 06 X
16 X
17 X
(n=3) (100%)
5 10 X
20 X
26 X
(n=2) (100%)
6 07 X
08 X

5.1.7 Atividade de Fosfolipase
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A atividade de fosfolipase foi avaliada com 7 dias de incubacéo, e todos os 34

isolados clinicos foram considerados negativos para esta enzima (Figura 12).
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Fonte: Autor.

Figura 12 — Demonstracdo do teste de producdo de fosfolipase para as cepas de
Sporothrix spp.

5.1.8 Atividade hemolitica

A capacidade de produzir hemolisina foi avaliada para os 34 isolados clinicos
(Figura 13), e os resultados estdo demonstrados como valores de Pz (Figura 14). Os
valores de Pz encontrados para a atividade hemolitica, variaram entre 0,30 a 0,44,
mostrando que todos os isolados apresentaram atividade hemolitica acentuada
(Pz<0,63).

Fonte: Autor.

Figura 13 — Demonstracdo do teste de atividade hemolitica positiva com formacéo do

halo translicido ao redor da colénia de Sporothrix spp.
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Figura 14 — Atividade hemolitica nos 34 isolados de Sporothix spp.

5.1.9 Atividade de esterase

A producédo de esterase foi avaliada nos 34 isolados clinicos (Figgura 15), e os
resultados estdo demonstrados como valores de Pz na figura 16. Os valores de Pz
encontrados para a atividade de esterase variaram entre 0,22 a 0,45, mostrando que

todos os isolados apresentaram atividade de esterase acentuada (Pz<0,63).

Fonte: Autor.

Figura 15 — Demonstracdo do teste de atividade de esterase positiva com formacao do

halo de precipitacédo ao redor da col6nia de Sporothrix spp.
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Figura 16 — Atividade de esterase nos 34 isolados de Sporothix spp.

5.2 Teste de suscetibilidade antifungica in vitro

Conforme demonstrado nas tabelas 6 e 7, os testes de suscetibilidade in vitro

(Figura 17) frente aos antifingicos azdlicos revelaram CIM8%-1%® entre 0,25ug/mL a 1

pMg/mL para o PCZ e de 0,25 pg/mL a 2 pug/mL para o ITZ. Para a TBN, o estudo

encontrou um intervalo de CIM8-100 entre 0,25 ug/mL a 1 pg/mL.

Tabela 6 — Teste de suscetibilidade antifangica in vitro dos 34 isolados clinicos de

Sporothrix spp.
Concentracao Inibitéria Minima - CIM
( 80-100% inibicao)
N° REGISTRO
AMOSTRA ITZ TRB PCz
pg/mL pg/mL pg/mL

1 2 0,25 1
2 1 0,5 1
3 0,25 0,25 0,25
4 0,5 0,25 0,5
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5 1 0,5 0,5
6 0,5 1 0,25
7 1 0,5 0,5
8 0,5 1 0,25
9 0,5 0,5 0,5
10 1 1 0,25
11 0,5 0,25 0,25
12 0,25 0,5 0,5
14 0,25 1 1
15 0,25 1 1
16 0,5 0,5 0,5
17 0,5 0,25 0,25
18 0,25 1 1
19 0,5 0,25 0,25
20 0,25 0,5 1
21 0,5 0,5 1
22 0,5 0,25 1
23 0,5 0,25 0,25
24 0,5 1 0,25
25 1 1 1
26 0,5 0,25 0,5
27 0,5 0,5 0,25
28 0,5 0,5 1
29 0,5 1 0,5
30 0,25 0,5 0,25
31 0,5 0,5 0,5
32 0,5 1 0,5
33 0,5 0,25 1
34 0,5 0,25 1
35 0,5 0,5 0,25

TE = Tempo de Evolucdo; M = Masculino; F = Feminino; ITZ = Itraconazol; TRB = Terbinafina; PCZ = Posaconazol; R

= Resisténcia in vitro.
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Tabela 7 — Distribuicdo dos isolados clinicos de Sporothrix spp., de acordo com a

concentragao

inibitéria  minima encontrada para cada antifangico no teste de

suscetibilidade in vitro.

Antifangicos | 0,0625 | 0,125 | 025 | FR | 05 | FR | 1 | FR | 2 |FR| 4 8 16 32
pg/mL | pg/mL | pg/mL | % | pg/mL | % | pg/mL | % | pg/mL | % | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
ITZ 7 20,6 21 61,8 5 14,7 1 2,9
TBN 11 32,4 13 38,2 10 29,4
PCZ 12 |353| 10 |294| 12 |353

CIM = Concentragao Inibitéria Minima; FR% =

Terbinafina; PCZ = Posaconazol.
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Frequéncia Relativa; R = Resisténcia in vitro; ITZ = ltraconazol; TRB =

Fonte: Autor.

Figura 17 — Teste de suscetibilidade aos antifungicos (TSA) em placa de 96 pocos.

Colunas 1-2 com os controles positivo e negativo, respectivamente, e colunas 3-12 com

as diluicdes dos antifungicos nas concentracdes de 0,003 a 32 pg/ml.
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6. DISCUSSAO

A literatura revela que a expansao da esporotricose no Brasil ocasionada por S.
brasiliensis, muito se deve a participacdo do gato na cadeia de transmissédo da doenca.
O animal por ter habitos domeésticos € facilmente transportado para outras localidades, e
uma vez que estdo infectados com esporotricose, acabam transmitindo para humanos e

outros animais em regifes até entdo consideradas ndo endémicas para a doenca [9].

Assim, a exportacdo da esporotricose por S. brasiliensis de areas endémicas do
sudeste e sul do Brasil para regiées mais distantes e até mesmo mais isoladas, através
do translado de algum felino infectado, é a explicacdo mais provavel para a chegada e
consequente disseminacdo da doenca em Manaus, cujos primeiros relatos surgiram
exclusivamente da zona oeste da cidade. Atualmente a doenca ja foi notificada em todas
as zonas da cidade e até mesmo em outras cidades do interior do estado [36].

O perfil epidemioldgico encontrado no presente estudo apontou para uma maior
prevaléncia da doenca em mulheres (76,5%), em comparagdo com o género masculino,
sendo a meédia de idade de aproximadamente 45 anos. O padrdo clinico mais
encontrado foi o linfocutéaneo (85,3%) e os membros superiores (38,2%) foram a regiéo
anatébmica mais acometida. Quanto ao tempo de tratamento até a cura clinica, a maior
parte dos pacientes (47%) conseguiram a remissao das lesdes em até 6 meses e todos
usaram o regime terapéutico com ITZ (Tabela 1).

Um perfil clinico-epidemiolégico semelhante foi relatado por Almeida-Paes et al.
(2014) [59] ao estudar casos de esporotricose associados a formas clinicas atipicas no
estado do Rio de Janeiro. Nesse estudo, de um total de 50 pacientes, 34 (68%)
pertenciam ao sexo feminino e a média de idade encontrada foi de 47 anos. De acordo
como o0s autores, o local das les6es mais frequentemente encontrado foram os membros
superiores (31,6%) e a forma clinica mais presente foi a linfocutanea (48%). Nesse
mesmo estudo foi relatado que mais de 35 pacientes (82,9%) tiveram regressédo das
lesGes com menos de 6 meses de tratamento com itraconazol.

Todos os pacientes incluidos no presente estudo eram moradores da cidade de
Manaus, e a principal forma de transmisséo relatada foi o contato com o felino infectado

(70,6%). O surto de esporotricose no Amazonas tem como epicentro, a cidade de
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Manaus, conforme comprovado por meio dos dados oficiais da Fundacao de Vigilancia
em Saude do Amazonas [36] e de um estudo recente [37], 0Ss quais demonstraram a
grande ascendéncia de casos na capital amazonense, entre os anos de 2020 a 2023,
gue tem o gato como principal propagador da doenca.

A cidade de Manaus conta com uma populacdo superior a 2 milhdes de
habitantes, e apresenta um grande fluxo de comunicacdo com paises vizinhos como
Peru, Coldmbia, Venezuela e alguns paises do Caribe. Isso pode implicar para a
consequente propagacdo da epidemia da esporotricose, através do translado
intercontinental, para estas regides vizinhas, considerando a maneira como a doenca se
espalhou entre as metrépoles densamente povoadas no Brasil [37].

A diferenciacdo das espécies clinicas de Sporothrix através das caracteristicas
morfofisiologicas tem dividido opinides entre autores da literatura, uma vez que tem
gerado resultados discordantes em relacdo a analises mais sensiveis da biologia
molecular. Por isso, estudos sugerem que tais andlises sejam executadas em
associacdo com tecnicas moleculares para a identificacdo taxdmica em nivel de
espécie[66].

Conforme mencionado, o presente estudo fez parte de um estudo mais amplo
sobre a esporotricose em uma unidade de referéncia em dermatologia no Amazonas, no
gual foram realizadas analises genotipicas dos isolados de Sporothrix spp.,
empregando-se a técnica de PCR em tempo real, com o intuito de identificar a espécie
circulante na regido. Os resultados obtidos confirmaram a espécie S. brasiliensis como o
Unico agente isolado dos casos de esporotricose envolvidos nesta pesquisa e foram
recentemente submetidos para publicacédo pelo nosso grupo de pesquisa no trabalho de
Mesquita et al. (2024) [37].

Isso confirma o predominio dessa espécie no estado do Amazonas, seguindo o
mesmo padréo etiolégico observado nos demais surtos epidémicos ocorridos no Brasil
nas ultimas décadas [14,22,30,60, 66]. Além disso, demonstra a propagacao da doenca
para todo o territério brasileiro e a necessidade de a¢des mais eficazes para o controle

dos surtos epidémicos associados ao S. brasiliensis nas diversas regiées do pais.

Em relacdo a suscetibilidade in vitro dos isolados fungicos frente aos trés

farmacos testados, maior atividade antifangica foi evidenciada com o emprego do ITZ, o
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qual revelou CIM8>-10 < 1 pg/mL para mais de 80% dos isolados. Por outro lado, os
testes com PCZ e TBN, apesar de terem demonstrado alta atividade sobre a maioria dos
isolados, a atividade antifangica dessas drogas foi considerada moderada para 29,4% e
35,3% dos isolados, respectivamente, com CIM&%-1% de 1 pg/mL.

Muito embora os pontos de corte para os testes de suscetibilidade ndo tenham
sido estabelecidos para o complexo S. schenckii, 0 documento M38-A2 (CLSI, 2008) [57]
considera uma MIC = 4,0 ug/mL para o itraconazol como resisténcia ao antifangico.
Grande parte dos estudos realizados com cepas de S. brasiliensis no Brasil apontam
para uma atividade moderada a alta dos derivados triazdlicos incluindo 1TZ e PCZ,
entretanto, cepas com fraca suscetibilidade ou resistentes, com CIM >4 ou até mesmo

>16 ug/mL sédo também eventualmente relatadas para essas drogas [67,68,5].

A TBN é considerada um medicamento de segunda escolha para o tratamento da
esporotricose e alguns estudos demonstraram bons resultados in vitro com essa droga.
Fichman et al. (2022) [67] ao testar 46 isolados clinicos de pacientes diagnosticados com
esporotricose severa, verificaram que a TBN apresentou geralmente alta atividade
antifangica, com CIM variando entre 0,03 a 1 pug/mL, até mesmo superando os triazois.
Em outro estudo, realizado por Sanchotene et al. (2017) [68] a TBN foi a droga com
melhor atividade in vitro, em comparacdo com ITZ e anfotericina B (AMB), em que
alguns isolados apresentaram CIM >4 ug/mL para essas ultimas drogas, e mais de 50%
dos isolados de S. brasiliensis (n=35) apresentaram valores de CIM variando de 0,25 a
0,50 pg/mL para a TBN. Em nosso estudo, os isolados analisados apresentaram
suscetibilidade a TBN até a CIM8-10 de 1 pug/mL, em concordancia com os valores

encontrados pelos estudos anteriormente citados.

De acordo com alguns autores, a diversidade de respostas in vitro aos principais
antifangicos empregados em rotina reflete a alta diversidade genética exibida pelo
género Sporothrix. Rodrigues et al. (2014) [21] defendem a realizacdo de estudos com
abordagem da diversidade genética entre espécies clinicas de Sporothrix, a qual
permitiria 0 reconhecimento de cepas geneticamente desviantes em uma populacéo e a
possivel correlacdo entre os haplétipos e a suscetibilidade aos antifingicos. Segundo os

autores pode-se esperar que uma populacdo geneticamente homogénea tenha perfis de
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suscetibilidade semelhantes entre os individuos, mas o aumento da aptiddo durante a
expansao populacional pode resultar em uma diversidade de perfis de suscetibilidade.

Estudos de caracterizacdo fenotipica demonstraram que algumas caracteristicas
fisiologicas como taxa de crescimento, termotolerancia e assimilacdo de acucares,
podem ser Uteis na diferenciacdo de espécies morfologicamente semelhantes do clado
clinico do complexo Sporothrix. Em relacdo a taxa de crescimento, estudos evidenciaram
maior taxa de crescimento por cepas ambientais quando comparadas a cepas de origem
clinica. Colénias de S. mexicana e S. pallida, espécies ambientais ocasionalmente
relacionadas a quadros clinicos, apresentam diametro de coldnia superior a 50 mm,
qguando cultivadas a 30°C [44].

Em nosso estudo foi possivel observar uma taxa de crescimento lenta, em que a
média do diametro das col6nias filamentosas foi em torno de 30 mm apos 21 dias em
temperatura ambiente (Tabela 4), o que esta de acordo com o que foi demonstrado em
outros estudos com cepas de Sporothrix de origem clinica [44]. Ao se analisar a taxa de
crescimento em relacédo aos diferentes padrées ou fenotipos morfolégicos encontrados
neste estudo é possivel verificar que, apesar de todos os isolados serem considerados
de crescimento lento, alguns padrdes ou tipos de colbnias tem crescimento mais rapido
do que outras (Figura 5).

Fungos do complexo Sporothrix expressam alguns fatores de viruléncia que
favorecem ou possibilitam a sua adaptacdo e o seu desenvolvimento no hospedeiro
humano e animal, garantindo o sucesso da infeccdo, tais como: termodimorfismo e
termotolerancia; a producdo de melanina; a presenca de adesinas; enzimas
extracelulares; acido sialico, e alguns componentes presentes na sua parede celular
[47,48].

Os fatores de viruléncia intrinsecamente relacionados as espécies de Sporothrix
podem justificar em parte a epidemia que vivenciamos atualmente. Estudo comparativo
sobre a patogenicidade de cinco espécies que compdem o complexo Sporothrix, em
modelo murino, destacou a maior viruléncia de S. brasiliensis, sendo a Unica a
apresentar taxas de mortalidade com baixa carga de inbculo infectante (2x10*

conidios/animal). Além disso, comprovou-se que esta espécie provoca maior dano
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tecidual e apresenta a maior carga microbiana nas lesdes, fato diretamente relacionado
a sua maior transmissibilidade [69].

Nas espécies de Sporothrix, a producdo de melanina € uma caracteristica
fenotipica marcante, e muito embora ainda ndo se tenha muita clareza sobre o papel que
a mesma exerce na relacdo do complexo Sporothrix com o hospedeiro infectado,
estudos apontam para a importancia da mesma na viruléncia de diversos fungos
patogénicos, podendo estar associada a uma maior protecdo contra agentes oxidativos;
inibicdo da resposta imune celular; interferéncia na ativagao do sistema complemento, e
reducdo da susceptibilidade aos antifungicos [70,71]. A piomelanina, eumelanina e DHN-
melanina sdo os trés tipos de melanina que podem ser produzidos por espécies
Sporothrix , sendo o ultimo tipo o mais abundante [52].

A variabilidade na producéo in vitro da melanina varia de acordo com os
suplementos e os substratos utilizados em meio de cultura. Autores demonstraram que o
acréscimo de glicose resultou em aumento na producao deste pigmento para 0 género
Sporothrix [45].

No presente estudo foi realizada uma analise qualitativa da producéo de melanina
a partir da observacédo das colbnias fungicas crescidas em meio agar batata-dextrose
contido em placa de Petri, apdés um periodo de 21 dias. Para esta andlise foi utilizado o
score descrito por Almeida-Paes et al. (2015) [7], considerando também a melanizacéo
no verso da col6nia. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 3 onde se observa
gue os diferentes fendtipos macromorfolégicos exibiram intensidade de melanizacéo
diferenciadas, muito embora pequena variacdo dentro de um mesmo fendtipo tenha sido
observada, especialmente no fenoétipo 2. Os fenoétipos 6 e 2 destacaram-se como maior
intensidade de melanizacdo, enquanto que o fendtipo 4 foi considerado negativo de
acordo com os critérios de Almeida-Paes et al. (2015) [7].

Almeida-Paes et al. (2015) [7] estudou algumas caracteristicas fenotipicas
associadas com fatores de viruléncia no complexo Sporothrix, e, com relacdo a producéo
de melanina, o autor demostrou que a espécie S. brasiliensis possui maior capacidade
de produzir o pigmento escuro em diferentes meios de cultura, e em menor tempo,
guando comparado ao S. schenckii s.s. Ao fazerem uma correlacdo com os dados
clinicos dos pacientes, os autores ainda mostraram que a frequéncia de cepas

melanizadas oriundas de pacientes com regressao espontanea da esporotricose teve
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maior significancia (P = 0,0015) em relacdo as cepas melanizadas de pacientes que
necessitaram do tratamento antifingico. E ainda, todas as cepas que foram incapazes
de produzir melanina de forma visivel, foram isoladas de pacientes com a forma cutanea
da esporotricose, 0 que mostra que as cepas que produziram colbnias até o menor grau
de melanizagdo pertenciam a sitios mais profundos.

O termodimorfismo, outra importante caracteristica, € a capacidade do fungo de
modificar a morfologia de acordo com o substrato e temperatura em que se encontram,
sendo comum a fungos patogénicos tais como Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis, Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Talaromyces marneffei e
os membros do complexo Sporothrix schenckii. Tais patégenos apresentam-se na forma
filamentosa quando dispersos no ambiente, modificando sua morfologia para a forma
leveduriforme quando infecta o hospedeiro [49].

Trata-se de uma morfogénese do fungo relacionada a temperatura, sendo
descrita como um importante fator de viruléncia, o qual permite ao fungo filamentoso
suportar a temperatura corporal de aproximadamente 37°C e transformar-se para a
forma de levedura. Caso ndo possua tal resisténcia, o fungo se restringe a pele, e ndo é
capaz de ocasionar efeitos cutaneos [50]. Nos ensaios in vitro, a avaliacdo da
porcentagem de inibicdo do crescimento (%GI) a 37°C € uma ferramenta util para
demonstrar a propriedade de termotolerancia dos fungos termodimorficos. Assim, quanto
menor o grau de inibicdo do crescimento, maior sera a termotolerancia [39].

Os resultados do estudo mostraram que os isolados foram capazes de crescer a
37°C, porém com taxa de crescimento lenta (Tabela 4), e a maioria apresentou baixa
termotolerancia (%Gl < 50) (Figura 7), algo ja presenciado nos diversos trabalhos sobre
essa caracteristica no genéro Sporothrix, que apresenta variacdes entre os valores de
%G| ndo somente para as cepas que circulam no Brasil [7,19,44,46], como também em
cepas circulantes em paises da América Latina onde predomina um padrédo clinico
diferente [51].

Muitos estudos tém demonstrado a habilidade dos fungos em produzir enzimas
extracelulares como proteases, lipases, queratinases e entre outras, que representam
ferramentas para identificar microrganismos e promover um entendimento da relacéo

entre a producdo de enzimas e a patogenicidade. Muitas destas enzimas estdo
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associadas com fatores de viruléncia necessarios para o desenvolvimento da
esporotricose [48].

Almeida-Paes et al. (2015) [7] ao analisar um total de 72 isolados verificaram que
todos foram alto produtores dessa enzima, com formacéo de bolha de forma imediata;
13 isolados de S. brasiliensis foram capazes de degradar a azoalbumina; nenhum
isolado foi capaz de liquefazer a gelatina e houve variagdo entre os isolados na
producéo de urease. Os autores ainda fizeram a correlagdo desses achados com os
dados clinicos dos pacientes e mostraram que a maioria dos isolados clinicos com
atividade de proteases positiva e também com menores valores de Pz foram oriundas de
pacientes com a coinfeccdo HIV, e que a atividade de urease foi maior entre 0s
pacientes com regressao espontanea da doenca comparado ao grupo em uso do
tratamento.

Cruz et al. (2021) [46] em seu estudo sobre a evolugcédo da viruléncia relacionada
com fendtipos de S. brasiliensis isolados de pacientes com esporotricose cronica e
AIDS, também mostra resultados para a producéo de enzimas hidroliticas na espécie em
guestdo. Entre os 16 isolados clinicos estudados, todos apresentaram alta
termotolerancia (%Gl < 50), 14 foram positivos para protesase aspartica, 11 para
atividade hemolitica, 11 para esterase, 15 para urease e em nenhum deles foi possivel
detectar atividade de fosfolipase. Os autores também demonstraram que isolados
clinicos da forma cutanea produziram mais esterase que aqueles de sitios profundos, e
as cepas com as mais altas termotolerancias no estudo também foram provenientes
destes locais anatdomicos.

Fernandes et al. (2009) [19] estudou as caracteristicas fenotipicas de 151
isolados do complexo Sporothrix de diferentes regides do Brasil. Nos testes de producéo
enzimatica os autores encontram atividade de urease e Dnase para todos os isolados,
atividade de gelatinase em apenas 3 isolados, atividade de proteinases para 5 isolados e
atividade de caseinases para 4 isolados. Além disso, dentre os isolados estudados, 3
cepas pertenciam a regido Norte (1 do estado do Amazonas e 2 do Para), e uma delas
apresentou boa performance no testes enzimaticos realizados.

Em nosso estudo, ndo foi possivel detectar atividade enzimatica de fosfolipase

entre os isolados clinicos analisados, o que pode estar relacionado com a propria
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metodologia abordada para avaliar essa atividade enzimatica, assim como ocorreu com
outros autores [46].

Em relacdo a producdo de urease das cepas analisadas no presente estudo,
nossos resultados revelaram que todos os isolados foram capazes de produzir essa
enzima, a excec¢do de um unico isolado (Tabela 5). A despeito de ter sido feita uma
analise apenas qualitativa, percebeu-se diferencas na intensidade de cor produzida nos
testes, as quais variaram entre trés tons visivelmente diferenciados, apesar da
padronizacdo dos in6culos e das condi¢des do teste (Figura 10). Assim, com base nos
diferentes padrbes de cor, consideramos os isolados como fracos, moderados ou fortes
produtores de uréase (Figura 11). Ao analisar esses padrées em relacdo aos diferentes
fen6tipos macromorfolégicos demonstrados na (Tabela 5) observamos uma possivel
correlacdo, o que corrobora com estudos anteriores que sugerem que a expressao de
urease em meio de cultivo especifico € isolado-dependente [72]. Destacamos, no
entanto, que de acordo com as nossas analises a producdo da enzima possivelmente
variou de acordo com o fenotipo macromorfolégico do isolado fungico, o que merece
uma analise futura empregando-se técnicas que permitam uma analise quantitativa para
a confirmacéo desse achado.

Outros trabalhos também demonstraram a atividade de urease entre isolados de
Sporothrix [7, 19, 46]. Alguns desses trabalhos, inclusive, mostram que a deteccéo de
urease foi maior entre isolados clinicos provenientes de pacientes com regressao
espontanea da esporotricose comparada aos isolados de pacientes em regime
terapéutico [7]. No entanto, sdo necessarios mais estudos para um maior entendimento
do papel dessa enzima na infec¢cdo por fungos do complexo Sporothrix spp. O papel
dessa enzima também foi destacado para outros fungos patogénicos, como Coccidioides
posadasii e Cryptococcus neoformans, onde a mesma estd envolvida na viruléncia
destes fungos, promovendo maior dano tecidual, exacerbacdo da infeccdo e
transmigracao sistémica [7].

Em relacdo aos demais ensaios de atividade enzimatica, verificou-se que todos os
isolados apresentaram-se positivos (Pz <0,63) para as atividades hemolitica e de
esterase. Esses resultados estdo de acordo com estudos anteriores, que ja tinham
evidenciado a producdo dessas enzimas nas espécies do complexo Sporothrix. A maior

atividade de esterase esté relacionada a preferéncia pelo metabolismo de &cidos graxos
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de cadeia curta, e foi associada a ocorréncia da forma clinica cutanea. Elevados niveis
de urease associados com atividade hemolitica também mostraram significAncia na
patogenicidade da esporotricose, relacionando-se com a ocorréncia de elevadas CIM
para alguns antifingicos em S. brasiliensis [46].

Estudos também demonstraram que enzimas antioxidantes como catalases e
superoxido dismutases protegem os fungos contra o ambiente de estresse oxidativo
ocasionado pela acdo de drogas antifungicas. Foi evidenciado que isoformas da enzima
catalase em S. schenckii s.s. sdo capazes de regular a homeostasia de espécies
reativas de oxigénio (ROS) na interacdo fungo-hospedeiro [73]. Nossos resultados,
assim como em outros trabalhos da literatura [7], mostraram alta atividade dessa enzima
em cepas de S. brasiliensis (97%) (Figuras 8 e 9), e podem evidenciar a presenca
marcante dessa enzima nos isolados clinicos estudados.

Ressalta-se a importancia da realizacdo de estudos iniciais em locais do Brasil,
gue tiveram a preocupacdo em analisar as caracteristicas fenotipicas associadas a
fatores de viruléncia no complexo Sporothrix, com o intuito de elucidar a patogenia das
cepas circulantes. Muitos desses fatores mostraram-se mais expressivos para a espécie
S. brasiliensis, a mesma responsavel pelo surto da esporotricose em nossa regiao.
Baseando-se nesses mesmos trabalhos, foi que nosso grupo de pesquisa também
resolveu estudar tais fatores de viruléncia, uma vez que possuem relevancia para a

melhor compreensao da inter-relacdo patégeno-hospedeiro.
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7. CONCLUSAO

A concordancia dos dados obtidos no presente estudo com outros trabalhos
realizados com isolados de esporotricose humana por S. brasiliensis, reforca que as
metodologias empregadas se constituem em ferramentas Uteis para uma melhor
caracterizacao fenotipica e monitoramento da ocorréncia da resisténcia aos antifungicos,
além de estarem validadas na literatura por outros autores que ja estudam as
caracteristicas do complexo Sporothrix ha mais de duas décadas.

Dada a importancia da disseminacdo da espécie S. brasiliensis nos diversos
surtos de esporotricose no pais, nosso estudo contribuiu para o conhecimento das
caracteristicas fenotipicas e do perfil de suscetibilidade a trés drogas antifungicas, em
isolados clinicos de pacientes oriundos de um centro de referéncia em diagndstico e
tratamento de doencas dermatolégicas no Amazonas, onde ha o predominio da mesma
espécie, como ja foi demonstrado.

A esporotricose no estado do Amazonas possui carater emergente com marcada
ascendéncia no numero de casos confirmados a cada ano que passa, e muitos estudos
ainda serdo desenvolvidos a fim de caracterizar as cepas circulantes. Com isso, sera
importante para nosso grupo de pesquisa, aprimorar cada vez mais as metodologias
abordadas, baseando-se nos estudos realizados nos surtos de esporotricose em outras

regides do Brasil.
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