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RESUMO

A esporotricose € uma doenca fangica, de carater subagudo ou crénico do
homem e animais, causada pelos fungos pertencentes ao complexo Sporothrix
schenckii. Devido ao aumento no numero de casos desta micose em um hospital
publico de Jodo Pessoa, surgiu a necessidade da realizacdo de um estudo
fenotipico para se conhecer as espécies que acometem o0s pacientes desta
regido. Para isto foram utilizadas 24 cepas de pacientes atendidos no Hospital
Universitario, onde foi feita uma analise epidemioldgica. Dentre os parametros
fenotipicos analisou-se o0 crescimento vegetatvo em PDA em diferentes
temperaturas, caracteristicas micromorfologicas in vitro e o padréo de assimilacdo
de fontes de carbono. Como resultados, na andlise epidemiol6gica observou-se
uma maior prevaléncia da doenca no sexo feminino (66,7% dos casos), em
relacdo ao sexo, como também uma maior ocorréncia da forma linfocutédnea
(54,2% dos casos) em relacdo as formas clinicas. Na andlise macromorfolégica,
foi observado um alto crescimento das cepas com médias de 43,5mm em 30°C,
29,4mm em 35°C e de 10,1mm em 37°C, tendo inibicdo de crescimento apenas
em 40°C. A taxa de inibicdo de crescimento foi relativamente baixa com 36,5 %
em 35°C e de 76,5% em 37°C. Na micromorfologia os conidios apresentaram-se
de forma semelhante, com a presenca de conidios sésseis pigmentados em sua
totalidade. O perfil de assimilagdo, mostrou-se discordante com a chave
taxondmica nos aclcares rafinose e sacarose em algumas amostras, enquanto
que o ribitol teve assimilacdo variavel. As espécies identificadas foram S.
schenckii e S. brasiliensis, em que correlacionando com as formas clinicas, viu-se
de que ambas foram capazes de causar tanto a forma linfocutanea quanto a
cutanea fixa, sendo S. schenckii a mais prevalente dentre as duas formas clinicas.
Apesar da caracterizacdo fenotipica ser importante para o entendimento das
caracteristicas do fungo, esta apresenta algumas falhas, desta forma, é
necessario que sejam realizados estudos moleculares para poder intervir de
forma mais efetiva quanto ao tratamento da esporotricose nesta regiao.

Palavras-chave: Esporotricose. Fenotipagem. Taxonomia. Sporothrix schenckii
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a fungal disease, of subacute or chronic character of man and of
animals, responsible for the fungi belonging to the Sporothrix schenckii complex.
Rating: 0.0 Increase in the number of risk cases in a public hospital in Joao
Pessoa, a phenotypic study was conducted to know the species that affect the
patients in this region. To the we were used 24 strains of patients patients in
University Hospital, where an epidemiological analysis was done. Among the
phenotypic parameters analyzed the vegetative growth in PDA at different
temperatures, in vitro micromorphological characteristics and the assimilation
pattern of carbon sources. As in a recent epidemiological analysis, the highest
occurrence of the disease in females (66.7% of cases), in relation to sex, is the
highest occurrence of lymphococcal disease (54.2% of cases) in relation to clinical
forms . Macromorphological analysis showed an increase in mean concentrations
of 43.5 mm at 30 ° C, 29.4 mm at 35 ° C and 10.1 mm at 37 ° C, with growth
inhibition at only 40 ° C. inhibition was 36.5% at 35 ° C and 76.5% at 37 ° C. At
micromorphology similar conidia were similarly present with the presence of
pigmented sessile conidia in their entirety. The profile of assimilation, present itself
discordant with a taxonomic raffinose and sucrose sugars in some samples,
whereas the ribitolia variable assimilation. As pathogenic species were S.
schenckii and S. brasiliensis, which were correlated as consensus forms, whereas
S. schenckii were the most prevalent among the forms. the clinics. Although the
phenotypic characteristic is important for the understanding of the characteristics
of the fungus, this one has some flaws, this form, is necessary for the
accomplishment of studies on the subject to be able to intervene in a more
effective way regarding the treatment of sporotrichosis in this region.

Key words: Sporotrichosis. Phenotyping. Taxonomy. Sporothrix schenckii.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose é uma doenca fangica infecciosa, de carater cronico,
causada pelos fungos pertencentes ao Complexo Sporothrix schenckii, que
acomete o homem e animais através da implantacdo traumética do fungo na pele.
Este complexo compreende 6 espécies principais, que sdo: S. albicans, S.
brasiliensis, S. globosa, S. luriei, S. mexicana e S. schenckii (CRUZ, 2013). Séao
fungos dimorficos, saprofitas e geofilicos, amplamente distribuido na natureza,
predominantemente em solos ricos em matéria organica, plantas secas, madeiras
e musgos, sendo S. schenckii a espécie mais comum desse complexo (LOPES-
BEZERRA et al., 2006; ANTUNES et al., 2009).

A esporotricose € a micose subcutanea de maior incidéncia no Brasil,
sendo o estado do Rio de Janeiro 0 que apresenta o maior nimero de casos.
Segundo dados epidemiologicos da Vigilancia Sanitaria do Rio de Janeiro, em
2016, verificou-se um aumento de 400 % no numero de animais diagnosticados,
em sua maioria gatos. No ano passado, dos casos notificados, foram feitos
13.536 atendimentos, cerca de 10.000 casos a mais que em 2015, em institutos
publicos veterinarios, assisténcia domiciliar ou comunitaria. J& em humanos, o
namero registrado foi de 580 casos notificados de esporotricose, de acordo com a
Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro (SECRETARIA MUNICIPAL DE
SAUDE, 2017).

Na Paraiba, observou-se um aumento de esporotricose a partir do ano de
2016 em pacientes assistidos no Hospital Universitario Lauro Wanderley (HULW)
— Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH) em Jodo Pessoa-PB.
Hospital referéncia na area de doencas infecciosas e parasitarias, sinalizando
para os profissionais a necessidade de conhecer o comportamento desta micose
em Nosso meio.

Outra problematica esté relacionada a néo realizacdo da identificacdo da
espécie fungica na pratica laboratorial, dificultando estudos de incidéncia de quais
especies sdo mais incidentes em determinadas regides do Brasil, principalmente
na regido Nordeste.

Diante disto, € de extrema importancia uma analise fenotipica para

identificacdo das espécies pertencentes ao Complexo S. schenckii, que permite
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um maior conhecimento da morfologia, propriedades bioquimicas, fisiol6gicas e
comportamento das espécies, subsidiando a epidemiologia da doenca e protocolo

de tratamento humano e animal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO

A esporotricose € uma micose subcutanea, também considerada uma
zoonose, que acomete homens e animais, causada por fungos dimorficos
saprdfitas do complexo S. schenckii (GUSMAO, 2017; PIRES, 2017). Em 1898, o
estudante de medicina Benjamin Schenck, no Hospital Johns Hopkins em
Baltimore, nos Estados Unidos, descreveu pela primeira vez a esporotricose
(OROFINO-COSTA et al.,, 2017). Schenck cuidava de um paciente do sexo
masculino, 36 anos, que apresentava lesdes nado cicatrizadas, na mao e braco
direito, com acometimento da cadeia linfatica, o que o levou a isolar o agente e
descrever as caracteristicas morfologicas observadas (ABREU, 2017; SCHENCK,
1898). A amostra isolada do abscesso do paciente foi entdo avaliada pelo
patologista Erwin Smith, que classificou o fungo como pertencente ao género
Sporotricum (BARROS et al., 2011).

O segundo caso relatado desta micose ocorreu em 1899, onde uma
crianca apos se ferir com um martelo apresentou nddulos ulcerados ou néo,
acompanhando a cadeia linfatica do braco (ABREU, 2017). Este fungo foi isolado
de aspirado de lesdes do paciente e foi descrito em 1900 por Hektoen e Perkins,
que renomearam o agente como S. schenckii, devido a reproducao caracteristica
desse género (HEKTOEN, PERKINS, 1900; OROFINO-COSTA et al., 2017).

No Brasil, o primeiro caso foi descrito por Lutz e Splendore em S&o Paulo,
através da avaliacdo de lesdes em roedores e descobriram que era possivel
cultivar o fungo in vitro (LOPES-BEZERRA et al., 2006; ABREU, 2017).

Por mais de cem anos, a esporotricose tinha como agente causador
apenas uma espécie, S. schenckii; no entanto, devido ao crescimento gradativo
dessa micose em homens e animais, principalmente em gatos, comecgaram a ser
feitos varios estudos sobre a genbmica deste fungo com base em analise
filogenética, com cepas de diversas partes do mundo, em que se comprovou a
existéncia de um complexo do género Sporothrix, composto por 6 espécies
CRUZ, 2013).
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2.2 TAXONOMIA

O Sporothrix spp. taxonomicamente pertence ao Reino Fungi, Divisdo
Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem Ophiostomatales, Familia
Ophiostomataceae (FREITAS,2014). De acordo com a sua classificacdo no reino
Fungi, o género Sporothrix & composto por seres heterotréficos, imoéveis,
eucariotas, apresentando na composi¢cao da parede celular a quitina (GUARRO et
al., 1999). Atualmente, considera-se o S. schenckii um complexo composto de 6
espécies cripticas que estdo filogeneticamente relacionadas, que séo: S.
schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. albicans e S. luriei
(MARIMON et al.,2007). A descoberta de novas espécies deste complexo foi
possivel, devido a procedimentos como 0 sequenciamento de genomas, a reagao
da polimerase em cadeia (PCR) e estudos da taxonomia polifasica, onde se
mostra importante uma analise multifatorial de caracteristicas como morfologia,

bioquimica, fisiologia, ecologia, nutricdo, dentre outros (CRUZ, 2013).

2.3 FISIOLOGIA

Sporothrix spp. € um fungo dimarfico, sapréfito e geofilico, que possui uma
maior prevaléncia em zonas temperadas e tropicais (RODRIGUES, 2010). E
encontrado em troncos de madeira, solo, material organico em decomposicao,
vegetais, por serem locais que apresentam umidade, calor e pouca luz,
favorecendo o crescimento e reproducdo do fungo (GUSMAO, 2017). Devido ao
seu termodimorfismo, Sporothrix spp. apresenta-se como células semelhantes a
leveduras em sua forma parasitaria a 35°-37°C nos mamiferos ou in vitro, e
também em sua forma filamentosa, saprofita da natureza a 25°C, sendo o
intervalo de 30°- 37°C considerado a temperatura 6tima para o crescimento desta
espécie fungica (OROFINO-COSTA et al., 2017; ABREU, 2017).

As espécies do complexo Sporothrix tém a capacidade de assimilar
diferentes fontes de nitrogénio e carbono; no entanto, a assimilacdo de acucares
como sacarose, ribitol, rafinose e arabinose apresentam variacbes entre as

espécies como mostrado no quadro 1 (ABREU, 2017). Este complexo, ndo possui
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capacidade fermentativa (MARIMOON et al., 2007), mas a presenca da glicose
em meios de cultura, aumenta a produgcédo de melanina pelo fungo, deixando a
colénia com uma coloragdo mais escura, sendo este um fator de viruléncia dessas
espécies ( ALMEIDA-PAES et al., 2009).

Quadro 1. Diferencas de assimilacdo das fontes de carbono entre as espécies do

Complexo Sporothrix schenckii.

Espécies Rafinose Sacarose Ribitol
S. brasiliensis - - Variavel
S. schenckii + + Variavel
S. globosa - + Variavel
S. mexicana + + Variavel
S. albicans - + Variavel
S. luriei - - +

Fonte: Adaptado de CRUZ, 2013 e RODRIGUES, 2010.

Assim como muitos microrganismos este fungo possui fatores de viruléncia.
Fatores esses que permitem a sobrevivéncia e ampliam seu crescimento no
organismo hospedeiro. Ainda existem poucos estudos sobre os fatores de
viruléncia do Sporothrix spp., devido ao seu teleomorfo ser ainda desconhecido.
No entanto, alguns ja foram descritos como a termotolerancia e a producao de
melanina (FREITAS, 2014). A termotolerancia esta relacionada principalmente
com as manifestagdes clinicas da esporotricose (ALMEIDA-PAES et al., 2015).
Isolados de Sporothrix spp. que crescem a 35°C e ndo a 37°C nao causam
esporotricose linfatica, os isolados dessa forma clinica apresentam crescimento e
tolerancia a 37°C (FREITAS, 2014; MESA-ARANGO et al., 2002). Segundo
estudos a espécie S. globosa apresenta baixa termotolerancia, tendo uma menor
viruléncia; porém, também apresenta formas clinicas e exige tratamento como as
demais espécies do complexo (ALMEIDA-PAES et al., 2015; OLIVEIRA etal.,
2011).
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A melanina é um dos mais importantes fatores de viruléncia dos fungos,
uma vez que protege 0s mesmos da exposicdo a altas temperaturas, agentes
toxicos, dentre outros estresses ambientais (ANTUNES et al.,, 2009), sendo
considerada também como fator de resisténcia a alguns antifUngicos como a
terbinafina, a anfotericina B e o itraconazol (OROFINO-COSTA et al., 2017). O
principal tipo de melanina existente do Reino Fungi é a 1,8-di-hidréxinaftaleno
(DHN) (Figura 1), sintetizada a partir da acetil-coenzima A (CoA). Outros tipos de
melanina como a eumelanina e a piomelanina (Figura 1) também podem estar
presentes entre os fungos se seu precursor, a L-tirosina, estiver durante o
crescimento fungico (FREITAS, 2014).

A B .
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®

Figura 1. Tipos de melanina produzidas por Sporothrix spp. A) melanina DHN em contorno do
conidio; B) eumelanina produzida por leveduras; C) piomelanina produzida por leveduras a direita
na presenca de L-tirosina no meio e o frasco a esquerda utilizado como controle com leveduras
mortas. (Fotografias extraidas de Almeida-Paes, 2012; Adaptado de Freitas, 2014).

2.4 MORFOLOGIA

Devido ao seu dimorfismo, as espécies do complexo S. schenckii

apresentam-se tanto na forma filamentosa numa temperatura em torno de 25°C,
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quanto na forma leveduriforme a 37°C. Macroscopicamente, na fase micelial
(Figura 2), a colbnia apresenta-se enrugada, textura coriacea, com superficie
sulcada, as vezes apresentam miceélio aéreo, com coloragao, a principio, branca a
creme, que gradativamente vai escurecendo até chegar a uma cor negra, que
estqd associada a producdo de melanina. Entretanto, algumas cepas tém a
capacidade de formar col6nias escuras desde o inicio de seu crescimento (CRUZ,
2013; ABREU, 2017; FREITAS, 2014). Em sua forma de levedura (Figura 3), em
parasitismo, a colbnia se mostra com consisténcia cremosa, aspecto umido e de
coloracgdo variando de branco a creme (CRUZ, 2013; RODRIGUES, 2010).

Figura 2. Macromorfologia na fase micelial de Sporothrix spp.em meio Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) com 13 dias de crescimento. A- anverso; B - reverso.

/;/M\.‘ﬁ\’

Fonte: https://veteriankey.com/the-dimorphic-fungi/
Acesso em: 11 de maio de 2018.

Figura 3. Fase leveduriforme de Sporothrix spp. cultivada em ASD, por 4 dias.

Fonte: Adaptada de BARROS, ALMEIDA-PAES e SCHUBACH, 2011.


https://veteriankey.com/the-dimorphic-fungi/
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Microscopicamente, em sua forma filamentosa (Figura 4), pode-se observar
a presenca de hifas hialinas, delgadas, septadas e ramificadas, com conidios
unicelulares, hialinos ou demaceos, globosos a ovoides, dispostos na
extremidade do conidiéforo, lembrando uma margarida, ou diretamente ligados a
hifa, que sdo os chamados conidios sésseis (LOPES-BEZERRA et al., 2006;
FREITAS, 2014; RODRIGUES, 2010). J4 as leveduras (Figura 5), apresentam-se

como células fusiformes a arredondadas, medindo de 2,5 a 5 ym (ABREU, 2017).

Figura 4. Microscopia da fase filamentosa de Sporothrix spp. Observam-se hifas, finas e septadas
com conidios pigmentados.

Fonte: Adaptado de CRUZ, 2013.

Figura 5. Microscopia da fase de levedura & 37°C.

Fonte:<http://www.mycology.adelaide.edu.au/ virtual/2008/1D2-

Jan08.html> Acesso em: 11 de maio de 2018.
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2.5 EPIDEMIOLOGIA

Durante muito tempo a esporotricose foi conhecida como a “micose do
jardineiro”, ja que esses fungos sdo encontrados nos solos e estes profissionais,
muitas vezes, se contaminavam através de trauma com vegetal contaminado
(OROFINO-COSTA et al., 2017). A esporotricose é uma doenca de distribuicao
mundial (Figura 6), mais comum na América Latina, paises tropicais e
subtropicais, em que apesar do numero crescente de casos ainda é considerada
uma doenca negligenciada (GUSMAO, 2017; SILVA et al., 2012).

Figura 6. Incidéncia mundial da esporotricose humana.

INCIDENCIA DE ESPOROTRICOSE ( x2
Bl ALTA W MODERADA MM BAIXA ~ fonte:Chakmbartietal, 2014 I'

h

Fonte: Chakrabarti et al., 2014

Historicamente, a maior epidemia da doenca ocorreu na década de 40 em
uma mineradora na Africa do Sul, onde cerca de 3.000 mineiros foram infectados
pelo fungo presente em vigas de madeira que sustentavam os tluneis das minas
(LARSSON, 2011; FREITAS, 2014). Atualmente, no continente africano sdo mais
frequentes casos na Nigéria, Suddo e Zimbabwe com uma problematica em
relacdo ao diagnostico e mapeamento da micose por falta de laboratorios de
micologia nestas regides (CHAKRABARTI et al., 2015). Ainda é incidente no
continente asiatico, principalmente na China e Japdo e baixa prevaléncia no
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continente europeu (OROFINO-COSTA et al., 2017).

No Brasil, desde 1998, uma epidemia de esporotricose vem se espalhando
no Rio de Janeiro, com uma maior concentracdo nha regido metropolitana,
acometendo homens, gatos e cédes (RODRIGUES, 2010; BARROS et al., 2010).
Diferente dos demais estados, o Rio de Janeiro a partir de 2013 fez obrigatéria a
notificacdo desta doenca para um melhor controle epidemiolégico (OROFINO-
COSTA et al., 2017). Segundo dados disponiveis em um boletim epidemiologico
da esporotricose da Secretaria de Estado de Saude do Rio de Janeiro, durante os
anos de 2013 4 2016 foram registrados 3.377 casos suspeitos desta micose, com
média de 782 casos por ano, observando também uma elevada prevaléncia entre
0 sexo feminino. Este estudo corrobora com o realizado por Barros et al. (2010),
gue ao avaliar dados a partir de 1998, comprovou que as mulheres na faixa de 40
a 59 anos sao as mais acometidas pelo fungo, devido a passarem mais tempo em
casa e ser geralmente quem cuida dos animais.

E crescente o nimero de casos de gatos infectados e de humanos que
foram contaminados pelos mesmos. Isto ocorre devido ao aumento da populacéo
de gatos abandonados nas ruas e pracas, assim, gatos portadores da doenca
acabam disseminando a infec¢do para outros felinos. Concomitantemente, ha o
fato de muitas pessoas acolherem os animais em suas casas, correndo um maior
perigo de contrair o fungo. Muitos donos de gatos com esporotricose acabam
abandonando-os nas ruas longe de sua casa para diminuir o risco de contagio e
também quando ndo tem condi¢cdes de pagar o tratamento, que acaba sendo de
alto custo, ja que a esporotricose felina apresenta-se de forma mais severa que a
humana (CRUZ, 2013; GREMIAO et al., 2017). Quando sacrificados, os felinos
nao devem ser enterrados e sim cremados para evitar a disseminacéao flungica no
solo e sua progresséo na natureza (OROFINO-COSTA et al., 2017).

2.6 PATOGENIA

A transmissdo da esporotricose em humanos pode ocorrer entre homem-
gato e homem-vegetal. A implantacdo do fungo dar-se por inoculagéo traumética

do fungo na pele ou mucosas por arranhaduras de gatos ou por acidente com
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vegetais contaminados (CRUZ, 2013). Geralmente, os locais mais afetados sé&o
agueles mais expostos como membros superiores (com maior frequéncia) e
membros inferiores (MAHAJAN, 2014). Quando o fungo penetra no tegumento em
sua forma filamentosa, saprofita ocorre a mudanca morfoldgica para levedura no
organismo num periodo em média de 21 dias. No entanto, quando o individuo é
infectado j& com a forma unicelular, que é a mais frequente na superficie de
lesBes nos felinos, esta mudanca ndo € necessaria (ABREU, 2017). Outra via de
transmissdo zoondtica é a inalatéria, onde acontece a inalacdo de propagulos
fungicos infecciosos caracterizando a forma extracutanea (OROFINO-COSTA et
al., 2017; BARROS et al., 2011).

A manifestacao clinica da doenca vai depender do estado imunoldgico do
hospedeiro e das caracteristicas biolégicas do fungo (ABREU, 2017). O agente
pode ficar restrito a derme e tecido subcutaneo, identificando a forma cutanea-
fixa, se espalhar pela via linfatica, a chamada forma cutaneo-linfatica e ainda,
mais raramente, se disseminar pela corrente sanguinea definindo a forma
disseminada ou extra cutanea (LARSSON, 2011; ABREU, 2017).

2.7 ASPECTOS CLINICOS

2.7.1 Formas cutaneas

2.7.1.1 Cutanea-fixa

A forma cutanea-fixa ou isolada (Figura 7) € caracterizada por uma leséao
Gnica ou vérias lesBes ulceradas restritas ao local de inoculacdo, sem
acometimento dos vasos linfaticos. Consiste em uma leséo verrucosa, vegetativa,
eritematosa, infiltrativa ou papulopustular, que em alguns casos pode regredir
espontaneamente (BARROS et al., 2011; BONIFAZ, 2017). Geralmente é mais
frequente em criancas e individuos de bom estado de saude, acometendo
principalmente: face, pescoco, tronco e bragos, muitas vezes se confundindo com
outros problemas dermatolégicos (RODRIGUES, 2010; FREITAS, 2014).
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Figura 7. Forma cutanea fixa da esporotricose.

Fonte: Adaptado de Orofino-Costa et al., 2017

2.7.1.2 Linfocutanea

A forma linfocutanea (Figura 8) é a apresentacdo mais comum da
esporotricose correspondendo mais de 75% dos casos (BARROS et al., 2011). No
local da penetracdo, ha a formacdo de uma pépula seguida do desenvolvimento
de um nédulo subcutdneo que invade os canais linfagiticos regionais apos
algumas semanas, formando assim, uma cadeia de nodulos linfaticos, com pouca
dor (OROFINO-COSTA et al., 2017). Estes n6dulos podem amolecer e ulcerar ou
ser endurecidos ao toque e com mobilidade pela pele, raramente apresentando
regressao espontanea sem o tratamento adequado (CRUZ, 2013; RODRIGUES,
2010).

Figura 8. Forma linfocutanea da esporotricose.

Fonte: Adaptado de Freitas, 2014.
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2.7.1.3 Cutanea disseminada

A forma cutanea disseminada é caracterizada pela disseminacao
hematogénica apos o fungo conseguir penetrar na pele (FREITAS, 2014).
Acomete principalmente pacientes imunodeprimidos, como por exemplo:
alcodlatras, individuos com Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
usuarios de drogas e medicamentos imunossupressores. No entanto € rara,
sendo responsavel por cerca de 5% dos casos (LOPES-BEZERRA et al.,2006;
OROFINO-COSTA et al., 2017). Nesta apresentacao da doenca sao observadas
multiplas lesdes, como ndédulos subcutdneos amolecidos que apds semanas ou
meses pode evoluir para papulas e Ulceras (FREITAS, 2014; RODRIGUES,
2010).

Diferente dos seres humanos, 0s gatos tém esta forma como a mais
prevalente, particularmente, nos imunodeprimidos levando a uma fase letal da
doenca, devido ao progresso rapido, fazendo com que muitos felinos sejam
sacrificados. Além dos nddulos pode-se observar alopecia, fistulas com exsudato
serossanguinolento na cabeca, membros e base da cauda dos animais
(LARSSON, 2011; SCHUBACH et al., 2004; GUSMAO, 2017).

Figura 9. Forma cutanea disseminada da esporotricose em paciente alcodlico crdnico.

Fonte: Adaptado de Bonifaz et al., 2017
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2.7.2 Formas extracutaneas

As formas extracutaneas sdo mais raras e de dificil diagndstico, sendo
geralmente encontradas em pacientes imunodeprimidos como no caso da AIDS,
diabetes, etilismo, neoplasias, dentre outras situacdes. As vias de contaminacao
costumam ser inalatoria ou disseminacdo hematogénica, apds penetracdo do
agente atingir varios 6rgdos como pulmao, testiculos, ossos e articulacbes e
cérebro. A sintomatologia é de acordo com o tecido acometido. As conformacdes
osteoarticular e pulmonar sdo as mais frequentes de serem encontradas
(BARROS et al., 2011; FREITAS, 2014).

A osteoarticular alcanca em sua maior parte 0ssos dos membros
superiores e inferiores, cranio e face, evidenciando-se granulomas ou lesdes que
levam a uma grande destruicdo 6ssea (FREITAS, 2014). A forma pulmonar tem
imensa semelhanga com a tuberculose e manifesta-se, na maioria dos casos,
como doenca primaria quando se inala os conidios, do que por disseminacao pela
corrente sanguinea. Em radiografias podem-se identificar lesdes nodulares,
doenca cavitaria e linfoadenomegalia (BARROS et al., 2011; AUNG et al., 2013).

A doenca ainda pode ser expressa, incomumente, como ocular, atingir
mucosa e nervosa, que pode evoluir para uma meningite crénica esporotricética
de dificil diagndstico, devido a grande dificuldade de isolar este fungo deste 6rgao
(BARROS et al., 2011; FREITAS, 2014).

Figura 10. Esporotricose extracutanea pulmonar (seta aponta para uma cavita¢cdo no pulméao
esquerdo.

Fonte: Adaptado de Freitas, 2014.
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2.8 DIAGNOSTICO

2.8.1 Exame direto

Apesar de ser um método diagnostico, as estruturas fangicas séo
raramente visualizadas (FREITAS, 2014). Quando feito o esfregaco, utiliza-se
coloracdo de Gram ou Giemsa, como também, podera ser realizado a fresco com
KOH a 10% (OLIVEIRA, 2014). Sdo escassamente observadas, leveduras
arredondadas ou em forma de charuto, o que pode facilmente confundir com
outros agentes; logo, ndo é conclusivo para o diagnéstico da esporotricose
(BARROS et al., 2011).

2.8.2 Histopatoldgico

No exame histopatolégico também ha uma dificuldade para visualizar as
formas leveduriformes, devido a escassez das mesmas nas lesdes dos seres
humanos e de cées, por isso, € mais utilizado para identificar esporotricose em
felinos (BARROS et al., 2011). Assim como no EMD, serdo visiveis, células
gemulantes arredondadas, ovaladas ou alongadas lembrando um charuto, por o
citoplasma se retrair tem-se a impressdo da existéncia de uma capsula,
semelhante ao Cryptococcus neoformans (Figura 11) (CRUZ, 2013). Comumente,
séo colhidos materiais de mucosas e de lesdes cutaneas e armazenadas em
formalina a 10%, sendo enviados para executar o exame utilizando coloracéo de
Hematoxilina-eosina (HE), impregnacdo pela prata de Grocott (IPG) e Periodic
acid-Schiff (PAS). Mesmo sendo auxiliar no diagndstico desta micose € de
extrema importancia que se faca o isolamento do agente através da cultura
(CRUZ, 2013; LARSSON, 2011).
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Figura 11. Leveduras arredondadas ou ovaladas de Sporothrix spp. livres ou dentro de
macrofagos.

Fonte: Cruz, 2013
2.8.3 Cultura

A cultura é considerada a metodologia de escolha para o isolamento e
identificacdo das espécies deste complexo, pois permite que se chegue a um
diagnostico seguro da patologia. Em funcdo do seu dimorfismo € ideal utilizar
meios de cultura seletivos para cada forma fangica como o Agar Cérebro e
Corac&o (Brain Heart Inffusion) (BHI), Agar Sabouraud Dextrose (ASD) ou Agar
Batata (Potato Dextrose Agar) (PDA) (CRUZ, 2013).

Inicialmente, ao coletar a amostra faz-se seu isolamento em ASD acrescido
de antibiético, normalmente a ciclohexamida e o cloranfenicol, incubando a 25°C
por 5 a 7 dias, para o crescimento da forma micelial, afim de obter a morfologia
gue é encontrada no meio ambiente (CRUZ, 2013; LARSSON, 2011). Logo apés,
para confirmar o diagndstico de Sporothrix spp. e seu carater dimérfico, semeia-
se a amostra em meio BHI, incubando durante 3 a 5 dias em uma temperatura
entre 35 a 37°C para o crescimento da levedura, a forma parasitaria (BARROS et
al., 2011).

Outro fator relevante € o estudo da conidiogénese do Sporothrix spp.,
sendo possivel através do microcultivo em meio PDA ou Agar Fuba (CMA) a 25°C
por 10 a 14 dias, em que sera possivel visualizar conidios deméaceos ou hialinos,
como também seu formato caracteristico semelhante a uma “margarida”, o que

proporciona maiores evidéncias para se fechar o diagndstico da esporotricose
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(CRUZ, 2013; BARROS et al., 2011; LARSSON, 2011).

2.8.4 Molecular

A demora para a obtencdo do diagnostico das micoses, relacionada ao
lento crescimento fangico, estudiosos buscam novas metodologias que acelere os
procedimentos para a identificacdo desses agentes nos laboratorios clinicos
(CRUZ, 2013). A deteccdo molecular se baseia na reacdo da polimerase em
cadeia (PCR) para se fazer a ampliagdo e o sequenciamento de genes das
espécies fungicas, utilizando primers para um gene codificador, em biopsia de
pacientes (ABREU, 2017). Estes primers tomam por base o gene da quitina
sintetase de S. schenckii, a partir de oligonucleotideos especificos. Um estudo de
Kanbe et al., (2005) relataram que os pares de primers, SSHF31/SSHR97
especifico para S.schenckii e o conjunto SSLF64/SSHR97 para S. luriei,
mostraram-se Uteis para a identificacédo e distincdo de espécies de forma rapida e
eficaz (RODRIGUES, 2010).

Apesar e suas vantagens esta metodologia ainda é pouco empregada nos
laboratérios de rotina, sendo mais utilizado para a realizacdo de pesquisas
clinicas e cientificas (SCHUBACH et al., 2012).

2.9 TRATAMENTO

No Brasil, para o tratamento da esporotricose estdo disponiveis drogas
como o itraconazol, iodeto de potassio, terbinafina, anfotericina B, dentre outras,
que sdo empregadas de acordo com a forma clinica que esta acometendo o
paciente (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Atualmente, o itraconazol é a droga de escolha para as apresentacdes
clinicas da esporotricose, devido a sua eficacia terapéutica, podendo ser usado
tanto em individuos sadios como em imunocomprometidos (OROFINO-COSTA et
al., 2017). Este medicamento age inibindo a sintese do ergosterol na membrana
do fungo, sendo administrado por via oral numa dose de 100 a 400 mg/dia,
dependendo da gravidade da doenca (FREITAS, 2014; LOPES-BEZERRA et al.,
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2006).

Outra droga bastante utilizada € o iodeto de potassio. Foi a primeira op¢éo
terapéutica da esporotricose, porém, seu mecanismo de acdo ainda nao foi
totalmente elucidado. O que tem sido proposto € que ele atue no aumento da
fagocitose, na elevacao da protedlise dos granulomas e na quimiotaxia dos
neutrofilos (OROFINO-COSTA et al., 2017; REIS et al., 2012).

A terbinafina é uma outra alternativa medicamentosa para as formas
cutaneas da doenca. Também €& administrada por via oral, apresentando eficacia
na dose de 250 mg/dia, através da inibicdo da sintese do ergosterol pela
esqualeno-epoxidase (ABREU, 2017).

Ja4 a anfotericina B é um farmaco de amplo espectro que deve ser
administrado por via intravenosa, geralmente indicada nos casos moderados a
graves da esporotricose, numa dosagem de 0,25 a 1 mg/kg/dia. Tem acao
fungicida, devendo seu uso ser feito com cautela devido ao seu carater
cardiotoxico e nefrotoxico (LOPES-BEZERRA et al., 2006; FREITAS, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar fenotipicamente isolados de Sporothrix spp. dentro do

complexo S. schenckii e correlaciona-los com as formas clinicas da

esporotricose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a amostra quanto aos aspectos epidemioldgicos e fatores

associados a micose;

- Avaliar a influéncia da temperatura (in vitro) no crescimento fangico;

- Identificar fenotipicamente as cepas de Sporothrix spp., em suas
espécies incidentes, previamente isoladas de pacientes atendidos no

HULW-EBSERH,;

- Relacionar as espécies identificadas com as formas clinicas da

esporotricose.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTOS DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo, transversal e de carater experimental de

abordagem quantitativa.

4.2 LOCAL DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Micologia Clinica do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, do Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Paraiba. Os dados utilizados foram adquiridos do banco
de dados do setor de micologia (SM), da Unidade Laboratério de Analises
Clinicas (ULAC), do HULW-EBSERH.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Casos de esporotricose e as respectivas cepas de Sporothrix spp. isoladas,
no periodo de janeiro de 2016 a dezembro de 2017, no SM-ULAC do HULW-
EBSERH.

4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos os casos negativos para esporotricose, nos periodos

anteriores ou posterior ao que foi estabelecido na pesquisa.

4.5 POPULACAO E AMOSTRA

Foram utilizadas 24 cepas (Quadro 2) isoladas de pacientes atendidos pelo
SM-ULAC do HULW-EBSERH, previamente identificadas como Sporothrix spp.
Para correlacdo epidemioldgica foram utilizados o banco de dados do SM-ULAC,
do HULW-EBSERH.
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Quadro 2. Cepas utilizadas para a pesquisa com seus respectivos cédigos, forma clinica da

doenca e sexo do hospedeiro nos anos de 2016 e 2017.

CEPA ’ GENERO FORMA CLINICA
22 Feminino Cutéaneo fixa
37 Feminino Cutéaneo fixa
44 Masculino Linfocutanea
55 Feminino Linfocutanea
76 Masculino Cutéaneo fixa
101 Feminino Linfocutanea

467 Feminino Linfocutanea
547 Feminino Cutaneo fixa
568 Feminino Linfocutanea
571 Feminino Cutaneo fixa
680 Feminino Cutéaneo fixa
682 Feminino Linfocutanea
695 Masculino Linfocutanea
702 Feminino Linfocutanea
707 Feminino Cutéaneo fixa
738 Feminino Linfocutanea
751 Feminino Cutéaneo fixa
769 Masculino Cutaneo fixa
776 Feminino Linfocutanea
780 Masculino Linfocutanea
781 Masculino Cutéaneo fixa
797 Masculino Linfocutanea
809 Feminino Linfocutanea
Her Masculino Cutéaneo fixa
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4.6 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Lauro Wanderley e obedecendo aos aspectos éticos do Conselho Nacional de
Saude foi assegurado o anonimato dos individuos que participaram da pesquisa.
Foi pedida a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
recomendado pela Resolucdo N°466/2012 do CNS/MS que regulamenta a ética
da pesquisa envolvendo seres humanos, pois o estudo é de carater exploratorio,
sem a participagéo direta dos pacientes, utilizando apenas os dados arquivados
SM-LAC, do HULW-EBSERH. O projeto foi aceito por meio do registro de
Certificado de Apresentacdo para Apreciacdo FEtica, de numero
88846018.2.0000.5183.

4.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.7.1 Ensaios morfolégicos

4.7.1.1 Crescimento vegetativo em PDA

Previamente as cepas foram repicadas em PDA para serem isoladas, a
temperatura ambiente por 10 dias, para se obter colbnias vidveis. Em seguida, as
cepas foram repicadas em placas para serem realizados o0s ensaios de
crescimento vegetativo em meio PDA, na temperatura de 30°C por 21 dias. Para
a caracterizacdo macroscopica dos isolados foram estudados a superficie, textura

e a coloracéo escura ou branca, do anverso e reverso, das colonias.

4.7.1.2 Microcultivo

Para a caracterizacdo microscépica dos isolados foram estudadas: a
presenca ou ndo de conidios sésseis, o formato, a coloragéo, a ornamentacao, a
disposicdo dos conidios através da técnica de microcultivo de Riddell (1950).
Amostras do fungo foram semeadas em uma grossa camada de meio PDA, em

placas de Petri com camara Umida, contendo lamina estéril, posicionando uma
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laminula sobre o meio e incubando a 30°C por 10 dias. Apés este periodo, as
laminulas foram removidas suavemente e dispostas em laminas com lactofenol
para visualizar as estruturas fungicas em microscopio Optico (10, 40 e 100X)
(NIKON eclipse) acoplado a camera digital (NIKON DS-R12). Os conidios das
imagens fotografadas tiveram o diametro dos conidios medidos pelo software NIS
elements D, em que foram mensurados longitudinalmente 20 conidios em 5
campos de cada isolado. Posteriormente foi calculado o valor médio do diametro

com os valores obtidos.

4.7.2 Ensaios fisiolégicos

4.7.2.1 Crescimento vegetativo em diferentes temperaturas

De acordo com estudo realizado por Marimon et al. (2007) foram utilizadas
as temperaturas de incubacdo discriminatorias para comparacdo durante
crescimento vegetativo em 30, 35, 37 e 40°C.

Para o estudo do crescimento vegetativo em diferentes temperaturas os
isolados de Sporothix spp. foram repicados em placas de Petri contendo meio
PDA, por 21 dias, em triplicata, nas temperaturas de 30, 35 e 37 e 40°C. Ao final
deste periodo, as colénias foram medidas com paquimetro universal, onde dos
valores obtidos calculou-se a média, para verificar a influéncia da temperatura na
inibicdo do crescimento fungico.

O efeito fungistatico capaz de inibir o crescimento fangico ou como fator
fungicida capaz de inviabilizar as células fungicas foi verificado na temperatura de

40°C. Depois estes isolados foram incubados a 28°C, por 14 dias.

4.7.2.2 Taxa de inibicdo de crescimento fungico

Com as médias obtidas do diametro das colbnias, foi calculada a taxa de
inibicdo do crescimento para as temperaturas de 35, 37 e 40°C relacionando com
o diametro a 30°C, pela equacéo descrita por Mesa-Arango et al. (2002):

DC a 30°C — DC a 35°C
% IC = x 100
DC a 30°C
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Onde:
IC = inibigdo do crescimento

DC = didmetro da colbénia

4.7.3 Ensaios bioquimicos

As assimilacdes de fontes de carbono (glicose, rafinose, ribitol e sacarose),
na concentracdo de 2% por conidios de Sporothrix spp. foram testadas em meio
Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco), segundo protocolo de Marimon et al., (2007).
Foram preparados meios YNB com cada agucar.

Primeiramente as cepas de Sporothrix spp. foram previamente isoladas em
PDA, a temperatura ambiente, durante 10 dias em tubos de ensaio. ApGs este
periodo foi adicionado a cada tubo 3 ml de solucéo salina estéril. Em seguida, foi
passada uma alca sobre a colbnia, raspando lentamente para desprender os
conidios. Esta solucdo de conidios foi transferida para um outro tubo e filtrada
com gaze estéril. Logo depois, transferiu-se 1 ml da solu¢do para uma cubeta
para fazer a leitura em espectrofotdbmetro Agilent Cary 60 UV-vis utilizando o
software Simple Reads, em um comprimento de onda de 520nm, ajustando a
absorbancia numa faixa de 0,21 - 0,29 densidade 6tica (DO), que corresponde um
inoculo de 2 x 10° a 2 x 10° UFC/mL.

A viabilidade dos conidios foi verificada concomitantemente ao
experimento, semeando 100 pL da suspensdo dos conidios em placa de Petri
contendo PDA, incubando a temperatura ambiente por 10 dias.

Os ensaios foram realizados em triplicata em microplacas de diluicio com
fundo chato, inoculando 150 pL do meio YNB com o0s acucares em cada poco
correspondente, adicionando 50 pL do in6culo. A assimilagdo na presenca da
glicose foi considerado o controle positivo. Para o controle negativo foram
utilizados pogos com 150 pL YNB, sem acucar e 50 pL in6culo. Em seguida, as
placas foram incubadas a 25°C, por 10 dias. Neste periodo foi realizada a leitura
nos tempos: 0, 5 e 10 dias, em leitor de microplacas de Elisa no comprimento de
onda de 520 nm. A partir dos valores médios obtidos nas leituras foi considerado
assimilacdo positiva a absorbancia semelhante ao controle positivo ou acima da

absorbéancia do controle negativo.
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4.7.4 Classificacdo das espécies de Sporothrix spp.

Para a classificacdo das espécies do complexo S. schenckii foi utilizada
como base a chave taxondmica desenvolvida por Rodrigues, A. M. (2010)
(Adaptado de Marimon et al., 2007; 2008b).

1. Assimilacao de sacaroSe NEQALtIVA.............ceeveeeveruiiiiii e eeeee e e e eee e 2
AssSimilacao de Sacar0Se POSILIVA...........cevviieeiiiiiiiie e 3
2. Coldnias em Agar batata a 35 °C nio excedem 30 mm de didmetro em 21 dias,
conidios sésseis e pigmentados presentes, conidios simpodiais de 2 a 6
8L S S. brasiliensis
Coldnias em PDA a 35 °C excedem 30 mm de diametro em 21 dias; conidios
sésseis pigmentados ausentes, conidios simpodiais de 4 a 10 um de
[ONGITUAE. ...t e e e e e e e e e e e e S. luriei

3. Colbnias em PDA a 30 °C excedem os 50 mm de diametro aos 21

(o [T ORI 4
Colbnias em PDA a 30 °C ndo excedem os 50 mm de diametro aos 21
DB et 5

4. Assimilacdo de rafinose positiva; colonias em CMA a 30 °C apresentam
coloracdo marrom em duas SEMANAS..........cccuvvuriiiieeiieeeeeeeeeeeeeeenneraanan, S. mexicana
Assimilacéo de rafinose negativa; colénias permanecem incolores em

CMA a 30 °C em dUuas SEMANAS........cceevvreeeeeeeeeiiniennnnaaaeeeeeeeeeeeennnnnnnnnns S. albicans
5. Assimilacdo de rafinose negativa; temperatura maxima para o0 crescimento
vegetativo é 35 °C; conidios sésseis pigmentados, globosos ou
SUDQGIODOSOS. ... S. globosa

Assimilacdo de rafinose positiva; temperatura maxima para o crescimento
vegetativo é 37 °C; conidios sésseis pigmentados predominantemente de outra

1{0] 1 0 1 F- VTR S. scheckii

Apos a identificacao todos os isolados sdo preservados em tubos de ensaio
inclinados com 10-15 mL de PDA a temperatura ambiente.
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5 RESULTADOS

As cepas utilizadas nesta pesquisa foram provenientes do SM-ULAC do
HULW-EBSERH, de culturas previamente identificadas como positivas para
Sporothrix spp. Ao todo fez-se a analise de 24 cepas do periodo: janeiro de 2016
a dezembro de 2017. As cepas estavam mantidas a temperatura ambiente em

tubos de ensaio com meio SDA.

5.1 DADOS PERCENTUAIS EM RELACAO AO SEXO DOS PACIENTES E AS
FORMAS CLINICAS DA ESPOROTRICOSE

Os dados coletados na pesquisa através de informacfes presentes no SM -
ULAC do HULW, foram o sexo do individuo e as formas clinicas da esporotricose.
Do total de cepas, 66,7 % (n=16) das cepas eram pacientes do sexo feminino e
33,3% (n=8) masculino (Grafico 1).

Grafico 1. Percentual de esporotricose de acordo com o sexo de 24 pacientes assistidos no SM-
LAC/HULW-EBSERH

M Feminino

B Masculino

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Em relacdo as formas clinicas, foi possivel perceber que a totalidade dos
casos foram de esporotricose cutadnea, sob a forma cutanea fixa e cutanea

linfatica. Essa classificacdo foi baseada em observacdes do aspecto das lesbes
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descritas em um livro de registros interno do SM/ULAC. O grafico 2 mostra a
distribuicdo da esporotricose de acordo com o0 aspecto clinico, onde 54,2 %
(n=13) dos casos foram da forma linfocutanea e 45,8% (n=11) representou a

forma cutanea fixa ou localizada.

Grafico 2. Percentual da ocorréncia de 24 casos de esporotricose de acordo com a forma clinica.

M Cutaneo fixa

M Cutdneo linfatica

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

5.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

A partir das cepas repicadas em placa de Petri em meio PDA a 30°C
durante 21 dias, realizou-se a andlise das caracteristicas macromorfolégicas das
colonias. Apds esse periodo as colonias apresentaram-se com aparéncia variada,
sendo estas divididas em 3 categorias: pretas, mescladas e claras.

As colbnias pretas, foram as mais predominantes (14 amostras),
apresentaram anverso e reverso negros, aspecto coriacio ou aveludado, zonas
definidas, com periferia bege a transperente (Figura 12 A).

As mescladas, mostraram-se com anverso € reverso marrons, areas
pretas, textura coriacea, sulcos definidos e periferia bege claro (Figura 12 B).
Apenas 1 amostra tinha cor mais clara, sem areas escuras e periferia bege claro
(Figura 12 C).
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Figura 12. Aspectos macromorfoldgicos das cepas de Sporothrix spp. repicadas em meio PDA a

30°C. A) colbnia preta; B) colénia mesclada; C) coldnia clara.

/“\oﬂ‘

7

A W c| M8

Fonte: Material da pesquisa, 2018.

5.3 DIAMETRO DAS COLONIAS EM FUNCAO DAS TEMPERATURAS DE 30,
35,37 e 40°C

Para se avaliar, a influéncia da temperatura no crescimento vegetativo, as
amostras foram isoladas em meio PDA, por 21 dias, nestas 4 temperatura. Os
termbmetros e as temperaturas das estufas eram ajustadas e observadas
regularmente. Apés o tempo estabelecido, verificou-se a auséncia de crescimento
de todas as cepas incubadas a 40°C. Observou-se também que todas as cepas
se desenvolveram a 30, 35 e 37°C, entretanto havia diferenca de tamanho das

coldnias nestas diferentes temperaturas (Figura 13) .

Figura 13. Crescimento vegetativo em PDA nas temperaturas de 30, 35,37°C.

37°C

Fonte: Material da pesquisa, 2018.
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Na Tabela 1 estdo dispostos todos os diametros obtidos, nas temperaturas
de 30, 35, 37 e 40°C, com as médias e os desvios padrdes de crescimento. Pode-
se observar que as colbnias de Sporothrix spp. isoladas apresentaram-se com um
bom crescimento nas temperaturas analisadas, com excessao na de 40°C, que
ndo houve o crescimento de colénia. A média de crescimento e o desvio padrdo
foram de 43,5 + 3,04, 29,4+ 9,78 e 10,1+ 2,70, nas temperaturas respectivamente
de 30, 35 e 37°C.

Tabela 1. Diametro médio das col6nias de cepas de Sporothrix spp., em meio PDA, em

temperaturas variadas por 21 dias.

Temperaturas
Diametro das colénias+ Desvio padrao
Cdédigo das cepas 30°C 35°C 37°C 40°C
22 41,0£1,76 16,0+ 7,07 6,50 + 0,70 0,00 £ 0,00
37 39,3+1,06 23,0+2,82 11,5+0,70 0,00 + 0,00
44 450+£1,06 33,3+0,35 10,3+ 0,35 0,00 £ 0,00
55 42,0+£1,76 22,5+ 3,53 10,0+ 1,76 0,00 £ 0,00
76 43,0+494 30,5+0,70 7,50 + 3,53 0,00 + 0,00
101 45,0+£2,82 32,0+4,24 12,0+ 2,82 0,00 £ 0,00
467 478+1,76 21,3+0,00 9,30 £ 2,47 0,00 + 0,00
547 41,5+0,00 16,0+0,70 8,30 + 3,88 0,00 £ 0,00
568 385+353 16,5+2,82 6,50+ 1,41 0,00 + 0,00
571 428+0,35 30,3+0,35 5,50 + 0,00 0,00 £ 0,00
680 39,3+0,35 17,3 +1,76 8,30 £ 0,35 0,00 £ 0,00
682 440+282 34,3+1,06 15,3+ 2,47 0,00 + 0,00
695 455+0,00 29,8+0,35 9,30+ 1,76 0,00 £ 0,00
702 42,3+0,35 24,5+0,00 105+1,41 0,00 + 0,00
707 440+£4,24 32,3+1,76 7,50 £ 0,00 0,00 £ 0,00
738 46,0£2,12 34,3+1,76 13,3+ 1,06 0,00 £ 0,00
751 420+282 345+2,82 16,0 £ 0,00 0,00 + 0,00
769 43,0£0,00 14,3+6,01 10,8+ 1,76 0,00 £ 0,00
776 505+141 32,0+1,76 125+1,41 0,00 £ 0,00
780 48,5+565 33,8+5,30 12,0+ 1,06 0,00 £ 0,00
781 475+0,00 353247 7,30 £ 0,35 0,00 £ 0,00
797 43,0+0,70 385+1,06 14,3 £ 3,18 0,00 + 0,00
809 415+212 31,5+0,70 9,80 + 3,18 0,00 + 0,00
Her 40,8+2,47 31,5+0,00 10,0+ 2,12 0,00 + 0,00
Média (n=24) 43,5+£3,04 29,4+9,78 10,1 £ 2,70 0,00 + 0,00

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
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As médias de crescimento das coldnias de acordo com as formas clinicas
da esporotricose também foram avaliadas. Foi observado que em todas as
temperaturas analisadas o diametro das colbnias de cepas isoladas da forma
linfocutdnea foram um pouco maiores que as das cepas da forma cutanea fixa
(Tabela 2).

Tabela 2. Didmetro das colbnias incubadas em meio PDA, em diferentes temperaturas, por 21

dias de acordo com as formas clinicas da esporotricose.

Temperaturas
Esporotricose Diametro das col6nias + desvio padréo
Forma clinica 30 °C 35°C 37 °C
Linfocutanea 44,6 +3,22 295+6,34 11,1+237
Cutanea fixa 42,2+231 255+£8,28 9,01+293

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

5.4 TAXA DE INIBICAO DO CRESCIMENTO

A taxa de inibicdo do crescimento das cepas foi calculada, através das
meédias do diametro das colbnias nas temperaturas de 35, 37 e 40°C, em relacdo
ao crescimento em 30 °C, segundo a equacdo de Mesa-Arango et al. (2002).
Mediante os valores descritos na tabela 3, entende-se que as cepas de Sporothrix
spp. estudadas apresentaram uma baixa inibicdo do crescimento a 35°C, uma vez
que as cepas incubadas a 35°C apresentaram em média uma reducdo do
diametro da colénia de 36,5% quando comparadas com o diametro da cepa a
30°C. Entretanto, o fungo € moderadamente inibido quando incubado a 37°C,
uma vez que observou-se uma reducdo média de 76,5% do diametro do fungo a

esta temperatura, quando comparado ao crescimento a 30°C.
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Tabela 3. Percentual de inibicdo de crescimento das 24 cepas em relagdo a temperatura de 30 °C.

Inibicdo do crescimento (%) em relacdo a temperatura de 30°C

Caodigo das cepas 35°C 37°C 40°C
22 60,9 84,1 100
37 41,5 70,7 100
44 26 77,1 100
55 46,4 76,1 100
76 29 82,5 100
101 28,8 73,3 100

467 55,4 80,5 100
547 61,4 80 100
568 57,1 83,1 100
571 29,2 87,1 100
680 55,9 78,8 100
682 22 65,2 100
695 34,5 79,5 100
702 42 75,2 100
707 26,6 82,9 100
738 25,4 71 100
751 17,9 61,9 100
769 66,7 74,8 100
776 36,6 75,2 100
780 30,3 75,2 100
781 25,7 84,6 100
797 10,9 66,7 100
809 24 76,4 100
Her 22,8 75,5 100

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
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Com relacao as formas clinicas, as cepas provenientes da forma cutanea
fixa apresentaram um maior percentual médio de inibicdo de crescimento quando

comparada as cepas da forma linfocutanea como ilustrado na tabela 4.

Tabela 4. Percentual médio de inibicdo de crescimento de 24 cepas de Sporothrix spp., a 35 e

37°C, de acordo com a forma clinica da esporotricose.

Esporotricose Temperatura

Forma clinica 35°C 37 °C
Cutanea fixa 39.8 % 78,4 %
Linfocutanea 33,8 % 74,9 %

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

5.5 ASPECTOS MICROSCOPICOS

Quanto ao aspecto microscopico todas as cepas de Sporothrix spp.
mostraram arranjos semelhantes. Foi visto, hifas hialinas, septadas, ramificadas,
a presenca de conidios simpodiais hialinos, dispostos na extremidade do
conidioforo e conidios sésseis pigmentados, de coloragdo marrom. Os conidios
apresentaram formas variadas em uma mesma lamina, com frequéncia dos

formatos obovoides, globosos e subglobosos (Figura 14).

Figura 14. Presenca de conidios sésseis pigmentados, apds 10 dias de desenvolvimento em meio
PDA a 30° C. Lamina corada com lactofenol-100x.

Fonte: Material da pesquisa, 2018.
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Quanto ao diametro dos conidios, os mesmos foram escolhidos
aleatoriamente, escolhendo os melhores campos para se fazer a medi¢gdo. Foram
medidos 20 conidios por campo, em 5 campos, totalizando 100 conidios por
lamina. Ao final calculou-se o diametro médio, obtendo os seguintes valores:

e Conidios simpodiais: entre 2,44 - 4,46; média = 3,07 um

e Conidios sésseis: entre 2,26 - 4,51; média = 3,18 um

5.6 PERFIL DE ASSIMILACAO DE FONTES CARBONADAS

Neste teste foi avaliada a capacidade de assimilacdo dos agucares glicose
(GL), rafinose (RF), sacarose (SC) e ribitol (RB), distribuidos em microplacas em
triplicata para cada amostra (Figura 15). Apos leitura do teste, no quinto e décimo
dia, notou-se que todas as 24 amostras foram capazes de assimilar a glicose,
controle positivo e o controle negativo ndo apresentou alteracao.

Figura 15. Assimilacéo de acucares, em microplacas por cepas de Sporothrix spp., incubadas a
30° C por 10 dias

Fonte: Material da pesquisa, 2018.
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A leitura do décimo dia foi considerada para definir o perfil de assimilacéo.
Dos valores obtidos foi feita uma analise estatistica entre as assimilagbes e o
controle negativo utilizando o Teste T student aos pares-SPSS, o resultado esta

descrito na tabela 5.

Tabela 5. Assimilacdes de fontes de carbono pelas 24 cepas de Sporothrix spp., apés incubacéo a
25° C por 10 dias.

Cdédigo das cepas GL RF SC RB
22
37
44
55
76
101
467
547
568
571
680
682
695
702
707
738
751
769
776
780
781
797
809

Her + = +
e GL (glicose); RF (rafinose); SC (sacarose); RB (ribitol).

+

]
+ + + + + +
1

+ + + + + +

+ + + + 4+ + + 4+ + + + + + + 4+ + + 4+ + + + + o+
1
1
+ + + + 4+ o+

+ + + + + + +

+ + + + + +

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.
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5.7 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Para a identificacdo das espécies, com base na chave taxondmica
adaptada por Marimon et. al. (2007), todos os parametros foram considerados,
desde os aspectos morfolégicos a assimilacdo de agucares pelas cepas de
Sporothrix spp.. Conforme pode-se observar na tabela 6, das 24 cepas
analisadas, 18 foram identificadas como S. schenckii e 6 cepas como S.
brasiliensis. Os estudos mostraram limitagcbes com relacdo a chave de
identificacdo quando tentou-se identificar algumas cepas. As cepas 22, 44, 76,
547, 671, 695, 702, 809 e Her, apresentaram assimilacdo da rafinose negativa.
Pela chave de identificacdo este resultado levaria para S. globosa, entretanto,
outros fatores foram avaliados, principalmente, o crescimento vegetativo, onde as
caracteristicas indicaram para S. schenckii. Uma outra espécie identificada foi S.
brasiliensis, utilizando a assimilacdo de sacarose e rafinose negativa resultantes

de algumas cepas, como também, as caracteristicas macro e micromorfologicas.

Tabela 6. Identificacdo das espécies dentro do Complexo S. schenckii, através de suas
caracteristicas fenotipicas, segundo chave taxonémica de Rodrigues, A. M. (2010) (Adaptado de
Marimon et al., 2007; 2008b).

S. schenckii S. schenckii
37 S. schenckii 702 S. schenckii
44 S. schenckii 707 S. brasiliensis
55 S. schenckii 738 S. brasiliensis
76 S. schenckii 751 S. schenckii
101 S. schenckii 769 S. schenckii
467 S. brasiliensis 776 S. schenckii
547 S. schenckii 780 S. schenckii
568 S. brasiliensis 781 S. schenckii
571 S. schenckii 797 S. schenckii
680 S. brasiliensis 809 S. schenckii
682 S. brasiliensis Her S. schenckii
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A partir da identificacdo das espécies foi possivel uma correlagdo com as
formas clinicas da esporotricose. Como demonstrado na Tabela 7, tanto a forma
linfocutdanea quanto a cutanea fixa, tiveram como agentes etiologicos as duas

espécies aqui classificadas.

Tabela 7. Correlagdo entre as espécies S. schenckii e S. brasiliensis identificadas e as formas

clinicas da esporotricose.

Esporotricose - Formas clinicas

Linfocutanea Cutanea fixa
Caddigo Espécie Cdédigo Espécie

44 S. schenckii 22 S. schenckii
55 S. schenckii 37 S. schenckii
101 S. schenckii 76 S. schenckii
467 S. brasiliensis 547 S. schenckii
568 S. brasiliensis 571 S. schenckii
682 S. brasiliensis 680 S. brasiliensis
695 S. schenckii 707 S. brasiliensis
702 S. schenckii 751 S. schenckii
738 S. brasiliensis 769 S. schenckii
776 S. schenckii 781 S. schenckii
780 S. schenckii Her S. schenckii
797 S. schenckii

809 S. schenckii

Na tabela 8 estdo dispostos os percentuais das formas clinicas da
esporotricose causadas pelas espécies identificadas:S. schenckii e S. brasiliensis.

Tabela 8. Percentual das 24 espécies de Sporothrix spp. por forma clinica da esporotricose.

Esporotricose
Forma clinica S. schenckii S. brasiliensis

Linfocutanea 69,2 % 30,8 %

Cutanea fixa 81,8 % 18,2 %
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6 DISCUSSAO

Por mais de 100 anos, a esporotricose foi considerada tendo Sporothrix
schenckii como Unico agente causador, mas estudos recentes mostraram que
Sporothrix schenckii trata-se de um complexo de espécies. Desde entdo, métodos
fenotipicos e moleculares vem sendo desenvolvidos por diversos autores como
meios para identificar as espécies pertencentes ao complexo, contribuindo para a
epidemiologia, tratamento e prevencéo da doenca (MARIMON et al. 2007, 2008).

No presente estudo foram reproduzidos os métodos fenotipicos para
classificar as cepas provindas de pacientes assistidos em um hospital em Jo&o
Pessoa. Das 24 amostras analisadas, 66,7% (n=16) eram de pacientes do sexo
feminino, o que vai de acordo com o estudo epidemiolégico de Barros et al.
(2010), os quais apontam o maior acometimento das mulheres o que deve-se a
maior permanéncia destas em casa e assim, ter mais contato com os felinos, que
atualmente, sdo o maior trasmissor da infeccdo para o homem. Segundo dados
da Secretaria de Saude do Rio de Janeiro (2016), area endemica da
esporotricose, 66,2% dos individuos acometidos entre 2013 a 2016 eram
mullheres. Ainda de acordo com estudos de Barros et al. (2008; 2010), a forma
linfocutanea € a mais comum dentre 0s casos de esporotricose humana, nos
resultados obtidos, tivemos um total de 54,2%, seguida de 45,8% da forma
cutanea fixa.

A partir de espécimes clinicas destas lesdes anteriormente citadas, se fez a
cultura para a identificacao fenotipica do possivel agente infeccioso implicado. A
primeira etapa da identificacdo foi a analise macromorfologica da colénia em que
foram observadas diferencas quando comparadas com o0s resultados
apresentados por Marimon et al. (2007), Rodrigues (2010) e Abreu (2017).
Segundo Marimon et al. (2007) as colbnias quando cultivadas em meio PDA,
eram laranja péalida a laranja acinzentadas e de coloracdo castanho escura em
meio CMA. Rodrigues (2010) relata que as colénias tinham cor branca a creme
em meio PDA, assim como, Abreu (2017), onde as colGnias apresentaram uma
coloracao clara apos 21 dias de incubacdo em PDA. .

No estudo de Madrid et al. (2011) foi observado a coloragdo de creme-

acinzentadas ou creme- acastanhada das col6nias, o que se pode comparar com
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as colonias classificadas como mescladas nesta pesquisa. Entretanto, a maioria
das cepas deste estudo apresentaram coloragcdo negra, marrom escura a preta, o
que nos leva a acreditar que houve uma grande producdo de melanina por
algumas delas. A melanina é um importante fator de viruléncia do género
Sporothrix spp., pois serve como um fator de resisténcia para a sobrevivéncia do
fungo ao meio ambiente e as agressdes que pode sofrer (ALMEIDA-PAES et al.,
2009; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000).

As amostras quando disponibilizadas pelo SM-LAC/HULW-EBSERH,
semeadas em meio ASA, j& apresentavam uma coloragdo negra, depois isoladas
em PDA a maioria persistiu com esta coloracdo desde o inicio de seu
crescimento. E sabido que a glicose é um grande influenciador da producdo de
melanina pelo fungo (ALMEIDA-PAES et al., 2009). Entretanto, em outros estudos
(MARIMON, et. al., 2007; RODRIGUES, 2010; ABREU, 2017) as col6nias
conseguiram mostrar-se de coloracdo clara em meio PDA. Uma hipétese para
esta cor escura seria o fato do clima mais quente desta regido tropical do Brasil, 0
gue pode ter feito com que o fungo desenvolvesse mecanismos de defesa como a
melanina em sua forma filamentosa, aumentando a sua termotoleréncia.

Em questdo do crescimento vegetativo foi notavel a alta termotolerancia
das cepas, onde as mesmas, em temperaturas como 35 e 37°C cresceram acima
da média observada em outros estudos. Exemplo disto é que as médias de
crecimento a 35 e 37°C por Rodrigues (2010) foram respectivamente de 9,76 e
6,03; enquanto que em nossos resultados, as médias para as mesmas
temperaturas foram respectivamente de 29,4 e 10,1°C, mostrando que estes
isolados apresentaram alta resisténcia a temperatura de incubacéo.

As cepas de Sporothrix spp. também foram incubadas na temperatura de
40°C, onde nao foi observado crescimento de coldnia apés 21 dias, entretanto,
estes mesmos inoculos quando reincubadas por 14 dias a temperatura ambiente,
houve crescimento vegetativo, 0 que mostra que ocorreu uma inibicdo de
crescimento, ou seja, um efeito fungistatico, mas ndo a inativacdo das células
fungicas, o que seria um efeito fungicida, diferentemente do estudo de Rodrigues
(2010) que apdés os 14 dias de incubacdo as cepas de Sporothrix spp.
permaneceram inertes quanto ao crescimento.

A termotolerancia também é um importante fator de patogenicidade de
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Sporothrix spp. e esta relacionada a disseminacdo do fungo para os 0Orgaos
(TACHIBANA et al.,2001; MADRID et al., 2011). A partir disso, foi medida a taxa
de inibicdo do crescimento que foram relativamente baixas quando comparadas
as relatadas por Rodrigues (2010).

Neste estudo, quando foi correlacionado as formas formas clinicas da
esporotricose com a taxa de inibicdo do crescimento das cepas por temperaturas
foi observado 39,8% de inibicdo a 35°C e 78,4% a 37°C na forma cutanea fixa e
de 33,8% a 35°C e 74,9% a 37°C na forma linfocutanea. Resultados estes que
corroboram com os estudos de Fernandes et al. (2009) e Mesa-Arango et al.
(2002), que ao testarem a termotolerancia de cepas nestas temperaturas,
demonstraram uma maior inibicdo do crescimento na forma cutanea fixa, quando
comparadas a outras formas clinicas. Esta inibicdo de crescimento das cepas na
cutanea fixa também concorda com o didmetro médio das coldnias por formas
clinicas, em que na linfocutanea mostrou maior potencial de crescimento das
cepas nas temperaturas de 30, 35 e 37°C.

Na analise microscépica houve a producdo de numerosos conidios sésseis
pigmentados em todas as 24 cepas estudadas, apresentando morfologia
semelhante entre elas. Os conidios sésseis, geralmente foram globosos,
subglobosos e ovéides; enquanto que os simpodiais eram obovdides ou elipticos,
com diametro médio de 3,18 um para os sésseis e 3,07 um para os simpodiais.
Todas as espécies do Complexo S. schenckii, exceto S. luriei, apresentam
conidios sésseis pigmentados, segundo Marimon et al. (2007, 2008) esta
coloracdo é devido a producdo de melanina pelo fungo, que em meio contendo
glicose pode ter sua producdo aumentada (ALMEIDA-PAES et al., 2009). Como
nesta pesquisa o0s conidios ndo exibiram grande variabilidade nas formas como
descrito por Marimon et al. (2007) e Rodrigues (2010), os parametros
micromorfologicos foram avaliados com cautela e usados como dados
complementares com 0s outros parametros fenotipicos para a identificacdo das
espécies fungicas.

O perfil de assimilacdo de acucares foi 0 parametro que mais apresentou
divergéncias. A metodologia foi seguida conforme descrito por Marimon et al.
(2007) e reproduzida por Rodrigues (2010); entretanto, discrepancias na

assimilacao dos agucares rafinose e sacarose foram constantes por certas cepas.
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A andlise foi realizada duas vezes para observar as diferencas. A glicose como
controle positivo foi assimilada por todas as cepas e o controle negativo, que
possuia apenas 0 meio YNB com o in6culo fingico ndo apresentou assimilacao.
O ribitol também nédo expbds muitas discordancias, sendo positivo ha maioria das
amostras.

Muitas das cepas tiveram como resultado negativo para a assimilagédo da
rafinose, sendo positiva para 0S outros acucares. Se usassemos apenas a
assimilacdo como parametro de identificacdo estes isolados apontariam para a
espécie S. globosa. Todavia, como a identificacdo fenotipica € um conjunto de
métodos para desdobrar a bioquimica, fisiologia e morfologia das espécies
(MARIMON et al., 2007), comparamos o0s resultados da assimilacdo com as
caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas encontradas no estudo. Pos andlise, a
possibilidade de ser S. globosa foi descartada, pois segundo Marimon et al.
(2007), Rodrigues (2010) e Rodrigues et al. (2013), esta espécie tem diametro
maior que 50 mm a 30°C e nao apresenta crescimento a 37°C, 0 que nao
corrobora com este estudo, onde as 24 cepas cresceram a 37°C.

Desta maneira, ao analisar todas as caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas e bioquimicas, identificou-se as espécies de acordo com estes
parametros, ressaltando que trata-se de uma classificacdo sugestiva, devido as
discordancias que apareceram em relacdo a chave taxonbémica proposta por
Marimon et al. (2007).

As espécies identificadas neste estudo foram 75% (n=18) S. schenckii e
25% (n=6) S. brasiliensis. Segundo Rodrigues et al. (2014) das 20 amostras
analisadas da regido Nordeste 65% (n=13) eram de S. schenckii e 20% (n=4) de
S. brasiliensis. O mesmo autor em 2010, classificou as 3 amostras provenientes
do Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
UFPB como S. schenckii, ap6s estudo fenotipico e genotipico.

Segundo dados do Sul e Sudeste, S. brasiliensis € a espécie predominante
nestas regides, sendo o0s gatos o0s principais hospedeiros e diretamente
relacionados com a ocorréncia desta espécie em seres humanos. Entretanto, a
prevaléncia da espécie numa mesma regido pode variar. No estado do Rio de
Janeiro, S. brasiliensis é a espécie predominante nos casos de esporotricose

humana; enquanto, que em Sao Paulo, onde ndo ha epidemia felina, a espécie
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predominante em humanos é S. schenckii.

Ao correlacionar as espécies identificadas com as formas clinicas da
esporotricose foi visto que, as duas espécies foram causadoras tanto da forma
linfocutanea, quanto da forma cutanea fixa, sendo S. schenckii mais prevalente
em ambos 0s casos, respectivamente 69,2% e 81,8%.

Segundo a literatura, a espécie S. schenckii, esta relacionada as fontes
ambientais de infeccdo, onde animais ou humanos adquirem o fungo através de
vegetais contaminados (BARROS et al., 2001). J& S. brasiliensis é considerada a
espécie mais patogénica do complexo, principalmente, devido a sua
termotolerancia e estando diretamente relacionado com a transmissdo zoongtica
da doenca (RODRIGUES et al., 2014; ALMEIDA-PAES et al., 2015; RODRIGUES
et al., 2016b).

Apesar do estudo fenotipico da espécie fungica ser uma ferramenta
importante para um maior conhecimento das caracteristicas do fungo, ele nédo
define, com total certeza, a identificacdo das espécies. Exemplo disto, foi um
trabalho realizado por Mahmoudi et al. (2016), que utilizaram 7 isolados clinicos e
pelo método de classificacdo fenotipica, 3 amostras foram discordantes da
classificacdo molecular. Oliveira et. al. (2011), também relataram problemas na
identificacdo fenotipica, em que, dos 246 isolados do Rio de Janeiro, 25 nao
puderam ser classificadas dentre as espécies do complexo Sporothrix schenckii,
apenas com seu fenétipo, e uma das cepas foi erroneamente identificada como S.
mexicana.

Desta forma metodologias moleculares mostram-se de extrema importancia
para a identificacdo de espécies morfologicamente semelhantes (OLIVEIRA et al.,
2014). Técnicas como o PCR-RFLP (PCR-Polimorfismo de Comprimento de
Fragmento de Limitacdo) sao rapidas, de facil metodologia e identificacao
(RODRIGUES et al., 2014). A realizacdo de estudos moleculares frente as cepas
desta pesquisa poderd levar a um melhor entendimento das diferencas
morfoldgicas que foram observadas, e assim, poder intervir de forma mais efetiva

na prevencao e tratamento da doenca.
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7 CONCLUSAO

e Com base nos estudos realizados pode-se concluir que o sexo feminino é o
mais acometido pela esporotricose, sendo a forma linfocutanea da doenca
a mais prevalente;

e As cepas estudadas demonstraram heterogenicidade quanto aos
parametros morfolégicos que foram avaliados;

e As amostras apresentaram alta pigmentacdo em suas caracteristicas
macro e micromorfoldgicas, o que sugere que houve uma maior producao
de melanina;

e Os isolados apresentaram alta taxa de crescimento, em comparagao com a
literatura, nas temperaturas de 30, 35 e 37 °C com auséncia total de
crescimento a 40 °C, entretanto a temperatura teve efeito fungistatico nas
cepas ensaiadas.

e O perfil de assimilacdo de acucares entre as espécies apresentaram
padrdes distintos na maioria das cepas, principalmente na rafinose;

e A espécie prevalente dentre as cepas estudadas € S. schenckii, que é
predominante na regido nordeste segundo pesquisas recentes, seguidas
de S. brasiliensis;

e Tanto S. schenckii quanto S. brasiliensis foram capazes de causar as duas
formas clinicas encontradas neste estudo, sendo S. schenckii com um
maior percentual em ambos as formas;

e A identificacdo fenotipica, mostrou-se de grande valia para um melhor
conhecimento das caracteriticas morfoldgicas, fisioldégicas e bioquimicas
das espécies do complexo Sporothrix schenckii, oriundas de um hospital
em Jodo Pessoa. Entretanto, apresenta divergéncias que precisam ser

melhor estudadas, conjuntamente as metodologias genoémicas.
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