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RESUMO

A esporotricose, € uma micose subcutanea causada por fungos do complexo Sporothrix schenckii, e
apresenta distribuicdo mundial. S. brasiliensis, espécie endémica do Brasil, é responsavel pela
epidemia no Rio de Janeiro, a qual apresenta como principal caracteristica a transmissdo zoonética
por acidente com gatos acometidos. Em Pernambuco, a esporotricose humana é doenca de notificacao
compulsoria. O presente trabalho teve o objetivo de descrever a epidemiologia da esporotricose em
Pernambuco, bem como o perfil de sensibilidade antifingica dos isolados obtidos e propor
alternativas terapéuticas. Amostras clinicas de humanos foram obtidas por coleta micoldgica
realizada em um hospital publico, e isolados de Sporothrix sp. de felinos, através do Laboratorio de
Endemias de Pernambuco. O diagndstico foi obtido por isolamento do patégeno e visualizacdo de
estruturas micomorfologicas. Isolados foram identificados genotipicamente por sequenciamento do
gene CAL, e testes de sensibilidade antiflngica realizados pelo método de microdiluicdo em caldo.
Extratos hidroalcdolicos de trés espécies de plantas nativas do Nordeste foram testados contra os
isolados clinicos. 59 casos de esporotricose humana e 51 de esporotricose felina foram descritos em
Pernambuco, sendo S. brasiliensis a espécie prevalente, com apenas duas ocorréncias de S. schenckii
em humanos. A Regido Metropolitana do Recife (RMR) apresentou maior ocorréncia da
esporotricose felina e humana com 99,99% e 91%, respectivamente, do total de casos. Recife e Olinda
apresentaram o maior nimero de casos (26 em Recife e 49 em Olinda). A transmissdo zoondtica
ocorreu em 89,9% dos casos em humanos. As formas linfocutaneas e cutanea fixa foram as mais
frequentes, e membros superiores os mais afetados (58,9%). O Género feminino foi 0 mais acometido
(74,6% dos casos), sendo aposentadas e trabalhadoras do lar as mais afetadas. Gatos machos foram
0s mais acometidos (75%), ocorrendo lesdes disseminadas em 29,7% dos casos. Isolados clinicos
apresentaram sensibilidade a trés antifangicos utilizados no tratamento da esporotricose: itraconazol
(1 pg/mL para ambas as espécies), anfotericina B (1,3 pg/mL para S. brasiliensis e 0,7 pg/mL para
S. schenckii) e terbinafina (0,3 pg/mL para S. brasiliensis e 1,25 pg/mL para S. schenckii), com alguns
casos de resisténcia de S. brasiliensis a itraconazol e terbinafina. Todos o0s extratos apresentaram
atividade frente as duas espécies identificadas, com melhor atividade apresentada pelo extrato de
aroeira (Schinus terebinthifolius) com CIM média de 3 pg/mL para S. brasiliensis e 2 pg/mL para S.
schenckii. A esporotricose em Pernambuco apresenta caracteristicas epidemioldgicas semelhantes as
apresentadas em surtos descritos no Brasil, representando um problema de salde publica. S.
brasiliensis é a espécie prevalente associada a transmissdo zoonotica, e apresenta emergéncia na
resisténcia a antifungicos. Extratos naturais se apresentam como potenciais propostas terapéuticas

para tratamento da esporotricose no futuro.

PALAVRAS-CHAVE: Esporotricose; Epidemiologia; Sporothrix; Zoonose; Antifdngicos.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneuous mycosis caused by fungi of Sporothrix schenckii complex, which
show global distribution. S. brasiliensis, Brazil endemic specie, is the major pathogen in Rio de
Janeiro epidemic, where the main transmission way is the zoonotic transmission, due bites, or
scratches by sick cats. In Pernambuco, human sporotrichosis is a compulsory notfication disease. The
present study aimed to describe an epidemiology of sporotrichosis in Pernambuco, as well as the
antifungal sensitivity profile of those granted and alternative therapeutic proportions. Clinical
samples from humans were created by mycological collection carried out in a public hospital, and
from Sporothrix sp. of felines, through the Pernambuco Endemic Laboratory. The diagnosis was
established by isolating the pathogen and visualizing mycomorphological structures. Isolates were
identified genotypically by sequencing the CAL gene, and antifungal sensitivity tests performed by
the broth microdilution method. Hydroalcoholic extracts of three species of plants native to the
Northeast were tested against those granted. 59 cases of human sporotrichosis and 51 of feline
sporotrichosis were reported in Pernambuco, with S. brasiliensis being a prevalent species, with only
two occurrences of S. schenckii. The Metropolitan Region of Recife (RMR) has a higher occurrence
of feline and human sporotrichosis with 99.99% and 91%, respectively, in RMR. Recife and Olinda
independent the highest number of cases (26 in Recife and 49 in Olinda). Zoonotic transmission
occurred in 89.9% of cases in humans. Lymphocutaneous and fixed cutaneous forms were the most
frequent, and upper limbs the most affected (58.9%). The female gender was the most affected (74.6%
of the cases), with retired workers and house workers being the most affected. Male cats were the
most affected (75%), with widespread lesions occurring in 29.7% of cases, mainly on the head
(59.2%) and snout (45.8%). Clinical isolates to three antifungals used to treat sporotrichosis:
itraconazole (1 pg/mL for both species), amphotericin B (1.3 pg/mL for S. brasiliensis and 0.7 pg/mL
for S. schenckii) and terbinafine (0.3 pg/mL for S. brasiliensis and 1.25 pug/mL for S. schenckii), with
some cases of S. brasiliensis resistance to itraconazole and terbinafine. All extracts loaded against the
two identified species, with the best activity presented by the aroeira extract (Schinus terebinthifolius)
with an average MIC of 3 pg/mL for S. brasiliensis and 2 pg/mL for S. schenckii. Sporotrichosis in
Pernambuco has epidemiological characteristics to appearances in outbreaks in Brazil, representing
a public health problem. S. brasiliensis is a prevalent type associated with zoonotic transmission and
presents an emergency resistance to antifungals. Natural extracts are intended for therapeutic

proposals for the treatment of sporotrichosis in the future.

KEYWORDS: Sporotrichosis; Epidemiology; Sporothrix; Zoonosis; Antifungals.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose subcutanea de distribuicdo global que afeta seres humanos e
animais. Causada por fungos termodimorficos do Complexo Sporothrix schenckii, apresenta quatro
formas clinicas: Cutaneo-linfatica (mais comum); cutanea localizada; cutanea disseminada e extra-
cutanea, que esta mais associada a deficiéncia imunoldgica do individuo infectado (Ramos-e-Silva et
al., 2007). Nas formas cutaneas da doenca, o contdgio se da através da inocula¢do do propagulo
fangico via lesdo perfurante, acometendo, geralmente, profissionais como jardineiros e paisagistas,
além de outros que trabalhnam com materiais pérfuro-cortantes, ou por via zoonoética, através de
acidentes com animais infectados, especialmente arranhadura ou mordedura de gatos (Mahajan, 2014;
Gremiédo et al. 2017).

A esporotricose foi atribuida a agdo de um fungo por Schenk (1898), que sistematizou
inicialmente o patdégeno no género Sporotricha. Posteriormente, Hektoen e Perkins (1900)
identificaram o agente da doenga como Sporothrix schenckii.

Fungos do género Sporothrix vivem como saprébio na natureza em sua forma filamentosa,
apresentando-se leveduriforme a 37°C in vitro ou em tecidos vivos de mamiferos (Orofino-Costa et
al. 2017).

Analises gendmicas de isolados clinicos e ambientais de cepas do género Sporothrix
evidenciam que este se divide em 51 taxons sistematizados em seis Complexos de espécies cripticas,
dividido em dois grandes clados, sendo um clado clinico, formado pelo Complexo Sporothrix
schenckii, o qual foi proposto incialmente por Marimon et al. (2007, 2008), e um ambiental composto
por cinco Complexos: S. pallida, S. candida, S. inflata, S. gossypina e S. stenoceras (Orofino-Costa
et al. 2017). O Complexo Sporothrix schenckii € composto por quatro espécies de patogenicidade
conhecida: Sporothrix schenckii sensu stricto, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei (Orofino-Costa et
al. 2017).

Desde 1990, muitos casos de esporotricose tém ocorrido na Regido Sudeste do Brasil,
especialmente no Rio de Janeiro, devido a transmissdo zoonotica através da inoculagdo do fungo em
individuos humanos, por arranhaduras ou mordeduras de gatos acometidos, perfil epidemioldgico da
micose predominante no Brasil (Barros, Almeida-Paes e Schubach, 2011; Gremido et al., 2017). Em
2014, um surto de esporotricose felina foi descrito na regido metropolitana de Recife, Pernambuco
(Nogueira, 2014). Desde entdo, diversos casos da doenca foram registrados em laboratérios de
referéncia do Estado de Pernambuco como o Laboratdrio Central de Pernambuco (LACEN/PE),
Laboratério de Micologia Médica Sylvio Campos (Departamento de Micologia/ UFPE), e no Servicgo

de Dermatologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco, o que fez a Secretaria do Estado de
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Pernambuco emitir a Portaria SES/PE N°390 de 14/09/2016, tornando a esporotricose uma doenca de
notificacdo obrigatdria em humanos em Pernambuco,

Diante disso, o presente trabalho visa descrever o perfil epidemiolégico da esporotricose no
estado de Pernambuco, verificar o perfil de sensibilidade de isolados de humanos e animais do
Complexo Sporothrix schenckii obtidos de casos de pacientes humanos e felinos no estado, bem como

propor novas alternativas terapéuticas no tratamento da doenca.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil epidemiolégico da esporotricose em Pernambuco, bem como descrever o
perfil de sensibilidade de isolados de Sporothrix sp. obtidos de humanos e felinos no Estado e propor

novas alternativas terapéuticas.

2.2 Objetivos especificos

e ldentificar os isolados de Sporothrix sp. obtidos de humanos, provenientes do Hospital das
Clinicas de Pernambuco, e de gatos, oriundos do Laboratorio de Endemias (LABEND), por
analise polifasica;

e Descrever a frequéncia das espécies identificadas, considerando o municipio de origem da
cepa e a manifestacdo clinica da doenca;

e Correlacionar filogeneticamente as espécies do complexo Sporothrix schenckii isoladas de
humanos e gatos de diferentes regides do estado de Pernambuco;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima dos isolados de Sporothrix sp. frente a iodeto de
potassio, anfotericina B, itraconazol, fluconazol, voriconazol, cetoconazol e terbinafina, bem
como propor novas alternativas terapéuticas através de testes com extratos hidroalcoolicos de
Schinus terebinthifolius, Anadenanthera colubrina e Libidibia ferrea;

e Implementar o acervo da Colecdo de Culturas URM com isolados caracterizados do complexo

Sporothrix schenckii.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Esporotricose: Historico, epidemiologia e incidéncia global
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Em 1896, Benjamin Robinson Schenck observou um paciente de 36 anos de idade que
apresentava lesdo na méo e brago direito e ulceragdes no local, as quais ascenderam pelo seu braco
apos algum tempo. O agente etioldgico da doenca foi entdo isolado por Erwin Smith a partir de
secrecOes drenadas dessas lesdes, crescendo em meio de cultura, e sistematizado no género
Sporotrichum. Inicialmente, Schenck sistematizou o agente (um fungo) no género Sporotricha
(Schenck, 1898). Anteriormente, Linck em 1809 e Lutz em 1889, relataram casos que possivelmente
seriam de esporotricose, porém nao ocorreu o isolamento do fungo por estes pesquisadores para estes
casos (Barros, Paes e Schubach, 2011). Em 1900, Hektoen e Perkins isolaram um agente semelhante
ao do caso estudado por Schenck, a partir de lesGes de um paciente que sofreu um acidente com um
martelo, acertando seu dedo. Esse paciente desenvolveu uma ulceracdo no local do trauma, a qual
apresentava uma depressédo central e eritematosa, liberando uma secrecdo purulenta e refrataria ao
tratamento. O agente isolado foi incluido por estes cientistas no género Sporothrix e, em homenagem
a Schenck, a espécie recebe 0 nome de Sporothrix schenckii (Hektoen e Perkins, 1900).

Segundo Chakrabarti et al. (2015), devido a mudancas emergentes em sua epidemiologia,
distribuicdo, evolucdo taxondmica e multiplos surtos, a esporotricose tem emergido como a maior
infeccdo fungica nas dltimas duas décadas. E considerada uma micose de ampla distribuicdo mundial,
com casos registrados desde 1898 em diversos paises como, EUA, Franca, Rassia, México, Portugal,
Japao, India, Peru e outros paises da Europa e América do Sul, inclusive o Brasil (Sidrim e Rocha,
2004).

Esses maltiplos surtos vém sendo relatados ao longo dos tempos, porém ndo apresentando
grandes proporc¢es, limitando-se a casos isolados e pequenos surtos em grupos especificos como:
familias, trabalhadores rurais, laboratoristas, profissionais de satde (Oliveira et. al., 2011), expostos
a fontes de infeccdo como matéria organica em decomposicdo, solo, materiais perfurocortantes
contaminados e animais infectados (Hajjeh et. al., 1997; Kovarik e Neyra, 2007; Oliveira et. al.,
2013a), caracterizando-se como uma doenca associada a atividades laborais e as condi¢des sociais e
ambientais da regido (Queiroz-Telles et al., 2011). Entretanto, essa caracteristica de transmissao do
patdégeno tem se modificado, uma vez que a transmissao zoondtica, através de mordidas e arranhdes
de felinos com esporotricose tem se apresentado de forma mais frequente, especialmente no Brasil
(Gremido et al., 2017).

3.1.1 Asia
A regido conhecida como Asia-Pacifico, que compreende paises como China, Austrélia, Nepal,

Japdo, india, Malasia e outros, é apontada como endémica de diversas infecgdes flngicas importantes

como histoplasmose, balstomicose e a esporotricose (Chakrabarti e Slavin, 2011).
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Nor e Baseri (2015) apontam regido sudeste da Asia como endémica n&o s6 da esporotricose,
mas também de outras infecgBes como peniciliose, melioidose e infeccdo por Mycobacterium
marinum. Um dos principais fatores para ocorréncia dessas infecgdes nessa regido esté relacionado
as caracteristicas ecologicas como: clima tropical, ocorréncia da temperatura variando entre 26 e 27°C
e alta umidade (Chakrabarti e Slavin, 2011; Nor e Baseri, 2015).

Na Asia, 0 primeiro relato de esporotricose em humano foi registrado por Liu (1956), na China,
onde uma mulher de 36 anos apresentava lesdo no antebraco esquerdo, ocorrendo envolvimento
pulmonar.

Neste continente existe uma ocorréncia de moderada para alta da esporotricose, especialmente
entre individuos do sexo feminino, devido a relacdo desses com a atividade agricola, com destaques

para Japao, india e China (Tabela 1).

3.1.1.1 China

A regido Nordeste da China é considerada uma regido endémica da esporotricose, com destaque
para provincia de Jilin, a qual registrou entre 2007 e 2009 457 casos da micose (Song et al., 2011,
Chakrabarti et al., 2015). Nesse mesmo periodo, Li et al. (2011) realizaram um levantamento onde
foram observados 585 casos de esporotricose nessa mesma provincia registrados no departamento de
dermatologia de um hospital. Esse dado apresenta-se bastante significativo no que diz respeito a
incidéncia da esporotricose nessa regido, uma vez que uma grande ocorréncia de casos no pais sé foi
observada entre os anos de 1972 e 2007 e ainda assim, em ndmero menor que o da provincia: 447
(Zhang e Lin, 2008).

Outras provincias da regido Nordeste chinesa que apresentam casos da micose, porém de forma
esporadica, sdo Heilongjiang e Liaoning (Yu et al., 2013).

Liu, Zhang e Zhou (2013) realizaram estudo molecular de 64 cepas de Sporothrix sp. originarias
da China as quais eram advindas, além da regido de maior ocorréncia (Jilin), de Chongging (25) e de

Beijing (13) das quais, todas foram identificadas como S. globosa.

3.1.1.2 Japao

O Japdo apresenta uma ocorréncia moderada da esporotricose, a qual se apresenta como a
micose subcutanea de maior incidéncia no pais (Chakrabarti et al., 2015). Segundo Fukushiro (1984),
apenas 13 casos da doenca haviam sido registrados antes do fim da segunda guerra mundial. Neste
mesmo estudo, o autor realizou um levantamento de trabalhos relatando casos de esporotricose no

Japdo entre os anos de 1946 e 1983, e constatou a ocorréncia de 2.500 casos da doenca tendo
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considerado que, o aumento exponencial da incidéncia da micose no pais estaria relacionado ao fato
de que os dermatologistas passaram a se interessar pelo estudo desta infeccdo fungica (Fukushiro,
1984). Ainda sobre esse estudo, pode-se considerar que esse nimero pode ser ainda maior no contexto
relatado visto que, foi feita uma revisdo de apenas quatro artigos, sendo dois do proprio autor. Porém,
Itoh, Okamoto e Kariya (1986) relatam a ocorréncia de 200 casos de esporotricose na cidade de Chiba,
entre 0s anos de 1965 e 1983. Ja no estudo de Kusuhara, Hachisuka e Sasai (1988) foram relatados
150 casos da micose entre os anos de 1962 e 1986 na ilha de Kyushu. As cidades de Tokyo, Tsukuba
e Saitama também apresentam registros de ocorréncia da esporotricose (Hiruma et al., 1987; Takase
e Uyeno et al., 1990; Noguchi, Hiruma E Kawada, 1999).

No Japdo, assim como na China, Sporothrix globosa é a espécie mais frequente (Suzuki et al.,
2016).

Chakrabarti et al. (2015) relatam que, nos ultimos anos, 0 nimero de casos no Japao reduziu
drasticamente possivelmente devido a mudancas nas praticas agricolas, onde o individuo teria menos
contato com o solo, e a mudancas demograficas na populagéo japonesa, como a reducdo do nimero
de criancas propensas a adquirir a doenca. Segundo Sei et al. (2012), em 2006, de 8717

dermatomicoses registradas no Japéo, apenas quatro foram casos de esporotricose.
3.1.1.3 india

Na India, o primeiro caso de esporotricose foi registrado por Panja, Dey e Ghosh (1947) em
uma mulher em Calcuté. Nesse pais, a micose apresenta endemicidade nas regides Sub-Himalaia com
destaque para o estado de Himachal Pradesh no Nordeste da india (Ghosh et al., 1999; Mahajan et
al., 2005; Mehta et al., 2007). Verma et al. (2012) realizaram estudo retrospectivo de casos de
esporotricose entre os anos de 1992 e 2010, advindos de Himachal Pradesh onde, 305 amostras foram
consideradas de possiveis casos clinicos de esporotricose, dos quais, em 100, foi obtida a confirmacao
do agente em cultura, o qual foi identificado como Sporothrix schenckii com base nas caracteristicas
de crescimento, macro e micromorfologia e termodimorfismo.

Devi et al. (2006) relatam a ocorréncia de 73 casos entre os anos de 1999 e 2005 em Manipur,
e apontaram a regido como nova area endémica da esporotricose na india. A India registra um dos
poucos casos de morte devido a esporotricose (Padhye et al., 1992). Nesse caso, 0 agente causador
da doenga foi identificado com Sporothrix schenckii var. luriei, tendo a paciente desenvolvido
acometimento pulmonar grave.

Outros paises asiaticos com casos de esporotricose relatados sdo Tailandia, onde o primeiro
registro da doenca data de 1990 (Kwangsukstith et al., 1990); e Mal&sia, onde existe uma grande
ocorréncia de registros de felinos acometidos (Kano et al., 2015; Siew, 2017).
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3.1.1.4 Malasia

22

A forma felina da esporotricose tem gerado impacto no perfil epidemioldgico da doenga na Malésia,

onde casos de transmissdo zoonética apresentam-se de forma bastante significativa, sendo reportados casos de

forma felina desde 1990 (Zamri-Saad et al., 1990; Siew, 2017). Tang et al. (2012) relataram que, entre 0s anos

de 2004 e 2010, 19 casos de esporotricose no pais foram descritos, onde sete desses ocorreram devido a

mordidas ou arranh@es de gatos acometidos.

Rathiymaler Zamri-Saad e Annas (2017), num levantamento de casos de mortes de cdes e gatos na

Malésia, identificaram que dentre 866 dessas mortes, 104 foram em decorréncia de esporotricose.

O estudo de Siew (2017) aponta que o agente prevalente nos casos de esporotricose na Malésia trata-

se de uma linhagem clonal Unica de S. schenckii stricto sensu, resultante de um processo selecéo purificada.

Um resumo da epidemiologia da esporotricose na Asia esté descrito na tabela 1.

Tabela 1. Epidemiologia da esporotricose na Asia

Autor Pais Casos Espécie Forma de Forma Hospedeiro  Grupos prevalentes (humanos)
registrados prevalente contégio clinica
prevalente
Género Idade Ocupacao
Fukushiro, Japéo 3655 Sporothrix ~ Contato com  Cuténea fixa Humano Mulheres 12-40  Agricultura
1984; Carlos globosa  solo e plantas anos
e Batista-
Duharte,
2015;
Chakrabarti et China 3299 S.globosa  Contato com  Cutaneafixa ~Humanoe  Mulheres Média Agricultura
al., 2015; solo/ casos animal de
Zhang et al., esporadicos 41,2
2015; Suzuki de anos
etal., 2016. transmisséo
Zhang e Lin, zoonotica
2008; Song et
al., 2011; Liu,
Zhang e
Zhou, 2013;
Zhang et al.,
2015.
Padhye et al., india 622 S. globosa  Contato com  Linfocuténea Humano Mulheres 21-40  Agricultura/
1992; Zhang e solo, plantas anos  Profissionais
etal., 2015. Sporothrix e objetos de satde/
schenckii  contaminados jardineiros
var. luriei

Zamri-Saad et Maléasia 126 Sporothrix ~ Transmisséo Cutanea Humanoe  Ambos 7-45
al., 1990; schenckii zoonoGtica fixa/ animal anos
Tang et al., Linfocutanea
2012;
Rathiymaler,
Zamri-Saad
e Annas,
2017; Siew,

2017.
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3.1.2 Africa

A Africa apresenta registros pontuais da esporotricose, porém, segundo Chakrabarti et al.
(2015), isso provavelmente ocorre devido ao baixo numero de micologistas no continente, havendo,
portanto, uma subnotificacdo da doenca e pouco conhecimento sobre sua distribuicdo neste
continente.

Os primeiros relatos de casos de esporotricose no continente africano datam dos anos 10 e 20,
havendo sido descrito um pequeno surto da doenga em 14 trabalhadores da mina de Witerwatersand,
estado de Transvaal, Africa do Sul (Pijper e Pullinger, 1927) e um grande surto em 100 trabalhadores
da mesma mina em 1910 relatado por Beurmann e Gougerot (1912, apud Quintal, 2000). Essa mina
registra 0 maior surto de esporotricose na Africa, com 3.000 casos da micose entre 1938-1947
(Chakrabarti et al., 2015; Govender et al., 2015) devido a ocorréncia de Sporothrix schenckii na
madeira da mina, onde o fungo encontra condi¢cdes de temperatura e umidade adequadas ao seu
crescimento (Quintal, 2000).

Vismer e Hull (1997) relatam a ocorréncia de 154 casos de esporotricose em Petroria, Africa
do Sul, na provincia de Gauteng entre pessoas de 1 a 90 anos de idade, maioria homens. A maior
ocorréncia no sexo masculino se da devido a questdes laborais, pois muitos desses individuos eram
tambeém trabalhadores de mina de ouro.

Surto recente em mina de ouro também é relatado por Govender et al. (2015), onde 17
trabalhadores foram diagnosticados com a micose. Esse caso também ocorreu na Africa do Sul.

Dados epidemiologicos da doenga no continente africano estdo resumidos na tabela 2.

3.1.3 Europa

O primeiro caso de esporotricose na Europa ocorreu na Franga em 1903, sendo 250 casos da
doenca registrados no pais nove anos depois por Beurmann e Gougerot (1912, apud Carlos e Batista-
Duharte, 2015). Apresenta baixa incidéncia nesse continente, onde a maioria dos casos Sao
decorrentes da imigracao ou de nativos que viajaram para outros paises e contrairam a doenca (Dias
etal., 2011; Drogari-Apiranthitou et al. 2014; Lopes-Bezerra, Mora-Montes e Bonifaz, 2017) (Tabela
2). Entre 1976 e 1988, apenas 44 casos de esporotricose haviam sido registrados na Europa (Alberici
et al., 1989), porém Pinkus e Grekin (1950) haviam relatado um caso de esporotricose no continente
europeu antes do referido periodo.

Franca (Magand et al., 2009) (caso autdéctone) e Portugal (Dias et al., 2011) (ap6s viagem)
registram casos de esporotricose, onde o agente causador foi identificado como sendo da espécie

Sporothrix mexicana.
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A Italia é o pais europeu com maior numero de casos da doenca registrados (Alberici et al.,
1989; Cafarchiaetal., 2007; Criseo, Zungri e Romeo 2008). Segundo Carlos e Batista-Duharte (2015)
a Europa, excetuando a Italia, ndo havia registrado mais que 55 casos até 2015, porém este pais
registrou 58 casos no mesmo periodo.

A baixa ocorréncia da esporotricose na Europa fica evidenciada no estudo realizado por Romeo,
Scordino e Criseo (2011), onde foram analisadas 26 amostras de Sporothrix sp., das quais duas
amostras clinicas foram originalmente isoladas na Italia (Criseo e Romeo, 2010), e as demais
amostras, ambientais e clinicas, eram de diferentes paises de origem, inclusive do Brasil. O mesmo
trabalho demonstra a ocorréncia de S. globosa como espécie mais frequente, com casos na Espanha
e no Reino Unido. Em 2014, Oliveira et al. relatam o primeiro caso de esporotricose autoctone em
Portugal causado por S. globosa. Nesse trabalho, os autores descrevem a esporotricose como doenca
subnotificada no Sul da Europa, regido indicada como area emergente dessa infeccao fungica.

Apesar da ocorréncia mais frequente de S.globosa nos casos relatados, ndo se pode dizer que
esta € uma especie prevalente na Europa, pois além de o continente registrar poucos casos da doenca,
com ocorréncia de S. mexicana e S. schenckii, a maioria desses ocorreu ap6s viagem, podendo-se
inferir que essas cepas nao sdo necessariamente originarias desse continente (ZHANG et al., 2015).

Além disso, em poucos desses casos foi feita identificagdo molecular dos isolados obtidos.

Tabela 2. Epidemiologia da esporotricose na Africa e na Europa.

Autor Continente Casos Espécie Forma Forma Hospedeiro Grupos prevalentes
registrados prevalente de clinica (humanos)
contdgio  prevalente
Lopes- Género Idade Ocupacédo
Bezerra, Africa 3154 Sporothrix  Contato  Linfocutanea ~ Humano  Homens 1-90 Mineracéo
Mora-Montes schenckii com e cutanea anos
e Bonifaz, Matéria fixa
2017. organica
Pinkus e Europa 304 S.globosa, Contato Cuténeafixa  Apimale  Homens 22-85
GrEKin, 1950; S. com e humano anos
Alberici et al., schenckii, solo linfocutanea
1989; S.
Cafarchia et schenckii
al., 2007; Dias var. luriei
etal., 2011; es.
Drogari- mexicana
Apiranthitou
et al. 2014;
Magand et al.,
2009; Romeo,
Scordino e
Criseo, 2011;
Oliveira et al.,
2014; Lopes-
Bezerra,
Mora-Montes
e Bonifaz,

2017.
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3.1.4 América latina e EUA

A América Latina é considerada uma area endémica de esporotricose, com casos registrados
em quase todos os paises. Nas Américas do Norte e do Sul, a esporotricose apresentou um aumento
significativo do nimero de casos nas ultimas décadas, sendo a micose subcutanea mais comum nesse
continente. (Pappas et. al., 1999; Carlos e Batista-Duharte, 2015).

3.141EUA

Os EUA apresentam uma notavel distribuicdo da esporotricose, com registros em estados
como lllinois, Nova lorque e Califérnia, onde, entre 1987 e 2007, ocorreram 23 casos de esporotricose
felina (Singer e Muncie, 1952; McCain e Buell, 1968; Crothers et al., 2009).

A forma saprondtica de transmissdo € a mais comum no pais, como em um surto de
esporotricose em pessoas que foram expostas a um tipo de musgo contaminado com Sporothrix sp.,
onde foi contabilizado um total de 84 casos distribuidos entre 15 estados, em 1988 (Dixon et. al.,
1991; Coles et al., 1992) (Tabela 3). Entretanto, alguns relatos de transmissdo zoonética no pais sao

registrados na literatura (Caravalho et al., 1991; Reed et al. 1993).

3.1.4.2 América Latina

A América Latina vem sendo descrita como area endémica da esporotricose com maior
ocorréncia em El Salvador, Uruguai, Colémbia, Venezuela, México e Brasil (Diaz, 1989; Bustamante
e Campos, 2001; Hay e Morris-Jones, 2008; Queiroz-Telles et al., 2011; Chakrabarti et al., 2015;
Orofino-Costa et al., 2017) (Tabela 3).

Em estudo epidemioldgico realizado no Peru, Pappas et al. (1999) relatam a ocorréncia de 238
casos de esporotricose confirmados através de isolamento do agente em cultura. Os pesquisadores
apontam a regido dos montes Andinos (area rural) como hiperendémica para essa micose.

Mata-Essayag et al. (2013) realizaram estudo retrospectivo de casos de esporotricose na
Venezuela, de 1963 a 2009, onde constataram a ocorréncia de 123 casos da doenca. J& Camacho et
al. (2015) realizaram uma analise genotipica de 30 isolados clinicos de Sporothrix spp. coletados de
pacientes na Venezuela, que datavam de 1973 a 2013. Desses, dez foram identificados como
pertencentes a espécie S. globosa, 0 que corresponde ao maior nimero de casos causados por essa
espécie nas Américas.

Silva (1952) aponta a provavel ocorréncia de milhares de casos na Colémbia, e Rubio et al.

(2010) realizaram estudo retrospectivo de casos confirmados de esporotricose entre 0s anos de 1993
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e 2005, tendo verificado a ocorréncia de 60 casos da micose, onde foi observada maior frequéncia
desta entre individuos do sexo masculino. Agricultores foram considerados o grupo ocupacional mais
recorrente. O estudo ainda observou maior endemicidade nas regiGes de Cundinamarca e Boyaci,
situadas em localizacdes andinas da Colémbia.

O Uruguai registra a ocorréncia 181 casos de esporotricose entre os anos de 1963-79 (Conti-
Diaz, 1980). O autor correlaciona a incidéncia da micose a pratica de caca a tatus.

A ocorréncia de esporotricose no Chile, Argentina, Equador e Panaméa é considerada rara
(Conti-Diaz, 1989). Na Argentina esse dado é confirmado em estudo realizado por Cérdoba et al.
(2018), onde foram analisadas 23 cepas de Sporothrix sp. depositadas em uma colecdo de cultura,
sendo de 19 de casos de esporotricose, apenas. Esse estudo descreve a ocorréncia de S. brasiliensis,
que é uma espécie endémica do Brasil, na Argentina.

No Chile, S. chilensis, a espécie mais recente do género foi descrita no estudo de Rodrigues
et al. (2016). Os pesquisadores isolaram o patdgeno de uma paciente com onicomicose, e do solo do
jardim de sua residéncia. Apesar de isolada de tecido humano, a espécie & ambiental, pertencente ao
complexo Sporothrix pallida, que apresenta baixa patogenicidade. Em estudo recente foi verificada
a ocorréncia de S. chilensis fora do Chile, dentre cepas de origem clinica originarias de Pernambuco
presentes na Colecdo de Culturas Micoteca URM, através de analise genotipica (Valeriano et al.,
2020).

No México, a esporotricose é considerada a segunda micose subcutanea mais frequente, atras
apenas do eumicetoma, tendo como areas de maior incidéncia os estados de Michoacan, Jalisco,
Veracruz, Guerrero, Puebla e Guanajuato, locais de clima tropical e imido (Corzo-Léon, Armstrong-

James e Denning, 2015).

Tabela 3. Epidemiologia da esporotricose na América Latina e EUA

Autor Pais Casos registrados Espécie Forma de Forma Grupos prevalentes
prevalente contagio clinica
prevalente
Género Idade Ocupacéo

Coles et al., EUA 287 Sporothrix Contato com  Linfocutanea Homens 16-77  Trabalhadores
1992; Hajjeh schenckii Matéria e cutanea fixa anos florestais/
etal., 1997. orgénica jardineiros

Linfocutanea
Pappas et al., Peru 1.503 S. schenckii Contato com Homens <14 Estudantes
1999; solo/ anos
Queiroz- transmissdo
Telles et al., zoonGtica
2011; Carlos e
Batista-
Dubharte,
2015; Soto,
2015bh.

Linfocutanea
Zhang Y. et México 230 S. schenckii, S. Contato com Homens 1-73 Trabalhadores
al., 2015; globosa e S. solo anos rurais
Estrada- mexicana

Castarion et
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al., 2018;
Rojas et al.,
2018.
Mata-Essayag ~ Venezuela
etal., 2013;
Zhang Y. et
al., 2015;
Camacho et
al., 2015.
Silvaet al., Colbémbia
1952; Rubio
etal., 2010;
Queiroz-
Telles et al.,
2011; Alegria
e Angela,
2013.
Uruguai

Conti-Diaz,
1980;
Queiroz-
Telles et al.,
2011.

Brasil
Queiroz-
Telles et al.,
2011; Carlos
e Batista-
Duharte,
2015;
Chakrabarti et
al., 2015;
Zhang Y. et
al., 2015;
Gremido, et
al., 2017.

133

150

181

>6000
aproximadamente

S. schenckii

S. schenckii

S. schenckii*

S. brasiliensis,
S. schenckii

Contato com
solo

Contato com
solo

Contato com
solo/
transmissao
zoon6tica

Transmissao
zoonotica

Linfocutanea

Linfocutanea
e cutanea fixa

Linfocutanea

Linfocutanea

27

Homens

Homens

Homens

Mulheres

<30
anos

Média
de 41
anos

>20
anos

>40
anos

Estudantes e
trabalhadores
rurais

Trabalhadores
rurais/
trabalhadores
de construgdo

Cacadores de
tatus

Donas de casa

*Identificagdo baseada em taxonomia cléssica.

3.2 Epidemiologia da esporotricose no Brasil

A epidemiologia da esporotricose no Brasil € um caso a parte especialmente no que diz

respeito a forma de transmissao predominante, através de acidentes com gatos acometidos da doenga,
com grande destaque para o Sudeste, especialmente no estado do Rio de Janeiro onde, desde 1998,
uma epidemia se estabeleceu, ocorrendo muitos casos da doenca nas ultimas duas décadas (Barros et
al., 2003; 2004).

O primeiro caso reportado de esporotricose em animal foi descrito no Brasil em 1907 por Lutz
e Splendore, onde ratos apresentavam sintomas da doenca. Desde entdo, a micose vem acometendo
seres humanos, gatos e em menor escala cées (Cruz, 2013).

Diversos relatos na literatura descrevem centenas de casos de esporotricose felina em varios
estados brasileiros, onde em sua grande maioria a espécie descrita tem sido Sporothrix brasiliensis
(Montenegro et al., 2014; Sanchotene et al., 2015; Macédo-Sales et al., 2018) especie que apresenta

alta endemicidade no pais. A relagdo entre S. brasiliensis e os surtos de esporotricose felina foi
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estabelecida por Rodrigues et al. (2013) quando verificaram uma prevaléncia de 96,9% de S.
brasiliensis, em estudo filogenético de 32 cepas de Sporothrix sp. obtidas de lesGes em felino,
originarias de cinco estados do Brasil, onde apenas uma das amostras obtida de felino foi identificada
como S. schenckii.

Chakrabarti et al. (2015) apontam a esporotricose como uma doenca de alta incidéncia em
todo territorio brasileiro, indicando a transmissdo zoondtica por gatos acometidos como principal
fator para ocorréncia desse dado. Entretanto, Ramos et al. (2017) relatam uma ocorréncia de
transmissao zoondtica da esporotricose por um cdo que apresentava lesdes tipicas da doenga em Natal,
Rio Grande do Norte. A dona do animal apresentava lesdes gomosas e ulcerativas no antebraco,
tipicas da esporotricose, e relatava ndo usar nenhuma protecdo quando manipulava o animal doente.
Esse tipo de relato € extremamente raro e atipico, diferindo muito da principal caracteristica de
transmissdo zoonética no Brasil, que é predominantemente por felinos acometidos.

Gutierrez-Galhardo et al. (2015) afirmam que a regido metropolitana do Rio de Janeiro se
tornou um fendmeno de epidemia/endemia zoondtica urbana. O mesmo trabalho relata ainda que,
desde 2013, a esporotricose passou a ser doenca de notificacdo obrigatdria no estado.

Desde o inicio do surto até 2007 haviam sido registrados 1.848 casos da doenga no estado do
Rio de Janeiro, sendo 1.289 registrados nos Gltimos quatro anos desse periodo, 0 que representou o
dobro da frequéncia registrada nos sete anos anteriores (Silva et al., 2012).

Até 2015, mais de 5000 casos de esporotricose haviam sido registrados no Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI), no Rio (Gutierrez-Galhardo, et al. 2015). Desses casos, 95%
ocorreram devido & transmissdo por arranhdo ou mordida de gatos acometidos da doencga (Gremido
etal., 2017). No mesmo periodo, 118 casos de hospitalizacao foram relatados, dos quais 11 evoluiram
para 6bito, com maior ocorréncia em pacientes HIV-positivo (9 6bitos) (Falcéo et al., 2019a). Esse
dado apresenta-se como alarmante uma vez que poucos casos de esporotricose evoluiram para ébito,
de acordo com a literatura, sendo esta considerada uma doenca de baixa letalidade (Pappas et al.,
1999). No Brasil ha registro de 782 hospitalizacdes e 65 obitos em decorréncia da esporotricose no
periodo de 1992 a 2015, e o estado do Rio de Janeiro € o que apresenta maior ocorréncia desses
registros (36) (Falcéo et al., 2019b).

Saiter et al. (2017) realizaram estudo em um hospital de S&o Jodo do Meriti entre os anos de
2010 e 2015, onde foram registrados 13 casos de esporotricose. Nesse estudo foi indicada grande
ocorréncia na regido da Baixada Fluminense, Zona Norte da Cidade do Rio de Janeiro.

Séo Paulo e Espirito Santo, estados vizinhos ao Rio de Janeiro, também tém registrado casos
de esporotricose ao longo das ultimas décadas, como descrito em estudo desenvolvido por Fleury et
al. (2001) onde sdo relatados quatro casos de esporotricose por transmissdo zoonOtica. Um

levantamento de casos em uma unidade de ensino de dermatologia de Sdo Paulo revelou a ocorréncia
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de 25 casos de esporotricose entre os anos de 2003 e 2013 no interior do estado (Marques et al., 2015).
Porém o estudo ndo aponta se o tipo de transmissdo se deu por via zoondtica.

No Espirito Santo, foi realizado estudo epidemioldgico retrospectivo de casos da doenca num
periodo de 30 anos onde, entre 1982 e 2012, foram registrados 171 casos de esporotricose em
humanos, tendo sido observada prevaléncia entre homens trabalhadores do campo (Caus et al., 2018).
Os autores ndo indicam ocorréncia de transmisséo por acidente com felino nesse estudo. A baixa
ocorréncia de transmissdo zoondtica da esporotricose no estado € relatada em estudo realizado por
De Aradjo et al. (2015). Nesse trabalho foram realizadas coletas no periodo de 2005 a 2012, tendo
havido a ocorréncia de 17 casos de esporotricose em humano e 1 caso de esporotricose em felino.
Dos 17 casos em humanos, apenas quatro ocorreram em decorréncia de acidente com felino, sendo o
agente etioldgico Sporothrix brasiliensis. O estudo ainda identificou um isolado como S. globosa,
espécie raramente encontrada no Brasil e prevalente na Asia (Moussa et al., 2017). Outro caso de
esporotricose no Brasil em que o agente identificado foi S. globosa € descrito por Oliveira et al. (2010)
no Rio de Janeiro.

No estado do Rio do Grande do Sul, a incidéncia da esporotricose também se apresenta de
forma frequente, sendo esse estado o segundo maior em relagdo ao numero de casos da doenga no
Brasil, apresentando niveis quase epidémicos (Poester et al., 2018a).

Até a década de 1980, 311 casos de esporotricose haviam sido relatados no Rio Grande do Sul
(Londero e Ramos, 1989). Ja do final dessa decada atée 1997, Lopes et al. (1999) constataram a
ocorréncia de 31 casos indicando um decréscimo na incidéncia da micose. Porém, no inicio da década
de 2000, o quadro epidemiolégico da esporotricose se modificou a partir dos primeiros registros de
transmissdo da doenca a seres humanos por felinos acometidos (Xavier, et al., 2004; Madrid et al.,
2010).

De 2016 a 2017 no Rio Grande do Sul, foram registrados 372 casos de esporotricose felina,
34 canina e 83 humana, sendo 83% dos casos dessa Ultima devido a mordedura ou arranhadura de
gato (Poester et al., 2018b). Esse dado alarmante levou o mesmo grupo de pesquisadores a realizar
uma analise do solo de areas de grande incidéncia no estado, na busca por esporos de Sporothrix sp,
porém os pesquisadores ndo conseguiram isolar o fungo do solo dessas regides (Poester et al., 2018c).

Apesar do grande avango da micose no Rio Grande do Sul, ainda existe muito pouco
conhecimento da populacdo acerca do assunto, como demonstrado em estudo realizado por Poester
et al. (2018a), onde 50 donos de gatos acometidos foram questionados sobre o tema e desses, 64%
nunca haviam ouvido falar da esporotricose, e 71% ndo usavam equipamentos de protecdo pessoal ao
realizar o manejo dos animais doentes.

Um fator marcante da ocorréncia massiva da esporotricose no Brasil é o perfil socioecondmico

de pacientes, o qual é majoritariamente composto de individuos do género feminino, trabalhadoras
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domésticas e em situacao de vulnerabilidade social, caracteristicas essas demonstradas no estudo de
Silva et al (2012) e recentemente em um estudo realizado no municipio de Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, onde esse perfil social se apresentou predominante dentre 827 casos de esporotricose humana
registrados entre os anos de 2007 e 2016 (Alzuguir et al., 2020).

A literatura quase ndo dispde de relatos de esporotricose nas regides norte e nordeste do Brasil,
apresentando apenas alguns casos pontuais e descricdo de alguns surtos em animais e um caso de
transmissdo para humanos (Filgueira, 2009; Nunes et al., 2011; Araujo e Leal, 2016; Ramos et al.,
2017). No entanto, é possivel que esse dado esteja ligado & subnotificacdo da doenca nos estados
dessas regides, uma vez que casos de esporotricose animal tém sido relatados com certa frequéncia.
O fator baixa mortalidade também contribui para pouca preocupacdo dos profissionais em notificar a
doenca as secretarias estaduais de saude.

Em Pernambuco, o trabalho de Silva et al. (2018) descreve um surto de esporotricose relativo
ao periodo compreendido entre os anos de 2014 e 2016 na regido metropolitana de Recife, capital do
estado. No estudo, foram realizadas coletas em 115 animais provenientes de cinco cidades, incluindo
a capital, com lesdes suspeitas da doenga. Dessas amostras, em 59 foi identificada a ocorréncia de
Sporothrix sp. em cultura.

Diante desse cenério, a Secretaria de Satde do Estado de Pernambuco listou a doenca como
agravo de interesse estadual, cadastrando-a como Doenca de Notificacdo Compulsoria (DNC)
estadual, de acordo com a portaria SES/PE N°390 de 14/09/2016.

Segundo boletim publicado pela Secretaria Executiva de Vigilancia em Saude do estado de
Pernambuco (SEVS) em marco de 2018, a Regido Metropolitana de Recife apresenta alto potencial
para epidemizacao da esporotricose. De acordo com 0 mesmo boletim, entre os anos de 2016 e 2017,
145 casos suspeitos da doenca foram notificados sendo a maioria dessas notificacdes provenientes do

municipio de Olinda (34,72%) e o género feminino o mais acometido (70%).

3.3 Ecologia, taxonomia e fatores de viruléncia do complexo Sporothrix schenckii

O género Sporothrix possui 51 espécies relatadas, sendo a maioria delas de etiologia
ambiental, as quais apresentam baixa viruléncia e patogenicidade, e espécies patogénicas, as quais
compdem o complexo Sporothrix schenckii e sdo causadoras da esporotricose (Orofino-Costa et al.,
2017). Apresentam grande distribuicdo mundial sendo S. schenckii e S. globosa consideradas espécies
cosmopolitas (Rodrigues, de Hoog e Camargo, 2016).

Vivem como saprébios na forma filamentosa a temperatura ambiente (25 °C), e como

patdgenos na fase leveduriforme a 37°C in vitro ou em tecidos vivos, tanto em seres humanos quanto
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em animais, sendo por isso chamados fungos termodimérficos (Sidrim e Rocha, 2004; Barros, Paes
e Schubach, 2011).

Segundo Rodrigues et al. (2014a), espécies do género Sporothrix apresentam uma ampla
diversidade de nichos ecoldgicos e reservatorios ambientais, o que influencia na ecoepidemiologia,
distribuicdo e incidéncia de espécies desse género. Dentre esses nichos, 0s que apresentam maior
ocorréncia de Sporothrix sp. sdo: vegetacdo em decomposicédo, solo de jardim, feno de pradaria e
gramineas (Carrada-Bravo e Olvera-Macias, 2013).

Ramirez-Soto et al. (2018) realizaram levantamento de diversos trabalhos que relatam a
ocorréncia de espécies clinicamente relevantes de Spororhrix sp. no solo e quais espécies de planta
estariam relacionadas com essas cepas. Os autores verificaram que S. schenckii foi a espécie mais
isolada do solo, enquanto a ocorréncia das demais espécies do complexo é rara. Ainda constataram
que estas crescem numa variagao de temperatura entre 6.6 °C e 28.84 °C, e umidade relativa variando
entre 37,5% e 99.06%, e a ocorréncia do fungo em diversas estruturas vegetais como flores, folhas e
troncos de diversos tipos de plantas.

Até a década de 70, nenhum estado teleomérfico era conhecido para Sporothrix sp. Entretanto,
Mariat et al., (1971; 1975) sugeriram relacdo entre S. schenkii e Ophiostoma stenoceras considerando
caracteristicas morfoldgicas (esporos pigmentados e triangulares), fisioldgicas (crescimento a 35°C)
e patogénicas (doenca semelhante a esporotricose em hamsters e camundongos) de Ceratocystis
stenoceras (atualmente O. stenoceras), sendo estas consideradas indistinguiveis das caracteristicas
de Sporothrix schenckii.

Em 1992, Berbee e Taylor identificaram a ocorréncia de alta semelhanca entre Spororthrix
schenckii e Ophiostoma stenoceras no gene da regido 18S do RNA ribossomal de ambas as espécies,
ocorrendo diferenca em apenas trés sitios, estabelecendo entdo uma relagéo filogenética entre esses
organismos, e sugerindo Ophiostoma stenoceras como teleomorofo de Spororthrix schenckii.

O teleomorfismo de Ophiostoma stenoceras em relacdo a Sporothrix schenckii foi de fato
definido por de Beer et al. (2002) onde, a partir do sequenciamento das regides Internal Transcribed
Spacer (ITS) do operon do RNA ribossomal de diferentes isolados de diferentes espécies de
Ophiostoma, e de isolados ambientais e clinicos de Sporothrix sp., a proximidade filogenética entre
as especies foi, até entdo, confirmada. Porém, em 2016, de Beer et al. realizaram em um estudo a
andlise de duas regides de RNA (18S e ITS) e duas regides de DNA (CAL e p-tub) em 65 isolados e
identificaram  Sporothrix como um grupo monofilético bem estabelecido, separando
filogeneticamente esse género de Ophiostoma.

A separacgéo desses géneros em diferentes clados foi sugerida anteriormente por Zhou et al.
(2014), onde, analisando filogeneticamente 124 isolados clinicos e ambientais de Sporothrix e

Ophiostoma de diferentes paises, a partir da regido ITS, observou acentuada separacao entre espécies
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de etiologia clinica e de origem ambiental, com amostras originarias de animais e humanos
concentrando-se nas espécies S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei.

A Unica espécie descrita como causadora da esporotricose era S. schenckii porém, com o
advento da biologia molecular na metade do século XX, alguns estudos sugeriam a possivel
ocorréncia de mais de uma espécie de Sporothrix possivelmente causadoras da doenca, como no
trabalho de de Beer et al. (2002). Baseados nesse dado, Marimon et al. (2006, 2007, 2008)
confirmaram essa hipotese e descreveram o complexo Sporothrix schenckii.

No estudo realizado em 2006 foram analisadas 60 amostras, sendo 29 destas de Cole¢Ges de
Cultura brasileiras, das quais 18 eram relacionadas a um surto de esporotricose transmitida por gatos
(Schubach et al., 2005). Foram feitas analises de trés diferentes loci codificadores das proteinas
quitina sintetase, beta-tubulina e calmodulina, das quais o sequenciamento do gene CAL demonstrou
melhores resultados em termos de identificacdo, sendo possivel a amplificacdo de 776 pares de base
desse gene. Ao final desse estudo, se constatou a presenca de 29 diferentes genoétipos, sendo
mostrados na arvore formada porl4 nds, representando 6 espécies filogenéticas putativas.

Em 2007, Marimon e colaboradores analisaram 127 isolados identificados como Sporothrix
schenckii, S. schenckii var. luriei, e espécies consideradas sinonimias de S. schenckii (S. albicans,
Sporotrichum tropicale e Dolichoascus schenckii). Foram correlacionados os resultados das analises
morfoldgicas e fisioldgicas de S. schenckii aos resultados das analises moleculares baseados no
sequenciamento do gene CAL, diferentemente do que foi feito no estudo de 2006, onde trés genes
foram sequenciados. Ao final do estudo foi possivel a diferenciacdo de trés novas espécies causadoras
da esporotricose denominadas S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana.

Além da identificacdo destas novas espécies, foi constatado que o gene CAL se apresenta
como um bom marcador para o reconhecimento de espécies de Sporothrix, e que S. albicans, S. inflata
e S. schenckii var. luriei sdo espécies diferentes de S. schenckii (Marimon et al., 2007). Neste trabalho
foi proposta uma chave de identificacdo de espécies do complexo Sporothrix baseada nas
caracteristicas morfofisioldgicas destas espécies.

Em 2008, Marimon e colaboradores utilizaram os mesmos primers utilizados no estudo de
2006 (quitina sintetase, beta-tubulina e calmodulina), além de realizarem testes fenotipicos de
assimilacdo e crescimento em temperaturas variadas. Ao final do estudo, mostrou-se uma clara
separacao genética de Sporothrix schenckii var. luriei das outras espécies que compdem o complexo
Sporothrix schenckii.

Andlises gendmicas de isolados clinicos e ambientais de cepas do género Sporothrix
realizadas no estudo de de Beer et al. (2016) evidenciam que 0s 51 taxons que compdem esse género
se encontram sistematizados em seis complexos de espécies cripticas, divididos em dois grandes

clados: clinico, formado pelo complexo Sporothrix schenckii, e um ambiental composto por cinco
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Complexos: S. pallida, S. candida, S. inflata, S. gossypina e S. stenoceras. Hoje, o0 complexo
Sporothrix schenckii é composto pelas espécies S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei (de
Beer et al., 2016).

Em estudo populacional realizado com 304 sequéncias do gene CAL de Sporothrix sp.
depositadas no GenBank, Rangel-Gamboa et al. (2015) verificaram grande diversidade genética entre
as sequéncias de S. schenckii s. str., dividindo esse grupo em cinco clusters para realizagdo de estudo
populacional, e verificaram que em quatro desses ocorria diferenciacdo. De acordo com o estudo, trés
desses clusters s&o encontrados na Asia, Franca, Sul da Africa, América do Norte, América Central,
e Ameérica Latina, sendo o cluster menos diferenciado encontrado exclusivamente na regido sul do
Brasil. J& Sporothrix brasiliensis e S. globosa apresentam baixa diversidade genética o que poderia
estar relacionado a um processo de selecdo purificada em relagcdo ao ancestral e polimérfico S.
schenckii s. str. (Rangel-Gamboa et al. 2015).

Segundo Orofino-Costa et al. (2017), a capacidade desses organismos sofrerem essa transicao
de fase de vida, em decorréncia do fator temperatura, constitui-se num importante fator de adaptacéo
para infeccdo em mamiferos.

As principais barreiras a serem vencidas por um microorganismo sdo o endotélio e as
membranas basais do hospedeiro (Lima et al., 1999). Nesse mesmo estudo se constatou que ambas
as morfologias de Sporothrix sp. sdo capazes de aderir a proteinas da matriz extracelular, como a
fibronectina e colageno tipo 1, e das membranas basais, a laminina.

Figueiredo et al. (2004) afirmam que, para disseminar e infectar diferentes 6rgaos,
microrganismos devem ser capazes de vencer a linha celular endotelial vascular, aderindo as células
endoteliais, e migrando através do endotélio, penetrando na matriz subendotelial. O mesmo estudo
verificou ainda que a interacdo entre células leveduriformes de Sporothrix sp. sdo mediadas por
citocinas, que por sua vez, modulam a expressdo de moléculas de adesdo da superficie celular do
endotélio. A partir dos resultados desse estudo, os autores concluiram que os receptores celulares
modulados pelas citocinas interleucina 1-p (IL1-p) e transforming growth factor-f (TGF-f), podem
contribuir na interacdo entre células leveduriformes de Sporothrix sp. e 0 endotélio. O mesmo estudo
sugere que a interacdo de Sporothrix sp. e células endoteliais tem colaboracdo dos cations Ca++ e
Mg++, e que células leveduriformes do patdgeno podem ser encontradas no interior de células
endoteliais ap6s um periodo de uma hora a partir da infecgéo.

Em estudo realizado por Figueiredo et al. (2007), foi investigado se a interacdo demonstrada
em estudo anterior, entre leveduras de Sporothrix sp. e células do endotélio, apresentaria alguma
influéncia no que diz respeito a disseminagdo do fungo no hospedeiro. Ao final do estudo, os autores
constataram que, a citocina TGF-B1 promove um aumento na migra¢ao do fungo através das camadas

endoteliais, e que esta inibe a internalizacdo do fungo. Esta migracdo, segundo os autores, se daria



Valeriano, Carlos — Esporotricose em Pernambuco: Diagndstico, descricéo... 34

por uma via paracelular, visto que maior parte das moléculas constituintes da superficie endotelial
que sdo reconhecidas por Sporothrix sp. ndo é modulada por essa citocina, que promove uma
exposi¢do da matriz subendotelial, permitindo a ades&o do fungo as camadas endoteliais. Os autores
desse estudo ainda sugerem que, a capacidade de migracdo do fungo transpondo a barreira endotelial,
deve-se ao fato de citoadesinas expressadas na parede celular deste se ligarem as proteinas produzidas
na matriz extracelular, fibronectina e laminina.

Diversos estudos tém demonstrado que, alguns fatores de viruléncia e patogenicidade dos
agentes etiologicos da esporotricose se encontram em proteinas e lipidios que compdem a parede
celular do fungo, exercendo este Gltimo componente um papel importante na patogénese da micose,
inibindo o processo fagocitico de macréfagos (Sgarbi, 1997; Carlos et al., 2002).

Um dos principais fatores de viruléncia presentes na parede celular de Sporothrix sp. € a
adesina gp70. Curiosamente, o estudo realizado por Castro et al. (2013) demonstrou que isolados
menos virulentos de S. brasiliensis e S. schenckii apresentavam alta expressdo de gp70. Os autores
sugerem que isso ocorre pois essa adesina induz resposta imune do hospedeiro, 0 que ocorreria menos
se 0 patdgeno produz menos gp70.

Fernandes et al. (2013) relatam a ocorréncia de dois antigenos presentes na parede celular de
cepas virulentas de S. schenckii e S. brasiliensis: as moléculas 60-kDa e 110-kDa, as quais foram
reconhecidas pelos anticorpos de ratos infectados. Nesse mesmo estudo, S. globosa também
demonstrou a ocorréncia da 60-kDa, porém apresentou-se menos virulenta em relacdo as outras duas
espécies do complexo.

Lopes-Bezerra et al. (2018) realizaram estudo comparativo entre células leveduriformes de
Sporothrix schenckii e S. brasiliensis para verificar possiveis diferencas estruturais entre as paredes
celulares dessas espécies. O trabalho demonstrou que ambas as células apresentam parede bilaminar,
sendo a parede celular de S. brasiliensis mais resistente devido a maior presenca de quitina e ramnose.
O estudo ainda demonstrou que houve maior fagocitose por macrofagos em relagéo a células de S.
brasiliensis.

Pequenas diferencas estruturais entre células de Sporothrix schenckii e S. brasiliensis ja
haviam sido relatadas por Martinez-Alvarez et al. (2017), especificamente em relacdo a quantidade
de carboidrato presente na parede celular desses organismos, o0 que, segundo 0s autores, provoca
diferenca nas respostas imunoldgicas de hospedeiros, especialmente no que diz respeito a producédo
de citocinas pré-inflamatorias.

Alguns estudos tém sugerido Sporothrix brasiliensis como a espécie mais virulenta do
complexo, a exemplo do trabalho descrito por Arrillaga-Moncrieff et al. (2009) em que foi realizada
analise de viruléncia de S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa em modelo murino. O estudo

demonstrou que inéculos de concentracBes baixa ou alta de células de S. brasiliensis causaram a
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morte dos camundongos, enquanto o inoculo de S. schenckii s6 causou morte em alta concentracdo e
S. globosa ndo causou morte. O estudo relata que, ao realizar coleta dos 6rgdos dos animais mortos,
observou-se que a disseminagdo, bem como a carga de células de S. brasiliensis em todos os 6rgaos
coletados, era muito maior em relacdo as outras espécies testadas.

Provavelmente, a maior viruléncia dessa espécie esteja relacionada a diversos mecanismos de
crescimento, adesdo ao tecido do hospedeiro e fuga do sistema imune que esta apresenta, e que vém
sendo relatados em diversos trabalhos (Borba-Santos et al., 2016b; Della-Terra et al., 2017; Ikeda et
al., 2018; Rossato et al., 2018).

Um maior conhecimento dos mecanismos de patogénese do complexo Sporothrix schenckii
pode auxiliar no estudo de alternativas terapéuticas, especialmente no que diz respeito ao

desenvolvimento de vacinas a partir de sitios antigénicos da superficie celular desses fungos.

3.4 Manifestacdes Clinicas

A esporotricose € uma micose subcutanea que pode afetar tanto imunocompetentes quanto
imunocomprometidos, podendo apresentar manifestacdes clinicas diferentes entre os individuos
acometidos. Em imunocomprometidos, apresenta-se como micose oportunista podendo apresentar
diversas manifestacGes clinicas como cutanea disseminada, fungemia e visceral disseminada
(Kauffman, 2007).

A esporotricose apresenta quatro formas clinicas bastantes caracteristicas: linfocutanea ou
cutanea linfatica, cutanea-localizada ou fixa, disseminada e extracutanea ou visceral (SIDRIM E
ROCHA, 2004). Porém, Lopes-Bezerra, Schubach e Costa (2006) trazem uma classificacdo mais
detalhada dessas manifestacdes clinicas da esporotricose, considerando ndo apenas a disposicao das
lesbes causadas, mas também o local da lesdo. Segundo esta classificacdo, as manifestacfes da
esporotricose sdo: Cutanea, subdividida em linfocutanea, fixa e disseminada ou maltipla; mucosa,
subdividida em ocular, nasal e outras; Extracutanea, subdividida em pulmonar, osteoarticular,
meningeal e generalizada; residual, deixando sequelas; e formas especiais, que apresentam regressao
e hipersensibilidade.

Lopes-Bezerra, Mora-Montes e Bonifaz (2017) apresentam a esporotricose pulmonar a parte
da esporotricose extracutanea dividindo-a em duas formas: cronica, a qual se apresenta similar a
tuberculose, sendo mais frequente e assintomatica; e aguda e progressiva que afeta os ganglios
linfaticos hilares e traqueobranquiais. O acometimento pulmonar da esporotricose é raro, e ocorre
pela inalacdo de conidios de Sporothrix sp. (Mahajan, 2014), ndo sendo causada pela disseminacéao

do fungo via hematogénica (Zancope-Oliveira et al., 2011).
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A forma linfocutanea da doenca é a mais comum, constituindo-se em cerca de 65% a 85% dos
casos de esporotricose em humanos (Lopes-Bezerra, Mora-Montes e Bonifaz, 2017).

A maioria dos individuos afetados sdo imunocompetentes ligados a atividade de agricultura,
paisagismo, jardinagem, caca, mineracdo e outras atividades ao ar livre, estando ligada também a
transmissdo zoondtica via arranhdes de gatos, cdes em menor escala, e de tatus infectados com o
agente da doenca (Queiroz-Telles et al., 2011). Caracteriza-se pela ascensdo de lesdes gomosas
subcutaneas, seguindo trajeto linfatico a partir do ponto de inoculagdo do fungo na pele, via lesdo
perfurante (o qual se apresenta como um nddulo), quadro denominado linfangite nodular ascendente.

A forma cutanea localizada ou fixa da esporotricose € menos frequente que a forma
linfocutdnea da doenca, porém sua ocorréncia ndo é incomum. Apresenta-se como a segunda
manifestacdo clinica mais frequente da doenca, abrangendo aproximadamente 20% dos casos, €
acredita-se estar associada a uma sensibilizagdo inicial do individuo ao fungo em areas endémicas
(Zancope-Oliveira, 2015).

O diagnéstico diferencial dessa forma clinica inclui leishmaniose, algumas infeccdes
bacterianas como tuberculose, hanseniase e micobacterioses, além de infec¢Bes flngicas como
paracoccidioidomicose e coccidioidomicose (Chang et al.,, 2019). Por isso, deve-se levar em
consideracdo o histdrico do paciente que apresente lesdo caracteristica como viagem e ocupacao.
Estes dados sdo extremamente relevantes, pois podem ajudar no diagndstico diferencial desta forma
clinica da esporotricose (Mahlberg et al., 2009; Chang et al., 2019).

A forma extracutanea e a cutanea disseminada estdo geralmente associadas a algum tipo de
imunossupressao do individuo, sendo consideradas um sinal clinico de pacientes que apresentam
taxas muito baixas de linfocitos CD4, como os HIV-positivos (Chang, et al., 2013), como nos casos
relatados por Gutierrez-Galhardo et al. (2008), em que dois pacientes HIV-positivos apresentaram
esporotricose disseminada como resposta a um quadro que se manifesta apds tratamento
antirretroviral altamente ativo chamado sindrome da reconstituicdo inflamatoria imune.

Apesar do carater oportunista da forma disseminada da esporotricose, alguns casos de
ocorréncia de disseminacao em pacientes imunocompetentes tém sido notificados, especialmente em
areas onde a ocorréncia de transmissdo zoonética apresenta alta incidéncia, devido, provavelmente, a
alta carga fungica inoculada pela leséo traumatica provocada por maltiplos arranhes ou mordidas de
gatos acometidos, e a viruléncia de Sporothrix brasiliensis, espécie mais relacionada a essa via de
infeccdo (Rodrigues et al., 2013; Freitas et al., 2015; Bonifaz e Tirado-Sanchez, 2017).

Outras condi¢bes que podem contribuir para ocorréncia das formas disseminada e
extracutanea da esporotricose devido a um quadro de imunocomprometimento, além da sindrome de

imunodeficiéncia, sdo o diabetes, alcoolismo, uso de esteroides e terapias antineoplasicas (Romero-
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Cabello et al., 2011). Em ambas as condicGes, a disseminacdo da doenca se da via hematogénica
(Bonifaz e Tirado-Sanchez, 2017).

Na forma cutanea disseminada (ou multifocal) ocorre formagéo de lesdes subcutaneas que,
posteriormente, podem formar ulceracdes fagedénicas, lesbes acneformes, placas enrijecidas ou
crostas, no estagio final da AIDS (Ramos-e-Silva et al., 2007). Além do acometimento cutaneo, a
forma disseminada da esporotricose pode levar a quadros como febre, dor, mal-estar e perca de peso
(Romero-Cabelloetal., 2011), ocorrendo em alguns casos envolvimento visceral, afetando estruturas
mucosas como olhos e boca (Romero-Cabello et al., 2011; Silva-Vergara et al., 2012); meninges e
pulmdo podendo levar o individuo a ébito (Ramos-e-Silva et al., 2007; Kauffman, 2015); o0ssos e
articulacGes (principalmente joelhos), e em casos raros, osteomielite (Lederer, Sulivan e Crum-
Cianflone, 2016).

A forma extracutanea da esporotricose € uma manifestacdo oportunista, assim como a forma
disseminada da doenca, que pode acometer 6rgaos importantes como pulmdes, 0ssos e articulacdes;
olhos, meninges e outras estruturas do sistema nervoso central (Lopez-Romero et al., 2011; Ramos-
e-Silva et al., 2007).

A forma osteoeoarticular € a mais frequente da esporotricose extracutanea, podendo ocorrer
artrite inflamatoria, levando a destruicdo da articulagdo devido ao atraso no diagndstico (Barros,
Almeida-Paes e Schubach, 2011; Mahajan et al., 2014), e osteoporose de 0ssos adjacentes, afetando
geralmente tibia, ossiculos do carpo, radio, ulna, cranio e ossos da face, raramente apresentando
lesbes cutaneas (Lopez-Romero et al., 2011; Mahajan, 2014; Rosely-Zancope et al., 2011). As
articulacdes geralmente acometidas sdo: pulsos, cotovelos, joelhos e cintura pélvica (Gewehr et al.,
2013; Kauffman, 2015), podendo levar a quadros de tenosinovite com ou sem sindrome do tdnel
carpal, associada a inoculacdo profunda (Ramos-e-Silva, 2007), osteomielite e bursite (Barros,
Almeida-Paes e Schubach, 2011; Mahajan et al., 2014).

A manifestacdo ocular da esporotricose ocorre por infecgdo exdgena, ou por disseminagédo do
fungo pela via hematogénica, podendo se apresentar incialmente como uma conjuntivite (Gutierrez-
Galhardo, Freitas e do Valle, 2015), e pode afetar anexos do globo ocular como palpébras,
sombrancelhas, conjuntiva e glandulas lacrimais (Soto, 2015a), quadro conhecido como dacriocistite,
inflamag&o que ocorre predominantemente em mulheres adultas e criangas (Freitas et al., 2013).

A forma mucosa da doenca afeta estruturas como boca, faringe, laringe e nariz, causando
lesGes exantematicas, supuracdo e ulceracdo dessas estruturas, podendo ser causada por infeccéo
direta ou por disseminacdo pela via hematogénica.

O acometimento do sistema nervoso pode ocasionar desde meningite a alteracbes do estado
mental do individuo afetado, porém é um quadro extremamente raro da manifestagdo extracutanea
(Mahajan, 2014).
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Freitas et al. (2014), relatam quatro casos de pacientes HIV-positivo que apresentavam
comorbidade com esporotricose, onde um deles foi diagnosticado com meningite devido a infeccéo
fungica. Ap6s submetidos a pungéo lombar, trés deles tinham em seu fluido cérebro espinhal o agente
da esporotricose, o qual foi identificado posteriormente através do marcador molecular T3B como

Sporothrix brasiliensis.

3.5 Diagnostico: da clinica a biologia molecular

A principio a forma linfocutanea é a mais simples no que diz respeito ao diagnéstico
puramente clinico. As formas fixas e disseminadas podem apresentar semelhanga significativa a
lesBes tipicas de outras doencas que apresentam manifestacdo cutdnea, como infeccdes ou doengas
autoimunes (Chang et al., 2019). Ja a forma extracutanea da doenca apresenta formas semelhantes a
tuberculose, quando da manifestacao pulmonar; a uma simples artrite, quando da manifestacao osteo-
articular, ou quando da ocorréncia de sua forma meningeal, apresenta as mesmas manifestacdes das
meningites convencionais: bacteriana e viral. Em geral, é pouco provavel que o médico considere
Sporothrix sp. como agente causador da meningite, a principio. A forma extracutanea apresenta dificil
diagnostico devido a auséncia ou escassez de lesbes na pele do individuo afetado (L6pez-Romero et
al., 2011).

Diante das dificuldades do diagndstico clinico, diversos metodos de diagnostico tém sido
desenvolvidos com o objetivo de se obter maior acuracia, reprodutibilidade, rapidez e baixo custo.

A manifestacdo das diferentes formas clinicas da esporotricose estdo relacionadas
principalmente as condigdes imunoldgicas do individuo, bem como a sensibilizagdo deste ao agente
etioldgico em areas endémicas, como no caso da forma cutanea fixa (Zancopé-Oliveira, 2015).
Portanto, é importante que o profissional de salde obtenha o histdrico clinico do individuo que
apresente lesdes tipicas da esporotricose.

Diversas ferramentas tém sido empregadas no diagndstico da esporotricose, sendo manuais
ou automatizadas, todas fornecendo dados importantes no que diz respeito ndo sé ao tratamento em
si, mas também ao fornecimento de dados epidemioldgicos da doenca.

A forma mais confiavel para o diagndstico definitivo da esporotricose, considerada o padrao
ouro, € a observacdo das estruturas macro e micromorfolégicas de Sporothrix spp., 0 que € possivel
mediante isolamento do fungo nos meios de cultivo Agar Sabouraud Dextrose (SDA) ou Agar Batata
Dextrose (BDA) a 25°C, em um periodo de incubacdo de 3 a 7 dias (Ramos-e-Silva et al., 2007).

O isolamento do agente pode ser feito a partir de fluidos corporais como pungdo ganglionar
no caso da forma linfocutanea, da forma disseminada, ou da forma localizada; e pus, escarro, liquido

sinovial, no caso da forma visceral, dependendo do 6rgéo afetado; ou ainda a partir de fragmento de



Valeriano, Carlos — Esporotricose em Pernambuco: Diagndstico, descricéo... 39

tecido. Inicialmente, a coldnia filamentosa apresenta-se hialina, desenvolvendo com o tempo rugas e
dobras, podendo ocorrer produgéo de melanina, o que torna a cor incialmente creme da cultura em
uma cor marrom escura (Mahajan, 2014).

Para observacdo das estruturas micromorfologicas de Sporothrix sp., € retirado um fragmento
da colbnia e este é colocado sobre a lamina de vidro, sendo corado preferencialmente em lactofenol
azul de algoddo. Ao aumento de 400x no microscépio Optico, é possivel observar as estruturas
micromorfoldgicas tipicas de Sporothrix sp.: filamentos micelianos hialinos, septados, bastante
ramificados e medindo cerca 1,5 a 2 um de espessura, podendo apresentar ao longo destes conidios
simpodiais demaceos ou hialinos, terminais, em formato arredondado (ovalado), fusiforme ou
piriforme, em disposi¢ao floral lembrando uma “margarida”, ou ligados diretamente aos filamentos
micelianos lateralmente, podendo medir de 2 a 6 um (Sidrim e Rocha, 2004).

Para obtencdo da fase leveduriforme de Sporothrix sp., se faz necesséria a incubacao do fungo
a uma temperatura de 35 a 37°C em meio enriquecido, tais como: Infusdo de Cérebro e Coracéo
(BHI), Agar Chocolate ou Agar Sangue, por um periodo de 5 a 7 dias, sendo por vezes necessario,
dependendo do isolado, realizar diversos subcultivos e aumentar o periodo de incubacdo para
constatar a termoconverséo (Barros, Paes e Schubach, 2011).

E dificil encontrar o fungo pela observaco do material coletado de paciente com suspeita de
esporotricose ao exame direto, visto que a fase leveduriforme de Sporothrix sp. apresenta formas
variaveis, além da escassez dessas células nas lesdes em humanos (Arenas et al., 2018).

Este procedimento se da a partir da clarificagdo do material coletado, pelo hidréxido de
potéssio em concentracdo de 10% a 40%, porém ndo apresenta a confiabilidade diagnostica presente
no cultivo do fungo em meio de cultura e posterior observacdo de suas estruturas macro e
micromorfologicas, devido a escassez de células leveduriformes presentes no material biologico, o
que s6 ocorre em 1 a 2% dos casos (Mahajan, 2014; Arenas et al., 2018).

Bonifaz et al. (2018) desenvolveram uma técnica de diagndstico a partir do uso da
esporotriquina intradérmica (complexo antigénico formado por peptidio-ramnomanana). Nesse
trabalho eles observaram que o metodo apresentou uma sensibilidade de 94,5%, contudo néo
conseguiu detectar casos de esporotricose disseminada.

Exames histopatoldgicos também sdo ferramentas importantes na obtencéo do diagndstico da
esporotricose, a partir de esfregacos corados pelas técnicas de Acido Periédico de Schiff (PAS),
Hematoxilina e Eosina ou Metenamina Prata (Cruz, 2013).

A partir de preparacGes coradas pelo PAS podem ser evidenciadas células globosas atipicas,
devido a uma cépsula que reage positivamente ao &cido, lembrando células de Cryptococcus
neoformans (Barros, Paes e Schubach, 2011). Nesta preparacdo, uma estrutura radiada formada de

material eosinofilico cercando a célula fngica, denominada corpo asteroide, pode ser encontrada.
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Esta estrutura, raramente encontrada nesse exame, € formada devido a deposicdo de proteinas, e é
responsavel pela reacdo antigeno e anticorpo (Ramos-e-Silva, 2007), e na esporotricose se encontra
fora da célula, o que caracteriza a doenca, pois corpos asteroides em outras infeccGes se apresentam
no interior de células gigantes (Sidrim e Rocha, 2004).

Ao método de coloracao de Gram, as células leveduriformes de Sporothrix sp. apresentam-se
positivas, e alguns autores tém descrito a utilizacdo dessa técnica onde o corante é diluido de 10 a 15
vezes em solucdo salina, porém essa metodologia tem apresentado baixa sensibilidade (Arenas et al.,
2018).

Arenas et al. (2018) ainda relatam a utilizacdo de uma metodologia para observagao de corpos
asteroides que tem apresentado bastante reprodutibilidade, conhecida como fenémeno Splendore—
Hoeppli, onde o exsudato é colocado em uma lamina com solu¢do salina acrescentando-se uma gota
de formaldeido a 10%.

O exame histopatoldgico nédo é especifico pois mimetiza outras inflamacdes granulomatosas,
como a que ocorre na esporotricose (Mahajan, 2014).

Silva et al. (2018) realizaram estudo comparativo entre trés métodos sensiveis no diagnostico
em humanos para verificar a sensibilidade desses em relagdo ao diagnéstico de esporotricose em
felinos: método pandptico répido (citopatoldgico), coloragdo prata de Grocott (histopatoldgico) e anti
imuno-histoquimica de Sporothrix (IHC). Todos os métodos apresentaram boa sensibilidade, sendo
o teste de coloracdo prata de Grocott o mais sensivel (91,3%).

Métodos soroldgicos também tém sido uma opcdo pratica e rapida no diagnostico da
esporotricose. Almeida-Paes et al. (2007), com o objetivo de estabelecer um protocolo para realizacéo
de deteccdo de anticorpos de Sporothrix sp. em soro de pacientes, usou soro de 90 pacientes com
diferentes formas clinicas da esporotricose contra exoantigenos de Sporothrix sp. da fase filamentosa
do fungo. O trabalho apontou a ocorréncia de 97% de sensibilidade do teste e uma especificidade de
89%.

Considerando a possibilidade de ocorréncia de reacdo cruzada na deteccdo de antigeno,
Coelho et al. (2018) desenvolveram um protocolo de ensaio imunoldgico onde o tratamento de soro
do paciente com ureia 6M (incubacdo por 5 minutos), combinado a dilui¢do do soro na propor¢édo de
1/600, aumentava a performance do ensaio com exoantigenos de células leveduriformes de Sporothrix
sp.

Rodrigues et al. (2015) propuseram que o antigeno 3-carboximuconato ciclase, devido sua
abundancia no soro de gatos infectados, apresenta potencial para diagnostico sorolégico.

Reiss et al. (2000) afirmam que testes ndo-cultura sdo necessarios para realizar um diagndéstico
oportuno de infeccBes fungicas invasivas e para selecionar terapia apropriada. Assim, a ferramenta

molecular se torna importante no diagnostico rapido da esporotricose e em casos de ndo isolamento
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em cultura devido a baixa carga fangica ou devido a infec¢des secundarias (Barros, Paes e Schubach,
2011).

Apos os estudos de Marimon et al. (2006, 2007, 2008), a partir dos quais novas espécies
patogénicas do género Sporothrix foram estabelecidas, diversos estudos objetivando a identificacéo
molecular do agente da esporotricose se basearam no sequenciamento do gene CAL (Camacho, 2015;
Dias et al., 2011; Oliveira et al., 2010, 2013b, 2014, 2015).

Um dos estudos pioneiros no desenvolvimento do diagndstico molecular de infeccGes
fangicas foi realizado em 1995 por Sandhu e colaboradores, no qual foram desenvolvidas 21 sondas
de &cido nucleico especificas, as quais tinham como alvo a maior subunidade de genes rRNA de
diversos fungos patégenos.

Hu etal. (2003) desenvolveram um protocolo de uma Nested PCR para deteccdo de Sporothrix
schenckii usando a sequéncia do gene 18S do rRNA como alvo. Os resultados mostraram que a PCR
pdde detectar o total de DNA de uma Unidade Formadora de Coldnia (UFC) de S. schenckii em
amostras de tecidos. O estudo demonstrou altas sensibilidade e especificidade, comprovando a
eficacia desse método no diagndstico da esporotricose.

Rodrigues, de Hoog e Camargo (2015) sugerem uma técnica de PCR em DNA fungico
extraido diretamente do fragmento de tecido de 6rgdos lesionados e até mesmo de fezes, utilizando
marcadores baseados no gene CAL, especificos para Sporothrix brasiliensis e S. schenckii.

Zhang et al. (2019a; 2019b) desenvolveram técnicas de PCR em tempo real para identificagdo

de S. brasiliensis, S. globosa, e S. schenckii, a partir da amostra clinica.

3.6 Tratamento: métodos convencionais e perspectivas terapéuticas

3.6.1 Antifungigrama e perfil de sensibilidade do Complexo Sporothrix schenckii

Apesar de sua grande distribui¢do global e de suas diferentes manifestacGes clinicas, a
esporotricose ndo apresenta grande complexidade em seu tratamento, porém este pode apresentar um
periodo prolongado, o que o torna dispendioso (Mahajan et al., 2014). Além disso, estudos recentes
tém sugerido que a sensibilidade antifungica e a viruléncia, bem como os mecanismos de lesdo,
podem diferir entre as espécies do complexo S. schenckii (Oliveira et al., 2014; Rodrigues et al.,
2014). Essa hipdtese foi testada em trabalho realizado por Marimon et al. (2008a), onde foi verificado
o perfil de susceptibilidade antifungica de diferentes espécies do Complexo S. schenckii, sendo
testados 12 antifingicos frente a diferentes cepas de cinco espécies do complexo. Nesse teste, apenas
as CIMs obtidas para fluconazol e micafungina foram iguais (128 e 256 pug/mL, respectivamente). As

demais CIMs obtidas para cada droga frente as diferentes espécies do complexo, apresentaram
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variagdo, sendo S. mexicana a espécie que apresentou maior resisténcia aos farmacos testados, exceto
a terbinafina, antifingico que apresentou 0 menor CIM no teste.

Outro trabalho com o mesmo viés foi desenvolvido por Oliveira, D., et al. (2011), onde
foram testadas cepas de S. schenckii, S. albicans, S. brasiliensis e S. luriei, frente a oito antifungicos
entre compostos azoélicos, equinocandinas e anfotericina B. Foi constatada resisténcia dos isolados de
S. luriei e S. albicans aos compostos azélicos e a caspofungina, porém estes isolados foram sensiveis
a anfotericina B e a terbinafina. S. schenckii, isolados apenas de humanos foram resistentes a
fluconazol e caspofungina. S. brasiliensis também foi resistente ao fluconazol, e caspofungina. Ja no
estudo de Suzuki et al. (2016) foi verificada sensibilidade de S. globosa e S. schenckii a itraconazol e
resisténcia a anfotercina B.

Em 2017, Espinel-Ingroff e colaboradores realizaram um estudo multicénctrico com o
intuito de estabelecer um valor de cutoff epidemiolégico (ECV) de diversos farmacos para espécies
do complexo Sporothrix schenckii. Foram obtidas cepas de diversas partes do mundo: 301 de
Sporothrix schenckii, 486 de S. brasiliensis, 75 de S. globosa e 13 de S. mexicana. O estudo
estabeleceu que para S. brasiliensis os ECVs em pg/ml foram de: 4 para anfotericina B, 2 para
itraconazol e posaconazol, 32 para voriconazol, 2 para cetoconazol e 0,12 para terbinafina. Para
Sporothrix schenckii: os mesmos valores de S. brasiliensis exceto para cetoconazol e terbinafina. Os

pesquisadores ndo conseguiram obter ECVs para S. globosa e S. mexicana.

3.6.2 Tratamentos convencionais

Itraconazol é considerada a droga de escolha no tratamento da esporotricose, especialmente
em sua forma linfocuténea (Kauffman, Bustamante e Chapman, 2007), porém o iodeto de potassio
(K1) continua sendo uma opcédo vidvel no tratamento desta manifestacdo clinica, devido sua alta
eficiéncia, baixo custo, facil administracao e poucos efeitos colaterais (Bonifaz e Vazquez-Gonzélez,
2013).

KI apresenta atividade imunomodulatoria em neutréfilos e fagdcitos, ndo atuando
diretamente sobre o patégeno (Orofino-Costa et al., 2013).

Itraconazol é um triazdlico, classe de moléculas que apresentam maior penetracdo tecidual
e tempo de meia-vida, 0 que aumenta sua eficacia em relacdo aos imidazolicos e, assim como outros
derivados azolicos, atua na via metabdlica de sintese de ergosterol da membrana plasmatica,
apresentando atividade fungistatica (Grant e Clissold, 1989; Cleary, Taylor e Chapman, 1992). A
dosagem recomendada para esse farmaco é de 200 a 400 mg/dia, tanto em casos de esporotricose
cutanea quanto extracutanea, e sua taxa de sucesso em torno de 90 a 100% (60 a 80% para casos de

acometimento 6sseo) (Mahajan, 2014).
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O uso de itraconazol para tratamento da esporotricose foi descrito pela primeira vez por
Restrepo et al. (1986) onde 17 pacientes foram tratados com o fa&rmaco obtendo cura. Desde entéo,
diversos trabalhos relatam o uso do azolico no tratamento da micose, apontando sucesso terapéutico
(Lavalle, et al., 1987; Conti-Diaz, et al. 1992; Sharkey-Mathis et al., 1993).

Outras drogas também utilizadas no tratamento da esporotricose sdo o fluconazol e a
terbinafina, porém em casos de menor complexidade da doenca (Mahajan et al., 2014).

A terbinafina encontra-se no grupo das alilaminas, apresenta longa meia-vida e € altamente
lipofilica, também atuando na sintese de ergosterol da membrana plasmatica do fungo, porém
apresenta acdo fungicida (Hull e Vismer, 1992; Mahajan et al., 2014).

Apesar de ser uma opcao no tratamento da esporotricose, ndo existem dosagens padrédo no
tratamento da doenca, apesar de alguns estudos descreveram altas taxas de cura com tratamento de
250 mg/dia da droga (Hull e Vismer, 1992; Francesconi et al. 2009). Coskun et al (2004) relatam o
uso de terbinafina (250 mg/dia) combinada a iodeto de potassio no tratamento de uma mulher de 40
anos com esporotricose cutanea, a qual obteve cura.

Fluconazol é um triazélico bastante utilizado no tratamento de leveduroses em pacientes
imunocomprometidos, como candidiase e criptococose, porém apresenta baixa atividade contra
Sporothrix sp. (Goa e Barradell, 1995; Shahram et al., 2016; Espinel-Ingroff et al., 2017). No entanto,
Borba-Santos et al. (2017) evidenciaram que o fluconazol, in vivo, se torna efetivo contra Sporothrix
sp. em associagdo com tacrolimus, um inibidor de calcineurina.

Outro azolico que surge como uma opgao no tratamento da esporotricose é o posaconazol,
que tem apresentado boa atividade contra o complexo de espécies (Fernandez-Silva et al., 2012;
Mahajan, 2014).

3.6.3 Novas alternativas terapéuticas

Estudos da acdo de diferentes compostos que apresentam potencial antifingico tém sido
desenvolvidos, tendo obtido resultados interessantes frente a isolados de Sporothrix sp.

Em 2014, Brilhante e colaboradores testaram um composto fosfolipidico conhecido por
Miltefosina, utilizado na quimioterapia anti-protozoaria da leishmaniose, frente a isolados de
Sporothrix sp. e Histoplasma capsulatum. Os resultados mostraram que a variacdo da CIM para
Miltefosina frente aos isolados de Sporothrix foi de 0,25-2 pg/mL, mais especificamente de 0,5-0.125
pg/mL para S. brasiliensis, de 0,5-1 pg/mL para S. schenckii, de 0,5-2 pg/mL para S. mexicana e 1-
2 pHg/mL para S. globosa. Os resultados deste estudo demonstram que a Miltefosina apresenta uma
acdo antifungica relevante, pois apresentou eficicia contra diferentes espécies do complexo,

apresentando pouca varia¢do nas CIMs de uma espécie para outra.
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O mesmo grupo de estudo avaliou a acdo de derivados terpénicos contra isolados de
Sporothrix sp. Nesse trabalho, foram testados os compostos terpinen-4-ol e farnesol, apresentando
este ultimo uma CIM variando de 0,003 a 0,222 pg/mL, sendo considerado o composto mais ativo
neste teste (Brilhante et al., 2014b).

Borba-Santos et al. (2016a) verificaram, a acdo de trés compostos analogos a miltefosina:
TCAN26, TC19, e TC70. Os autores concluiram que TCAN26 foi o composto com atividade
antifungica mais acentuada contra Sporothrix sp., apresentando uma acdo mais eficaz que a
miltefosina. Nesse estudo foi verificado que este composto provoca alterages nos envoltorios
celulares do patdgeno, e que as concentracdes necessarias para eliminar as células deste sdo menores
que as que provocam citotoxicidade em mamiferos, sendo assim esse composto mais seletivo que a
miltefosina.

Brilhante et al. (2018) verificaram em um ensaio in vitro que miltefosina associada a iodeto
de potassio é capaz de inibir biofilme de espécies do complexo Sporothrix schenckii, tanto na fase
filamentosa quanto na leveduriforme, entretanto, quando testada in vivo, no tratamento de gatos com
esporotricose, ndo apresentou atividade (Silva et al., 2018).

Os trabalhos de Waller et al. (2015; 2016a; 2016b; 2016c), demonstraram a agéo de
diversos 0Oleos naturais extraidos de diferentes espécies de plantas, 0s quais apresentaram resultados
significativos frente a cepas de S. brasiliensis. Couto et al. (2015) demonstraram a agdo do 6leo
essencial de Origanum vulgare, planta da familia Lamiaceae (Waller et al., 2015), frente a cepas de
S. schenckii e S. brasiliensis, demonstrando o potencial antifungico de compostos deste 6leo,

especialmente do composto y-Terpineno.

4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Saude CCS/UFPE (CEP- CS/UFPE), havendo sido aprovada em reunido e
emitido parecer consubstanciado, registrado sob o c6digo CAAE 70369117.5.0000.5208. As coletas
de amostras clinicas em pacientes humanos sé foram iniciadas apds a aprovacao e emissao de parecer
pelo CEP. Os sujeitos envolvidos na pesquisa assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

4.2. Obtencgéo das amostras
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As amostras clinicas foram obtidas de pacientes atendidos no Servi¢o de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da UFPE, no periodo compreendido entre agosto de 2017 e agosto de 2018.
Individuos humanos que apresentavam lesdes sugestivas de esporotricose, ap6s avaliagdo da equipe
médica, foram encaminhados para coleta micologica. Em pacientes que fizeram uso prévio de algum
medicamento antifungico, de uso topico ou oral, a coleta ndo foi realizada, sendo estes excluidos da
pesquisa.

oram realizadas coletas de exsudato de lesGes tipicas de manifestacdo linfocutanea, cutanea
fixa ou cutanea disseminada da doenca, a partir da utilizagdo de swab. Fragmentos de tecido, obtidos
a partir de bidpsia da regido afetada, realizada pela equipe médica, foram obtidos.

Adicionalmente, através da anuéncia fornecida pelo Laboratério Central de Pernambuco
(LACEN-PE), amostras de Sporothrix sp., obtidas de animais, foram referenciadas pelo Laboratério
de Endemias do Estado (LABEND) para o Laboratorio de Micologia Médica Sylvio Campos onde
foram feitas as analises de micromorfologia e sensibilidade antifingica, sendo estas amostras de
conveniéncia uma vez que, apenas amostras que apresentavam viabilidade foram utilizadas no estudo,
ndo representando todos os casos de esporotricose felina confirmados em Pernambuco no periodo
descrito.

Os dados epidemioldgicos dos animais foram obtidos através de fichas fornecidas pelo
LABEND, sendo estes: cidade, bairro, idade, género, sitio de lesdo, tempo de lesdo, acesso a rua ou

jardim, contato com outros gatos, castragdo, sangramento e prurido das lesdes.

4.3. Processamento das amostras

Todo material coletado em humano foi processado no Laboratério de Micologia Médica
Sylvio Campos (Departamento de Micologia- UFPE), sendo clarificado em hidroxido de potassio
(KOH) a 20%, e corado em coloragdo pandptica, para verificacdo da fase leveduriforme do patégeno.
Além disso, o material foi semeado em meio Agar Sabouraud adicionado de Cloranfenicol e mantido
a 35°C por 7 dias, para verificacdo da fase filamentosa, a qual caracteriza o diagndstico da
esporotricose (SIDRIM E ROCHA, 2004). Foi confirmado diagndstico da esporotricose apenas das
amostras que apresentaram crescimento em cultura. A coleta de amostra clinicas em animais foram
realizadas em centros de atendimento veterinario e enviadas ao LABEND/PE, e os dados sobre
diagnostico em felino foram obtidos através das fichas de amostras clinicas obtidas de animais,
fornecidas pelo LABEND/PE.

4.4. Teste de sensibilidade antifungica
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Foram realizados no Laboratdrio de Micologia Médica Sylvio Campos, Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, com os antifingicos utilizados atualmente no
tratamento de esporotricose, além de novas substancias bioativas, frente a 40 isolados clinicos de
Sporothrix sp., oriundos de pacientes humanos e felinos.

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) seguiu o protocolo M38-A2
(CLSI, 2008). O meio de cultura utilizado foi 0 RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) esterilizado em
membranas de 0,22 pum (Millipore, Darmstadt, Alemanha), com L-glutamina, sem bicarbonato de
sédio e pH 7,0 + 0,1 tamponado com acido morfolino propano sulfonico (MOPS; 0,165 mol.L™;
Sigma-Aldrich).

Os antifangicos avaliados foram anfotericina B (Bristol-Myers Squibb), itraconazol,
voriconazol e cetoconazol em concentrages variando de 0,015 a 16 pg.mL™?; e fluconazol,
terbinafina e iodeto de potassio a uma variagio de 0,125 a 64 pg/mL™. Também foram testados
extratos hidroalcoolicos de plantas com potencial antiflngico: extrato de Schinus terebinthifolius
(aroeira-vermelha), Anadenanthera colubrina (angico-branco) e Libidibia ferrea (pau ferro) a uma
variacio de 0,125 a 64 pg/mL™.

O material vegetal usado para obtencdo dos extratos é formado de folhas e cascas secas. O
material vegetal seco e moido foi levado a liquidificador industrial por 20 minutos, com intervalos de
5 minutos a cada ciclo extrativo de 5 minutos. Para cada 50 g de droga vegetal, seca e moida, foram
empregados 500 mL de &gua ou acetona:agua (7:3; v/v) como liquidos extratores, na proporcao inicial
de planta/solvente de 10% (p/v). Apos filtracdo de cada extrato e posterior evaporacéo do solvente
organico em evaporador rotatorio sob pressao reduzida (40 C), os extratos foram congelados (em
nitrogénio liquido ou freezer -80° C) e liofilizados, obtendo-se assim os extratos brutos (EB) (FB5,
2010).

Tanto os antifungicos quanto os extratos hidroalcodlicos foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO). QOito cepas de Sporothrix brasiliensis e duas de S. schenckii obtidas nesse
estudo foram utilizadas para verificacdo da atividade anti-Sporothrix desses extratos.

Os isolados de Sporothrix sp. foram mantidos em meio &gar batata dextrose (BDA) e
incubadas a 35°C durante 7 dias. A cepa de referéncia utilizada para validacdo do teste foi a ATCC
22019 de Candida parapsolosis. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solugdo salina
(0,85 g/L), e sua densidade foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 80% a 82% da
transmitancia utilizando um espectrofotémetro a 530 nm. O volume do indculo foi posteriormente
diluido em RPMI 1640 para uma concentragio de 2-5 x 10° céls. mL™.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagao planas de 96 pocos
(TPP; Trasadingen, Suica). O indculo foi adicionado aos po¢os com os antifungicos e as placas foram

incubadas a 35°C, durante 48h, antes de ler os resultados para determinacao da CIM frente as drogas



Valeriano, Carlos — Esporotricose em Pernambuco: Diagndstico, descricéo... 47

e aos extratos. A leitura do teste feito com os farmacos foi feita a de acordo com o pré-estabelecido
pelo documento M38-A2 (CLSI, 2008), enquanto a leitura do teste feito com os compostos foi feita
a 100% da inibigé&o.

4.5. Anélise genotipica

4.5.1. Extracdo e quantificacdo de DNA

O DNA gendmico do fungo foi obtido a partir de sua fase filamentosa. O processo de
extracdo, se baseou em Woods et al. (1993), onde um fragmento da colbnia foi congelado em
nitrogénio liquido, sofrendo posterior lise mecanica com o auxilio de um “pilao”. Apos a lise celular,
0 DNA passou por um processo de lavagem em tampdo TES e em cloroférmio alcool isoamilico,
sofrendo sucessivas centrifugacdes e vortexizacoes, e posteriormente suspenso em acetato de sédio
3M e em etanol 100%, novamente lavado em alcool 70%, e finalmente resuspenso em 50 pL de 4gua

destilada ultrapura, sendo entdo armazenado a 4°C overnight.

4.5.2. Sequenciamento parcial do gene CAL

Para realiza¢do do sequenciamento, as seguintes sequéncias iniciadoras (“primers”) foram
utilizadas: primers CL1 (5-GA (GA) T (AT) CAAGGAGGCCTTCTC-3) and CL2A (5-
TTTTTGCAT CATGAGTTGGAC-3) (Marimon et al., 2007).

As condicbes de PCR utilizadas foram iguais as previamente descritas para amplificagdo
dos genes CAL (Marimon et al. 2006; Oliveira et al., 2010), 95°C por 10 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, 56 °C de anelamento por 1 min e extensdo final de 72°C por 10
minutos. O sequenciamento foi realizado nas dire¢cdes 5" e 3° em um volume de reacdo de 10 pl
contendo 4 pl de “premix terminator”, 100 ng de DNA, 3,2 pMoles de “primer”. O mix da PCR
constitui de Buffer 10x PCR/KCI, 2,0 mM de MgCI2 (Invitrogen), 0,04 mM do mix de dNTPs
(Invitrogen), 1U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 10 uM dos Primers CL1 e CL2A.

As sequéncias foram editadas pelo programa Sequencher 4.9 Genes Code Corporation. O
sequenciamento foi realizado na Plataforma de Sequenciamento LABCEN/CB (UFPE). As
sequéncias obtidas foram depositadas na biblioteca GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e as amostras identificadas foram depositadas na colegdo de culturas Micoteca
URM, da Universidade Federal de Pernambuco.

4.5.3 Andlise filogenética
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Uma vez obtidas, as sequéncias foram editadas no software BioEdit versdo 7.2.6.1. e entéo
foi feita uma busca por sequéncias semelhantes (> 99% de similaridade) na biblioteca do GenBank
através da ferramenta Basic Local Alignment search tool (BLAST)
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) do NCBI.

Foi realizado alinhamento filogenético no software Molecular Evolutionary Genetics
Analysis versdo 7.0 (Mega7), onde também a arvore filogenética foi construida pelo método
estatistico de Maxima Verossimilhanca (MV), e assim as cepas foram identificadas em nivel de
espécie.

As sequéncias de Sporothrix sp. obtidas nesse estudo foram analisadas filogeneticamente
em comparacdo a sequéncias de Sporothrix sp. depositadas no GenBank. Apenas sequéncias de
isolados clinicos de Sporothrix sp., relativos a casos de esporotricose humana e felina, foram
utilizadas nessa andlise. Para verificacdo de possiveis semelhangas genéticas entre os isolados desse
estudo e cepas de diferentes origens geograficas, foram selecionadas sequéncias de diversos estados
do Brasil. Nessa analise, Grosmannia sersens, pertencente a familia Ophiostomataceae, foi a espécie
escolhida como Outgroup. A distancia entre as sequéncias foi calculada usando o modelo de
substituicdo nucleotidica Kimura-2-pardmetros (Kimura, 1980). Foi realizada analise de bootstrap

com 1.000 repeticdes.

4.6 Analise de dados

Para realizacdo de estatistica descritiva do perfil epidemiolégico da esporotricose em
Pernambuco, tanto de felinos quanto de humanos, foi utilizado o software Statistical Package for the
Social Sciences 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Foram consideradas as seguintes variaveis:
idade, género, municipio/bairro, sitio das lesdes, forma de contdgio e manifestacdo clinica, e
analisadas a partir de determinacdo de frequéncias simples. Para humanos ainda foi verificada a
ocorréncia ou ndo de hipersensibilidade (sindrome de Sweet, eritema nodoso ou multiforme). Para
realizacdo de uma analise espacial de casos de esporotricose em Pernambuco, foi utilizado o software
ArcGis, a partir dos dados de georreferenciamento inseridos sobre o mapa do estado, gerando um
sistema de informacao geogréafica (GIS) local. Um mapa de calor foi gerado para indicar a incidéncia
de casos por cidade.

A eficécia dos antifangicos foi verificada atraves da média geométrica das CIMs obtidas
dos farmacos testados, e a diferenca entre os valores das CIMs para cada farmaco foi determinada
por teste ndo paramétrico de amostras relacionadas de Wilcoxon, onde o valor de p <0,05 foi

considerado estatisticamente significante (Mahmoudi et al., 2016).
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5. RESULTADOS

5.1 Diagnostico

Um total de 115 pacientes humanos com suspeita de esporotricose foram atendidos no
ambulatério de esporotricose do Hospital das clinicas de Pernambuco. Em 59 destes pacientes foi
confirmado o diagnostico da esporotricose em cultura, a partir da observacdo de micromorfologia
tipica de Sporothrix sp.: hifas hialinas e septadas apresentando conidios terminais em disposicao
floral (figura 1A).

Apenas nove (15,7%) das 59 amostras foram isoladas a partir de exsudato ulcerativo, tendo
o fragmento de tecido obtido a partir de biopsia das lesbes apresentado maior eficiéncia no isolamento
do patogeno. O método de coloragdo panoptica destas amostras de exsudato evidenciaram a presenca
de células leveduriformes globosas (figura 1B) em apenas trés casos. Células leveduriformes globosas
e hialinas (figura 1C) foram observadas em exame direto pelo método de clarificagdo em KOH 20%

em 22 (38,5%) das amostras clinicas analisadas (fragmento de tecido).

Figura 1. Diagnéstico laboratorial da esporotricose. A) Preparacdo em lactofenol azul de algod&o evidenciando estruturas
micomorfoldgicas da fase filamentosa de Sporothrix sp. Magnificacdo: 400x. B) Preparacdo pandptica evidenciando
células leveduriformes de Sporothrix sp em exsudato nodular (setas). Magnificagdo: 1000x. C) Preparagdo em KOH 20%
evidenciando células leveduriformes de Sporothrix sp. em fragmento de tecido da lesdo. Magnificacdo 400x. Fonte: O
autor.

5.2 Descricdo epidemioldgica

5.2.1 Esporotricose humana

5.2.1.1 Distribuicao geogréfica
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Os casos confirmados de esporotricose em humanos apresentaram uma maior incidéncia
em cidades da regido metropolitana do Recife (RMR) (91%; n=52), sendo esta a cidade com a maior
prevaléncia (36,8%; n=21), seguida de Olinda (24,6%; n=14), Camaragibe (12,3%; n=7) e Paulista
(12,3%; n=7). Jaboatdo dos Guararapes foi a cidade da RMR com menor incidéncia (5,1%; n=3).
Fora da RMR, quatro cidades apresentaram casos confirmados: Agua Preta, Macaparana e Nazaré da
Mata, cada uma com um caso (1,8%), e Vitdria de Santo Antdo com dois casos (3,5%). O nimero de
ocorréncias por cidade foi considerado para 57 casos, uma vez que em dois casos ndo foi possivel
verificar o enderego desses pacientes.

A tabela 4 mostra a distribuicdo geogréafica dos casos confirmados de esporotricose humana
em Pernambuco entre 2017 e 2018. A figura 2 indica no mapa de Pernambuco a incidéncia nas cidades

com casos registrados de esporotricose humana através de pontos de aquecimento.
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Figura 2. Mapa de Pernambuco indicando as cidades com casos registrados de esporotricose humana entre 2017 e 2018.
Os pontos de aquecimento mostram que a cidade de Recife apresentou uma frequéncia elevada da esporotricose. A cidade
de Olinda apresentou uma frequéncia de moderada para alta. As cidades de Paulista e Camaragibe apresentam uma
frequéncia de moderada para baixa. As cidades de Vitoria de Santo Antdo, Jaboatdo, Macaparana, Agua Preta e Nazaré

da Mata apresentam uma frequéncia baixa.

Considerando a distribuicdo da esporotricose por bairros da RMR, a zona Oeste foi a que
apresentou a maior incidéncia da esporotricose na cidade do Recife, sendo o bairro dos Torrdes o que
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apresentou maior nimero de casos (seis), seguido de Engenho do meio (trés) e Madalena (um). A
segunda maior incidéncia foi observada nas zonas Sudoeste e Noroeste, cada uma registrando quatro
casos de esporotricose, sendo dois casos no bairro da Mangueira, um caso no bairro da Estancia e um
caso no Bairro de Jardim Sao Paulo (zona Sudoeste), e um caso no Corrego do Jenipapo, dois em
Dois Irméos e um na Guabiraba, na regido Noroeste. Ja a regido Norte apresentou a menor ocorréncia
da doencga, registrando dois casos no bairro do Arruda e um caso no bairro do Porto da Madeira.

Em Olinda, segunda cidade mais afetada, a regido central apresentou o maior nimero de
casos, sendo cinco no bairro de Ouro Preto. A segunda maior incidéncia se deu nas zonas norte, com
trés casos no bairro de Rio Doce e um caso em Casa Caiada, e zona sudeste, com dois casos no Bairro
Novo e um caso em Amaro Branco.

Em Camaragibe, Tabatinga foi o bairro com o maior nimero de casos (cinco), seguido de
Timbi e Aldeia com um caso cada. J4 em Paulista, Janga e Nobre foram os bairros com maior nimero
de casos: dois cada. Os demais bairros de Paulista que registraram casos de esporotricose foram Vila
Torres Galvao, Paratibe e Fragoso, cada um com um caso. Em Jaboatdo dos Guararapes trés bairros
registraram um caso cada: Prazeres (regional 5), Santo Aleixo (regional 1) e Cajueiro Seco (regional
5). O mapa da figura 4 mostra a distribuigdo espacial dos casos de esporotricose humana em bairros
da RMR.
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Figura 3. Distribuicdo espacial de casos de esporotricose humana na Regido Metropolitana do Recife. As areas
marcadas em cinza destacam a regido afetada, e as marca¢des em verde representam cada caso de esporotricose nos
bairros demarcados.
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Tabela 4. Distribuicdo e incidéncia de casos de esporotricose humana em Pernambuco entre 2017
e 2018.

Municipio NUmero de casos Incidéncia em %
Agua Preta 1 1,8
Camaragibe 7 12,3

Jaboatéo 3 5,3
Macaparana 1 18

Nazaré da Mata 1 18
Olinda 14 24,6
Paulista 7 12,3
Recife 21 36,8

Vitoria de Sto. Antdo 2 3,5

5.2.1.2 Manifestacdes clinicas, forma de contégio, sitio de lesdo, género, idade e ocupacdo

prevalentes

Dentre os pacientes do ambulatorio de esporotricose avaliados, nenhum deles apresentou
manifestacdo sistémica da esporotricose, como as formas disseminada (de qualquer natureza) e
extracutanea, decorrente de um quadro imunolégico deficitario.

Observou-se uma ligeira prevaléncia da forma mais comum da esporotricose, a forma
linfocutanea (45,7%; n=27) (figura 4A). No entanto, a forma cutanea fixa (figura 4B) apresentou-se
de forma equivalente a linfocutanea, com uma diferenca de apenas dois casos (42,4%; n=25). Apesar
da ndo ocorréncia de forma disseminada visceral, a forma cutanea disseminada (figura 4C) se
manifestou em sete casos avaliados nesse trabalho (11,9%; n=7). Em 22% dos casos (n=13) o0s
pacientes apresentaram reacdo de hipersensibilidade, dos quais 11 (18,6%) apresentaram eritema

nodoso (figura 4D), e 2 (3,4%) apresentaram sindrome de Sweet (figura 4E)
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Figura 4. Manifestacoes clinicas e reacGes de hipersensibilidade da esporotricose. A: quadro conhecido como linfangite
nodular ascendente, tipico da forma linfocutanea da esporotricose. B: Lesdo Unica formada a partir do cancro de
inoculacdo, tipica da forma cutanea fixa da esporotricose. C: multiplas lesdes nodulares e ulcerativas, quadro tipico da
forma cutanea disseminada. D) reagdo inflamatéria formando placas eritematosas (eritema nodoso). E) Lesdes

pseudovesiculares sobre placa eritematosa, quadro conhecido com sindrome de Sweet. Fonte: Ferraz, C.E.

58,9% das lesdes se apresentaram em membros superiores dos pacientes, sendo a méo o
6rgdo mais acometido (30,6%; n=18), seguido de antebraco esquerdo (8,3%; n=5) e antebraco
esquerdo (5%; n=3). Nove pacientes apresentaram lesdes na regido dorsal, sendo esta uma das regides
mais acometidas (13,5%). Os demais sitios de lesdo observados foram colo, coxa esquerda, pescogo,
face, abdémen, dorso nasal e olho, sendo um acometimento para de cada um desses sitios (1,7%).

Acidentes com felinos estiveram massivamente relacionados com o0s casos de esporotricose
humana em Pernambuco, sendo 89,9% dos casos devido a algum contato com animal doente. Desses
contatos, 86,5% foram por arranhadura (n=51), um por mordedura (1,7%) e um contato sem ataque
do animal (1,7%). Apenas dois casos ndo tiveram como causa acidente com felino, sendo um por
acidente em superficie contaminada com esporos de Sporothrix sp. (1,7%) e um por contato com
vegetal (1,7%).

A terapéutica adotada pela equipe médica consistiu em prescricdo de 100 mg/dia de
itraconazol via oral, esquema terapéutico que apresentou sucesso mesmo em manifestacdo cutanea
disseminada. Em um dos pacientes com essa manifestacdo foi associada a termoterapia.

Em outro paciente com essa manifestacdo, porém de forma mais severa, foi aumentada a
dose de itraconazol para 200 mg/dia, o qual ndo apresentou melhora clinica, sendo administrada
anfotericina B deoxicolato em dose cumulativa de 1,4 g.

Pacientes de diversas faixas de idade (entre 10 e 77 anos) foram acometidos, ndo havendo
sido observada nenhuma predilecdo do patégeno por alguma faixa de idade especifica. A média de
idade dos pacientes foi de 46 anos.

Diferentemente, em relacdo ao género, mulheres foram as mais acometidas, sendo 74,6%
dos casos (n=44). Em homens foram 15 casos (25,4%).

Profissionais de diversas areas foram acometidos, ndo tendo sido observada prevaléncia em
nenhuma atividade laboral. No entanto, individuos que permanecem mais tempo em casa, cOmo
aposentados e donas de casa sem atividade laboral externa, foram mais afetados, sendo oito casos em
individuos aposentados (13,4%) e oito em donas de casa (13,4%). Ainda dentre esses individuos
aposentados, as mulheres também foram as mais acometidas, com sete casos de oito registrados,

representando 87,5% de casos dentre aposentados.

5.2.2 Esporotricose felina
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5.2.2.1 Distribuicao geogréfica

Cinquenta e dois casos de esporotricose felina foram confirmados no mesmo periodo pelo
Laboratdrio de Endemias de Pernambuco (LABEND/PE), estando estes concentrados na RMR, assim
como os casos de esporotricose humana. Olinda foi a cidade com a maior incidéncia observada
(65,4%; n=34) seguida de Recife e Jaboatdo dos Guararapes com cinco casos cada (9,6%).
Camaragibe vem em seguida com quatro casos (7,7%), seguida por Abreu e Lima (5,8%; n=3). Fora
da RMR, a Unica cidade que apresentou caso confirmado de esporotricose foi Vitdria de Santo Antéo,
com um caso (1,9%).

A tabela 5 e a figura 6, abaixo, mostram a distribuicdo geografica dos casos confirmados de
esporotricose felina em Pernambuco entre 2016 e 2018. A figura 7 indica no mapa de Pernambuco

incidéncia nas cidades com casos registrados da esporotricose felina.

Tabela 5. Distribuicdo e incidéncia de casos de esporotricose felina em Pernambuco entre

2016 e 2018.
Municipio NuUmero de casos Incidéncia em %
Abreu e Lima 3 5,8
Camaragibe 4 7,7
Jaboatdo 5 9,6
Olinda 34 65,4
Recife 5 9,6
Vitoria de Sto. Antdo 1 1,9
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Figura 5. Mapa de Pernambuco indicando as cidades com casos registrados de esporotricose felina entre 2017 e 2018.
Os pontos de aquecimento mostram que a cidade de Olinda apresentou uma frequéncia elevada da esporotricose. As
demais cidades (Camaragibe, Vitéria de Santo Antdo, Jaboatdo, Recife e Abreu e Lima) apresentam uma frequéncia de
moderada para baixa.

Em Recife, trés bairros da zona Norte apresentaram casos: Casa amarela (dois), Tamarineira
(um) e Campo Grande (um). Um caso no bairro do Pina (zona Sul) também foi registrado. Em Olinda,
cidade mais afetada, 13 bairros tiveram casos registrados: na regido Central, Jardim Fragoso (oito
casos) e Ouro Preto (trés casos); na regido Sudoeste, os bairros de Sdo Benedito e Sapucaia (um caso
cada), Jardim Brasil Il (seis casos) e Peixinhos (trés casos); na regido Norte, Rio Doce (cinco casos),
Jardim Atlantico e Casa Caiada (um caso cada); Aguas Compridas, na regido Oeste, e Tabajara, na
regido Noroeste, apresentaram um caso cada. Em Camaragibe, apenas o bairro de Tabatinga registrou
casos (trés). Jaboatdo dos Guararapes, apresentou ocorréncia em Santo Aleixo (regional 1), Curado
Il (dois casos) e Curado Il (um caso) (regional 3) e Barra de Jangada (regional 6) com um caso. A

figura 8 abaixo mostra a distribuicdo espacial de casos de esporotricose felina na RMR.
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Figura 6. Distribuicdo espacial de casos de esporotricose felina na Regido Metropolitana do Recife. As &reas marcadas
em cinza destacam a regido afetada, e as marcagdes em verde representam cada caso de esporotricose nos bairros

demarcados.
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5.2.2.2 Manifestag6es clinicas, sitios de leséo, e perfil dos animais acometidos

Foi verificada a ocorréncia de leses cutaneo disseminadas em 70,3% dos casos (n=37), e
lesbes localizadas em 29,7% dos casos (n=15) entre os felinos acometidos, as quais se apresentaram
nos seguintes sitios anatémicos: cabeca (59,2%; n=31), focinho (45,8%; n=24), membros anteriores
(39,9%; n=21), membros posteriores (32,3%; n=17), tronco (20,9%; n=11), pescoc¢o (15,2%; n=8) e
calda (5,7%; n=3). Em 82,7% dos casos (n=43), foi observado sangramento nas lesdes, e em 69,2%
(n=36) os animais apresentaram lesées com prurido.

Em relagéo ao perfil dos animais acometidos, observou-se prevaléncia no género masculino,
com 75% (n=39) de ocorréncias entre gatos machos. Desses animais, apenas 13,5% (n=7) eram
castrados. Em 40% dos casos (n=21) os proprietarios dos animais relatam ter havido algum tipo de
agressdo por parte de outros gatos. Em 46,2% (n=24) ndo houve agressdo de outros gatos, segundo
relato dos proprietarios, e 13,5% (n=7) ndo souberam informar, porém os mesmos relatam que esses
animais tinham contato com terra ou jardim. O tempo médio de duracdo das lesbes até o periodo da
coleta foi 52,4 dias, abrangendo uma faixa entre 1 e 180 dias de lesdo. Considerando os dados nao

omissos, a média de idade dos animais foi de 2,56, sendo a faixa de idade entre 0 e 12 anos.

5.3 Caracterizacao genotipica

Das amostras de pacientes humanos isoladas em cultura, foram obtidos DNA genémico e
obtida a identificacdo genotipica de 35 isolados de Sporthrix sp. Das amostras de felinos foi obtida
identificacdo genotipica em 16 isolados.

Na busca por sequéncias similares no GenBank, as sequéncias do gene CAL obtidas de
isolados clinicos no presente trabalho apresentaram semelhanca de 100% as sequéncias de gene CAL
de Sporothrix sp. depositadas na biblioteca, tendo 33 (94,2%) das amostras isoladas de pacientes
humanos apresentado similaridade a sequéncias de S. brasiliensis, enquanto apenas duas sequéncias
(4,8%) apresentaram similaridade a sequéncias de S. schenckii. No caso das sequéncias do gene CAL
obtidas de felinos, todas apresentaram similaridade a S. brasiliensis.

A analise filogenética pelo método de Maxima Verossimilhanca confirmou a identificacao
desses isolados, como mostra a figura 7 abaixo, onde o filograma de sequéncias do gene CAL obtidas
de Sporothrix sp., oriundos de pacientes humanos, mostra valores de bootstrap fornecendo um
suporte estatistico de 97% no alinhamento de 33 dessas sequéncias com a sequéncia de Sporothrix
brasiliensis do GenBank HQ426959.1/IPEC34007, e de 99% no alinhamento de duas dessas
sequéncias com a sequéncia de Sporothrix schenckii do GenBank JQ041905.1/Ss141.
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A mesma analise confirmou a identificacdo dos isolados obtidos de felinos como S.
brasiliensis, com valor de bootstrap fornecendo suporte estatistico de 100% no alinhamento dessas
16 sequéncias com a sequéncia de Sporothrix brasiliensis do GenBank KC693878.1/CBS_133005,

como demonstrado na figura 8.
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Figura 7. Filograma da regido do gene CAL de amostras de Sporothrix sp. obtidas de humanos. O método estatistico de

Maxima Verossimilhanca indica que 33 dessas amostras pertencem a espécie S. brasiliensis e duas a S. schenckii. A
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analise de Bootstrap, replicada 1000x, apresenta altos valores por ramo, dando suporte ao alinhamento entre as

sequéncias.
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Figura 8. Filograma da regido do gene CAL de amostras de Sporothrix sp. obtidas de felinos. O método estatistico de
Maxima Verossimilhanca indica que todas as 16 amostras pertencem a espécie S. brasiliensis. A analise de Bootstrap,

replicada 1000x, apresenta altos valores por ramo, dando suporte ao alinhamento entre as sequéncias.

Correlacionando filogeneticamente os isolados de S. brasiliensis obtidos de humanos e
felinos, observa-se na figura 9 abaixo ndo haver diferenciacdo dessas cepas em linhagens ou clados
diferentes em funcéo da origem geogréfica destas, ou do hospedeiro, estando todos os isolados dessa
espécie, obtidos nesse estudo, alinhados filogeneticamente a isolados de S. brasiliensis provenientes
de diferentes estados, de diferentes regides do Brasil. A mesma falta de diversidade também é
observada entre os isolados clinicos de S. schencki strictu senso de Pernambuco e de outros estados
do Brasil.

Considerando a identificagdo genotipica dos isolados, a tabela 6 abaixo apresenta a
identificacdo de cada amostra, correlacionando-as com o local de origem desta, bem como com a

forma clinica apresentada pelo hospedeiro humano ou felino.
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Figura 9. Filograma da regido do gene CAL de amostras de Sporothrix sp. obtidas de felinos e humanos. O método

estatistico de Méxima Verossimilhanca indica que os isolados de S. brasiliensis e S. schenckii de Pernambuco, apresentam

pouca diversidade em relacdo a cepas dessas espécies originarias de outros estados do Brasil. A analise de Bootstrap,

replicada 1000x, apresenta altos valores por ramo, dando suporte ao alinhamento entre as sequéncias.

Tabela 6. Identificacdo genotipica de isolados clinicos de Sporothrix sp.

Cadigo do Caédigo da Espécie Municipio/Bairro Forma de contagio Forma clinica Hospedeiro N°. do
laboratério colegdo GenBank
F02 URM 8229 S. brasiliensis Olinda/Jd. Atlantico - Localizada Felino -
HCPE 13 URM 7968 S. brasiliensis Recife/Torrbes Arranhadura de felino Cuténea fixa Humano MN449416
F15 URM 8230 S. brasiliensis Olinda/Bultrins Contato com solo Cuténea Disseminada Felino -

F18 URM 8231 S. brasiliensis Olinda/Ouro Preto - Localizada Felino -

F23 URM 8232 S. brasiliensis Olinda/Jd. Fragoso - Cutanea Disseminada Felino -

F24 URM 8233 S. brasiliensis Olinda/Jd. Fragoso Agressdo de outro(s) gato(s) Cutanea Disseminada Felino -

F25 URM 8234 S. brasiliensis Olinda/Jd. Fragoso Agressdo de outro(s) gato(s) Cutanea Disseminada Felino -

F27 URM 8235 S. brasiliensis Camaragibe/Tabatinga - Cutanea Disseminada Felino -

F28 URM 8236 S. brasiliensis Olinda/Jd. Brasil 1l Contato com solo Localizada Felino -

F29 URM 8237 S. brasiliensis Paulista/Pau Amarelo - Cuténea Disseminada Felino MN449417
F34 - S. brasiliensis Olinda/Rio Doce Arranhadura de felino Cuténea Disseminada Felino -
HCPE 48 - S. brasiliensis Camaragibe/Timbi Avrranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MH881040
HCPE 49 - S. brasiliensis Recife/Mangueira Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MN449415
HCPE 52 - S. brasiliensis Recife/Torrbes Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano -
HCPE 53 URM 8073 S. brasiliensis Paulista/ViI~a Torres Arranhadura de felino Cutanea Fixa Humano MH881039
HCPE 54 URM 7969 S. brasiliensis Recifce;;il:JI/aac?alena Contato com vegetal Linfocutanea Humano MH881041

contaminado

F60 - S. brasiliensis Camaragibe/- Contato com solo Linfocutanea Felino -
HCPE 63 URM 8074 S. brasiliensis Recife/Torrbes Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881042
F68 - S. brasiliensis Recife/Pina Agressdo de outro(s) gato(s) Localizada Felino -
HCPE 103 URM 8075 S. brasiliensis Camaragibe/Aldeia Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MH881038
HCPE 108 - S. brasiliensis Recife/Eng. Do Meio Avrranhadura de felino Cutanea Disseminada Humano -
HCPE 111 URM 8076 S. brasiliensis Recife/Jd. Sdo Paulo Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MH881043
HCPE 112 URM 8077 S. brasiliensis Olinda/Bairro Novo Arranhadura de felino Cuténea Disseminada Humano MH881044
HCPE 113 URM 8078 S. brasiliensis Recife/Cér. do Jenipapo Arranhadura de felino Cutéanea Fixa Humano MH881045
F126 - S. brasiliensis Olinda Séo Benedito Agressdo de outro(s) gato(s) Cutanea Disseminada Felino -
HCPE131 - S. brasiliensis Camaragibe/Tabatinga Arranhadura de felino Linfocutanea Humano -
F132 - S. brasiliensis Abreu e Lima/Matinha Agressdo de outro(s) gato(s) Localizada Felino -
F139 - S. brasiliensis Recife/Casa Amarela Agressdo de outro(s) gato(s) Cutanea Disseminada Felino -
HCPE 147 - S. brasiliensis Camaragibe/Tabatinga Arranhadura de felino Linfocutanea Humano -
HCPE 148 URM 8079 S. brasiliensis Olinda/Ouro Preto Arranhadura de felino Cuténea Disseminada Humano MH881046
HCPE 156 URM 8072 S. brasiliensis Olinda/Aguas Compridas Avrranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MK095464
HCPE 170 URM 8080 S. schenckii Vitéria de Santo Antéo/- Acidente em superficie Linfocutanea Humano MH844484
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HCPE 178 URM 8081 S. brasiliensis Olinda/Ouro Preto Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881047
HCPE 180 - S. brasiliensis Recife/Porto da Madeira Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881048
HCPE 195 URM 7970 S. brasiliensis Olinda/Ouro Preto Contato com felino s/ acidente Cutanea Fixa Humano MH881049
F198 - S. brasiliensis Olinda/Peixinhos Agressdo de outro(s) gato(s) Cutanea Disseminada Felino -

HCPE 227 URM 7971 S. brasiliensis Jaboardo/Prazeres Mordedura de felino Cuténea Disseminada Humano MH881050
HCPE 276 - S. brasiliensis Olinda/Ouro Preto Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MH881051
HCPE 279 - S. brasiliensis Recife/Arruda Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881052
HCPE 289 - S. brasiliensis Jaboatdo/Cajueiro Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881053
HCPE 313 - S. brasiliensis Paulista/Fragoso Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MH881054
HCPE 314 - S. schenckii Agua Preta Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH844485
HCPE 340 - S. brasiliensis Olinda/Amaro Branco Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881055
HCPE 355 - S. brasiliensis Paulista/Paratibe Arranhadura de felino Cuténea Fixa Humano MH881056
HCPE 356 - S. brasiliensis Paulista/Nobre Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881057
HCPE 358 - S. brasiliensis Olinda/Rio Doce Arranhadura de felino Cutanea Fixa Humano MH881058
HCPE 360 - S. brasiliensis Recife/Estancia - Cuténea Fixal Humano MH881059
HCPE 1027 - S. brasiliensis Macaparana Avrranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881060
HCPE 1028 - S. brasiliensis Olinda/Ouro Preto Arranhadura de felino Linfocutanea Humano MH881061
HCPE 1030 - S. brasiliensis Nazaré da Mata Arranhadura de felino Cuténea Disseminada Humano MH881062
HCPE 1035 - S. brasiliensis Dois irmaos Arranhadura de felino Cutanea Fixa Humano MH881063

A tabela 7 abaixo correlaciona, de forma suscinta, dados epidemioldgicos da esporotricose em

Pernambuco a caracterizac¢do genotipica dos isolados clinicos de Sporothrix sp., descrevendo grupos

de prevaléncia em hospedeiros humanos e animais.

Tabela 7. Descricdo das caracteristicas prevalentes dos casos registrados de esporotricose humana e

felina em Pernambuco.

Hospedeiro Casos Espécie Forma de contagio Forma clinica Grupos prevalentes (humanos)
registrados prevalente prevalente prevalente
Género  ldade Ocupacéo
Humano 59 Sporothrix Arranhadura de Linfocuténea e Feminino  10-77 Domeéstica
brasiliensis felino cutanea fixa anos
Animal 51 Sporothrix contato com Cutanea Masculino  0-12 -
brasiliensis outro(s) gato(s) disseminada Anos

5.4 Perfil de sensibilidade antifiingica

Dentre os sete farmacos testados frente 38 amostras testadas de Sporothrix brasiliensis,

isoladas de humanos e felinos, a média geométrica (MG) das CIMs obtidas demonstrou que a
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terbinafina foi o antifungico que apresentou melhor atividade frente a esses isolados, com CIM de
0,3 pg/mL (variacdo de CIM= 0,125-8 pug/mL), sendo seguida por cetoconazol (CIM= 0,6 pg/mL;
variagdo de CIM=0,03-16 pg/mL), itraconazol (CIM= 1 pg/mL,; variacédo de CIM=0,03-16 pug/mL),
anfotericina B (CIM= 1,3; variacdo de CIM= 0,25-8 pg/mL) e voriconazol (CIM= 6 pg/mL; variacdo
de CIM= 0,5-16 pg/mL). Fluconazol e iodeto de potassio apresentaram elevados valores de CIM
frente a Sporothrix sp., com CIM de 27 pg/mL (variacdo de CIM= 0,125-64 pg/mL) para fluconazol
e de 46 pg/mL (variagdo de CIM= 2-64 pg/mL) para o iodeto.

Para as duas amostras de S. schenckii, itraconazol foi o que apresentou melhor atividade
antifangica (CIM= 0,04; variacdo de CIM=0,03-0,06 pug/mL), seguido por terbinafina (CIM= 0,125;
variagdo de CIM= 0,125 pg/mL), cetoconazol (CIM= 0,2; variagdo de CIM= 0,06-1 pg/mL),
anfotericina B (CIM=0,7 pg/mL; variagdo de CIM= 0,25-2 pg/mL) e voriconazol (CIM=3 pg/mL;
variacdo de CIM=0,5-16 pg/mL). Fluconazol e iodeto de potassio apresentaram altos valores de CI1M,
sendo 8 pg/mL (variacdo de CIM= 1-64 pug/mL) para fluconazol e 45,2 pg/mL (variacdo de CIM=
32-64ug/mL) para o iodeto de potéssio.

Dentre os farmacos que apresentaram maior eficacia frente a Sporothrix brasiliensis, foram
observadas diferencas estaticamente significativas (valor de p <0,05) entre as CIMs obtidas de
itraconazol e terbinafina (p <0,001); anfotericina e cetoconazol (p <0,006). Em relag¢do as CIMs
obtidas frente aos isolados de S. schenckii, ndo foi verificada nenhuma diferenca significativa entre
os farmacos testados.

A tabela 8 abaixo apresenta a variacdo de CIM e os valores de CIM média dos sete farmacos
testados frente as cepas de S. brasiliensis e S. schenckii, bem como as CIMs para a ATCC 22019

Candida parapsilosis.

Tabela 8. Valores de CIM em pg/mL de sete farmacos antifangicos frente a 38 isolados clinicos de
S. brasiliensis e duas de isolados clinicos de S. schenckii.

Drogas antifungicas

ANFOB CETO FLC ITC Kl TBF VRC

Espécie (n) CIM CIM CIM CIM CIM CIM CIM

S. brasiliensis (38) Variagéo 0,125-16 0,03-64 1-64 0,03-16 2-64 0,125-8 0,5-16
MG 1,3 0,6 31 1 47 0,3 6,3

S. schenckii (2) Variagao 0,25-2 0,06-1 1-64 0,03-0,06 32-64 0,125-0,125 0,5-16
MG 0,7 0,24 8 0,04 45,2 0,125 3

ATCC 22019 CIM 2 0,03 0,5 1 64 0,125 0,5

ANFOB: Anfotericina B; CETO: Cetoconazol; FLC: Fluconazol; ITC: Itraconazol; Kl: lodeto de potéassio; TBF:

Terbinafina; VRC: Voriconazol; CIM: Concentracdo inibitéria minima.
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5.5 Atividade anti-Sporothrix de extratos de plantas

O extrato de aroeira, Schinus terebinthifolius, foi o que apresentou melhor atividade frente aos
isolados de Sporothrix brasiliensis, apresentando CIM média de 3 pg/mL (variacdo de CIM= 1-8
pg/mL), seguido pelo extrato de angico-branco, Anadenanthera colubrina (CIM= 5,3 pg/mL;
variacdo de CIM= 2-32 ug/mL). O extrato de pau-ferro (Libidibia ferrea) apresentou atividade frente
a esses isolados, porém em concentracBes mais elevadas em relacdo aos demais extratos testados,
apresentando CIM meédia de 8 pg/mL numa variagdo de CIM entre 2-64 pg/mL.

Estatisticamente, foi verificada diferenca significativa entre o extrato de aroeira-vermelha e
os demais extratos, onde o valor de p <0,005 foi observado correlacionando-se esse extrato com o de
angico-branco (p <0,042) e o de pau-ferro (p <0,028). No entanto, entre os extratos de angico-branco
e 0 de pau-ferro ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa.

Em relacdo a atividade desses extratos frente a Sporothrix schenckii, ndo foi observada
diferenca estatistica, havendo todos os extratos apresentado atividade contra isolados dessa espécie
em baixas concentracfes. A tabela 9 apresenta os valores de CIM média e a variacdo de CIM dos

extratos testados frente a isolados de Sporothrix sp. obtidos nesse estudo.

Tabela 9. Atividade anti-Sporothrix de trés extratos hidroalcdolicos de trés plantas

Extratos hidroalcoélicos

Schinus Anadenanthera Libidibia ferrea
terebinthifolius colubrina
Espécie (n) CIM CIM CIM
S. brasiliensis (8) Variacdo 1-8 2-32 2-64
MG 3 5,3 8
S. schenckii (2) Variagédo 2 2 4
MG 2 2 4

6. DISCUSSAO

No Brasil, desde 1998, um surto de esporotricose se estabeleceu no estado do Rio de Janeiro,
na regido Sudeste (Barros et al., 2003; 2004), em decorréncia da transmissdo zoondética promovida
por gatos infectados, via de transmissdo apresentada em 4.750 dos 5000 casos de esporotricose
humana entre 1998 e 2015 (Gremido et al., 2017).

Além do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo tém registro de surtos
da esporotricose (Fleury et al., 2001; Poester et al., 2018b), estados esses que apresentam condicdes

climaticas diversas, variando entre climas tropicais e subtropicais, Umidos, quentes ou secos
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(CEPERJ; Caus et al., 2018; Brandolt et al., 2018). Exceto no Espirito Santo, onde a ocorréncia de
surtos de esporotricose nao teve como principal fator a transmissao zoon6tica (De Araujo et al. 2015;
Caus et al., 2018), os demais estados apresentaram essa forma de transmisséo (Rodrigues et al., 2015;
Gremido et al., 2017; Poester et al., 2018Db).

O Estado de Pernambuco € caracterizado por seu clima tropical e quente, que varia entre
umido e seco entre os municipios (AGEITEC, 2011). Apresenta um territério que cobre uma area de
98.068,21 km? e uma populacgdo estimada de 8.796.448 habitantes (IBGE, 2017).

A capital do estado, Recife, esta situada na latitude 8° 04 '03' 's e longitude 34° 55' 00 " w no
centro da costa do nordeste brasileiro, banhada a leste pelo oceano Atlantico e situada a 4 m de altitude
acima do nivel do mar (PCR, 2013). Esta cidade esta inserida na area central da regido metropolitana
do Recife (mesorregido), que apresenta um territorio de 3.992 Km? composto por 15 municipios, dos
quais, além de Recife, Jaboatdo dos Guararapes e Olinda sdo as cidades mais populosas (PCR, 2013;
IBGE, 2017; FNEM, 2018).

No presente estudo foi-se demonstrado que 91% dos casos de esporotricose humana
registrados em Pernambuco apresentaram-se na RMR, em cidades caracterizadas pelo clima quente
e Umido. Apenas quatro casos foram registrados em cidades interioranas, sendo um caso em Vitoria
de Santo Antdo (a 48 Km de Recife), um em Agua preta (Mata Meridional Pernambucana, a 102 Km
de Recife), um em Macaparana (Mata Setentrional Pernambucana, a 125 Km de Recife) e um em
Nazare da Mata (Mata Setentrional Pernambucana a 63 Km de Recife). Em relagédo a esporotricose
felina, apenas uma cidade do interior registrou um caso, em Vitoria de Santo Antdo, tendo os demais
casos ocorridos na RMR.

A ocorréncia da esporotricose, no contexto geoclimatico do estado de Pernambuco, apresenta
caracteristicas semelhantes as apresentadas ndo sé em outros estados brasileiros, mas também em
relacdo ao apresentado na América Latina como um todo, uma vez que esta é considerada uma &area
de alta incidéncia da esporotricose, com ocorréncia em quase todos os paises da América Central e
América do Sul, e que apresenta condi¢bes climaticas variando entre clima subtropical, tropical,
quente, umido e seco em alguns paises desses continentes, fator que pode favorecer a prevaléncia de
fungos patogénicos como Sporothrix sp. (Diaz, 1989; Bustamante e Campos, 2001; Hay e Morris-
Jones, 2008; Queiroz-Telles et al., 2011; Chakrabarti et al., 2015; Orofino-Costa et al., 2017).

Os casos em Pernambuco ocorreram majoritariamente em decorréncia de acidentes com gatos
acometidos (89,9% dos casos), sendo Recife, com 21 casos, e Olinda, com 14, as cidades com maior
prevaléncia de esporotricose humana, seguidas por Camaragibe e Paulista que apresentaram 0 mesmo
namero de casos registrados, sete. Dos dois casos em que ocorreu transmissdo por via sapronética,
um ocorreu em Recife, no Bairro da Madalena (zona Oeste de Recife) e outro em Vitoria de Santo

Antao, respectivamente por acidente em espinho de flor e por acidente em superficie de uma parede.
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Apesar de ser uma das cidades mais populosas da RMR, Jaboatdo dos Guararapes apresentou
baixa incidéncia de esporotricose em humanos, com o registro de apenas trés casos. No entanto, é
importante ressaltar que os casos ocorridos nessa cidade se apresentaram em funcdo de transmissao
zoonotica e que, dentre os casos de esporotricose felina, cinco foram registrados nessa cidade, fatores
que indicam um potencial epidémico no municipio, bem como uma possivel subnotificacdo de casos.
Possivel subnotificacdo de casos de esporotricose felina também se observa em Recife, com registro
de apenas cinco casos, uma vez que 20 dos 21 casos de esporotricose humana registrados na cidade
tiveram como forma de transmisséo acidente com felinos acometidos.

No estudo de Silva et al. (2018), Recife apresentou-se como a cidade com a segunda maior
ocorréncia de esporotricose felina, com 15 casos registrados em dois anos. No entanto, os autores do
estudo apontam que 12 dos 15 casos registrados tratava-se de animais abandonados no Campus da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde existe um centro de atendimento veterinario, ndo
se sabendo a origem desses animais. O mesmo estudo traz ainda as cidades de Abreu e Lima e Olinda,
cidades aqui descritas, com uma ocorréncia de 18 e trés casos, respectivamente.

No presente trabalho, todos os animais analisados tinham um proprietario responsavel, sendo
possivel detectar com precisdo a origem desses felinos. A reducdo do nimero de casos em Abreu e
Lima, de 18 casos para trés, em Recife, de 15 para cinco, ndo aponta para um controle da doenca
nessas cidades, mas pode indicar, na verdade, uma subnotificacdo e/ou ainda abandono de animais
doentes, fendbmeno muito comum, uma vez que o tratamento da doenca em animais é dificil e
dispendioso (Gremi&o et al., 2015). Uma vez abandonados e sem um controle de zoonoses efetivo
pelo poder publico, ndo se tem um mapeamento adequado e nem uma nocao exata da dimenséo da
ocorréncia dessa doenga nos municipios apontados.

Em relacdo ao municipio com o maior nimero de casos, Olinda, observou-se um aumento de
mais de 11 vezes em relacdo ao que a cidade apresentou no estudo de Silva et al. (2018), de 3 para 34
casos. Uma vez que todos 0s casos aqui tratados sdo de animais domésticos, ndo € possivel precisar
o fator de aumento no numero de casos, porém pode-se inferir que, possivelmente, com o aumento
da informacéo e campanhas de conscientizacdo sobre a doenga no municipio, alguns proprietarios de
animais tenham buscado tratamento para seus animais ao invés de abandona-los. Além disso, segundo
Brizeno, Silva e Bassoli (2020), Olinda tem sido modelo no que diz respeito a agdes educativas sobre
a esporotricose, inclusive promovendo capacitacdes a profissionais da Secretaria de Salde e estudos
de caso da doenga, diferentemente do que ocorre em outras cidades pernambucanas.

Olinda e Recife sdo cidades que apresentam caracteristicas urbanas semelhantes, com grande
concentracdo de prédios e casas, areas desmatadas e caréncias estruturais no que diz respeito ao
saneamento basico e controle de zoonoses, fatores que, somados as caracteristicas ambientais podem

promover a ocorréncia massiva de doengas como a esporotricose em seus territorios.
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A ocorréncia massiva de casos de esporotricose humana e felina na RMR, bem como
ocorréncias pontuais em cidades do interior de Pernambuco, somados a forma majoritaria de
transmissdo por via zoonética, corroboram os trabalhos de Rodrigues et al. (2013), Gutierrez-
Galhardo et al. (2015), Gremido et al. (2017) Brandolt et al. (2018) e Poester (2018b), que
demonstram alta incidéncia da esporotricose em todo territério nacional em decorréncia da
transmissao zoonGtica. Esses fatores também demonstram um potencial para que o estado apresente
futuramente o cenario que Gutierrez-Galhardo et al. (2015) classificam como fendémeno de
epidemia/endemia zoondtica urbana.

A ocupacdo prevalente (trabalhadoras do lar) dentre os casos ocorridos demonstra que o perfil
socioecondmico de pacientes acometidos de esporotricose em Pernambuco é predominante dentre
grupos de baixa renda, assim como descrito no estudo realizado por Silva et al. (2012), em que é
descrita a predominancia dessa micose em regides mais pobres do Rio de Janeiro. A distribuicéo
espacial dos casos de esporotricose humana na RMR, apresenta a mesma caracteristica
sociodemografica da epidemia de esporotricose no Rio de Janeiro, onde a regido de maior ocorréncia
é composta por bairros de classe média baixa (Silva et al., 2012; Alzuguir et al., 2020).

Outro fator de equivaléncia, nesse sentido, entre o surto apresentado em Pernambuco ao do
Rio de Janeiro é a prevaléncia em individuos do género feminino, o qual foi 0 mais acometido pela
esporotricose no estado nordestino, correspondendo a 74,6% dos casos, assim como observado em
estudo de casos de esporotricose no municipio de Duque de Caxias, Rio de Janeiro, que descreveu
uma prevaléncia de 65,4% do género feminino entre os casos (Alzuguir et al., 2020).

Essa mesma caracteristica se apresenta em um estudo retrospectivo de casos de esporotricose
no Estado do Rio Grande do Sul, onde num universo de 100 casos descritos, 63 desses ocorreram em
mulheres (Brandolt et al., 2018). Diferentemente do ocorrido em Pernambuco e nos demais estados
citados, o Espirito Santo apresenta trabalhadores rurais pertencentes ao género masculino como grupo
social mais acometido pela esporotricose naquele estado, bem como a via saprondtica como
prevalente na transmissdo do patogeno (Caus et al., 2018).

A prevaléncia do género feminino em casos de esporotricose em Pernambuco pode estar
ligada ao fato de que a maioria dos cuidadores de animais sdo mulheres que passam a maior parte do
tempo em casa, por estarem desempregadas ou aposentadas, uma vez que 0s casos de acidentes com
felinos ocorrem em func¢éo do cuidado dos proprietarios desses animais direcionados a estes (Barros
et al., 2004; Silva et al., 2012).

Evidencia-se que a transmisséo da doenca se deu em decorréncia de cuidados dispendidos a
animais doentes, uma vez que a maioria das lesdes se deu em membros anteriores, com uma

frequéncia de 58,9% dos casos, especialmente nas méos (30,6% das ocorréncias).
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Segundo a Pesquisa Nacional em Saude do Brasil feita em 2013, 23,6% dos domicilios do
Nordeste brasileiro possuem gatos (PNS, 2013). Em numeros reais, considerando-se 0s gatos
domeésticos e de rua, a regido apresentou 7,3 milhdes desses animais, dos quais 971.127 estdo em
Pernambuco. O ultimo levantamento, entretanto, mostra que o Nordeste hoje detém 24,1% do nimero
de felinos (PNS, 2019), provavelmente tendo havido um crescimento nessa populacdo no estado de
Pernambuco.

Esse dado indica que, se medidas de controle mais efetivas como a de notificagdo compulséria
para casos de esporotricose felina, mapeamento de casos, e campanhas de conscientizagdo mais
efetivas em relacdo a doenca no estado ndo forem tomadas, o quadro da esporotricose apresentado no
estado do Rio de Janeiro pode se apresentar em Pernambuco. No entanto, como relatado em Silva et
al. (2012), que por se tratar de uma doenca que gera problemas de satde em algumas areas geograficas
e em desenvolvimento, o cenario que se apresenta para o futuro é preocupante.

Pacientes humanos acometidos de esporotricose em Pernambuco apresentaram de forma
equivalente as manifestacdes clinicas linfocutanea (45,7%) e cutanea fixa (42,4%).

Lopes-Bezerra, Mora-Montes e Bonifaz (2017) apontam que a forma linfocutanea é a que se
manifesta com maior frequéncia, com aproximadamente 65% dos casos apresentando essa
manifestacdo clinica. Zancope-Oliveira (2015) afirma que a forma cuténea fixa representa 20% dos
casos de esporotricose. A mesma autora ainda ressalta que a ocorréncia dessa forma clinica estaria
ligada a uma sensibilizacdo primaria do individuo a esporotriquina, toxina produzida por espécies
patogénicas de Sporothrix sp. Dessa forma, a alta ocorréncia da forma cuténea fixa entre pacientes
do presente estudo pode indicar uma grande exposi¢do da populacdo pernambucana a esporotriquina,
no entanto, nenhum teste foi realizado nesse sentido, sendo um ponto a ser verificado em estudos
posteriores.

Em sete dos casos relatados no presente trabalho, a manifestacado clinica apresentada em casos
de esporotricose humana foi a cutanea disseminada, menos frequente das manifesta¢cdes cutaneas
relatadas, com cerca de 8% de frequéncia dentre os casos relatados na literatura (Barros, Paes e
Schubach, 2011; Bonifaz e Tirado-Sanchez, 2017). Nos casos aqui descritos, apenas um dos pacientes
apresentava quadro de imunossupressao, devido a ocorréncia de diabete mellitus, o qual apresentou
quadro mais severo de lesdes, chegando a apresentar febre, sendo internado para tratamento com
anfotericina B.

Quatro dos casos de manifestacdo cutanea disseminada em humanos aqui descritos se deram
em decorréncia de maltiplas lesGes provocadas por felinos. Ainda que um dos fatores predisponentes
para ocorréncia de esporotricose disseminada ou cuténea disseminada seja a ocorréncia de um quadro
de imunossupressdo devido a alguma condicdo de base, nos casos descritos nesse estudo a grande

maioria se apresentou em pacientes sem nenhuma condi¢do preexistente, o que corrobora os estudos
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de Rodrigues et al. (2013), Almeida-Paes et al. (2014) e Bonifaz e Tirado-Sanchez (2017), os quais
afirmam que a ocorréncia de formas atipicas da esporotricose tém se tornado mais frequentes em
decorréncia da transmissdo zoondtica, uma vez que multiplas lesdes provocadas por esses animais
podem transmitir uma maior carga fangica para o hospedeiro.

Esses autores também afirmam que quadros de lesdes atipicas podem se apresentar de forma
mais recorrente no Brasil devido ao patégeno endémico no pais, presente na grande maioria dos casos
descritos: Sporothrix brasiliensis, espécie considerada a mais patogénica do Complexo Sporothrix
schenckii (Arrilaga-Moncrief et al., 2009; Borba-Santos et al., 2016b; Della-Terra et al., 2017; Ikeda
et al., 2018; Rossato et al., 2018).

No presente trabalho, S. brasiliensis foi a espécie descrita dentre todos os isolados obtidos de
lesGes oriundas de manifestacdo cutanea disseminada identificados genotipicamente, corroborando
Rodrigues et al. (2013), Almeida-Paes et al. (2014) e Bonifaz e Tirado-Sanchez (2017). Da mesma
forma, em todos os casos em que ocorreu manifestacdo de hipersensibilidade (sindrome de Sweet e
eritema nodoso) S. brasiliensis foi o patdgeno isolado, corroborando Almeida-Paes et al. (2014) onde
afirma haver relacdo entre esse tipo de reacdo e a acdo dessa espécie, e a transmissdo zoonatica.

Freitas et al. (2012) descreve como perfil prevalente para manifestacdo da sindrome de Sweet
mulheres de meia idade, apresentando trés casos de mulheres entre 47 e 78 anos de idade acometidas
dessa manifestagdo. Aqui o padrdo apresentado para essa sindrome se apresentou em uma paciente
de 51 anos, no entanto, difere em relacdo a segunda paciente, a qual tinha 24 anos de idade. Esse dado
indica que de fato a manifestagdo de reacdes de hipersensibilidade associadas & esporotricose tém
relacdo com a forma de transmissdo zoondtica, bem como ao patdgeno associado, S. brasiliensis.

O perfil epidemioldgico dos animais acometidos no presente estudo, com prevaléncia de gatos
machos, lesbes disseminadas e concentradas majoritariamente na cabeca e focinho, corrobora os
estudos de Gremido et al. (2015), Silva et al. (2018) e Poester (2018b), demonstrando que a
transmissdo do patdgeno entre essa populacdo se da em fungdo do carater territorialista desses
animais, bem como relacdo ao comportamento reprodutivo dos mesmos, uma vez que o sitio dessa
lesGes indiquem luta entre esses animais. Na maioria dos casos 0s donos informaram que esses
animais nao tiveram contato com outros gatos, no entanto muitos desses animais apresentaram lesfes
disseminadas e concentradas na cabeca e focinho, o que indica que provavelmente o relato dos donos
é impreciso, podendo estes animais terem tido contato com outros felinos doentes.

Os donos de alguns desses animais relataram que esses ndo tinham contato com outros felinos
seja de qualquer género, e que eles tinham contato com terra de jardim. Poester et al. (2018c) realizou
estudo de avaliacdo de solo em &reas de ocorréncia de esporotricose no Rio Grande do Sul, no intuito
de verificar a ocorréncia de S. brasiliensis no solo desses locais, o que ndo foi detectado. No entanto,

em Rodrigues et al. (2014a; 2016a) patogenos de Sporothrix sp. foram isolados do solo. Nesse
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sentido, um estudo do solo dessas localidades onde ocorreram casos de esporotricose felina sem ter
havido transmissao animal-animal se faz necessario, uma vez que em estudo realizado por Rodrigues
et al. (2015b) foi-se verificado a ocorréncia de S. brasiliensis em planta e uma possivel transmissdo
do vegetal para animal no Rio Grande do Sul. No entanto, o trabalho ndo demonstra que houve
transmissdo via classica, provavelmente se mantendo a forma de transmissao via zoondtica.

Apenas sete dos animais analisados nesse trabalho eram castrados, e desses apenas trés tiveram
algum tipo de contato com outros gatos, o que demonstra que o controle reprodutivo desses animais
se apresenta como um grande aliado no controle dessa zoonose.

No estudo de Poester et al. (2018b) os autores descrevem que em 58% dos casos de
esporotricose felina analisados na cidade de Rio Grande (RS), os animais eram castrados, e em Pelotas
apenas 29% desses animais eram castrados, 0 que os autores relacionaram a questéo socioeconémica,
uma vez que o procedimento é caro, indicando que em Rio Grande os proprietarios desses animais
teriam melhor condi¢éo financeira. No estudo realizado por Silva et al. (2018) apenas um animal era
castrado.

No presente trabalho, todos os animais castrados séo originarios da cidade de Olinda, em bairros
compostos por majoritariamente por familias de baixa renda. Como ja citado, apenas sete casos
ocorreram em animais castrados, e nos bairros em que eles residem outros casos também se
apresentaram, porém 0s animais nao apresentavam castracdo. Nos demais casos descritos em Olinda
e nas outras cidades a grande maioria dos animais ndo apresentava castragéo.

N&o foi possivel verificar a evolugdo dos casos de felinos, uma vez que o trabalho aqui descrito
se trata de um estudo retrospectivo de casos de esporotricose felina, baseado em fichas de atendimento
com os dados de cada caso obtidos pelos centros de vigilancia sanitaria dos municipios e fornecidos
ao LABEND/PE, que disponibilizou as fichas com os dados bem como os isolados para realizacdo
de anélise genotipica.

A baixa sensibilidade na deteccdo de estruturas fungicas a partir do exsudato corrobora a
afirmacdo de Arenas et al. (2018), de que ¢ dificil observar o parasito diretamente do material
bioldgico de humanos, uma vez que a carga fungica em individuos humanos é baixa se comparada a
encontrada em felinos, onde o patégeno apresenta uma acdo mais agressiva (Gremido et al., 2015).
No entanto, é interessante notar que o método de clarificagdo por KOH 20% de fragmento de tecido
lesionado, apresentou maior eficiéncia na deteccdo de células leveduriformes de Sporothrix sp.

O método de isolamento em meio de cultura ainda permanece como o mais confiavel para um
diagnostico preciso da esporotricose, dentre os métodos de diagndstico laboratorial desta micose,
corroborando estudos prévios (Sidrim, 2004; Ramos-e-Silva, 2007; Mahajan, 2014; Arenas et al.,
2018).
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Apesar da confiabilidade apresentada no diagndstico a partir do crescimento em cultura,
algumas limitacdes como tempo (cinco a sete dias) e risco de contaminacdo sdo dificuldades
enfrentadas na rotina laboratorial, o que impede a obtencdo de um diagnostico que apresente rapidez
e acuracia. Nesse sentido, diversos testes rapidos a partir da amostra clinica obtida de lesdo sugestiva
de esporotricose, soroldgicos ou a partir da derme do paciente se apresentam como solucdes efetivas
no sentido de se obter esse diagndstico de forma rapida (Almeida-Paes et al., 2007; Rodrigues, de
Hoog e Camargo 2015; Bonifaz et al., 2018; Zhang et al., 2019a; 2019b).

No trabalho aqui descrito, apesar das limitagdes descritas, 0 método de isolamento em cultura
para observacdo de estrutura micromorfoldgicas, especialmente a partir de fragmento de tecido,
apresentou consideravel eficacia, uma vez que 110 casos de esporotricose (felina e animal) foram
diagnosticados a partir dessa metodologia.

Alguns dos métodos de diagndstico rapido da esporotricose disponiveis sdo baseados em
técnicas de identificacdo genotipica, a partir de tipos especiais de PCR do DNA de Sporothrix sp.
extraido de amostra clinica, que ja identificam o patdgeno em nivel de espécie a partir do padrao de
banda apresentado no gel de eletroforese tomando como referéncia marcadores especificos para cada
espécie do complexo Sporothrix schenckii (Rodrigues, de Hoog e Camargo 2015; Zhang et al., 2019a;
2019b).

Os isolados identificados genotipicamente no presente estudo tiveram sequéncias de DNA
obtidas a partir de PCR convencional do gene CAL, as quais foram submetidas ao método proposto
por Marimon et al. (2007; 2008) para identificacdo de espécimes clinicos de Sporothrix sp., onde o
sequenciamento parcial desse gene é realizado, e aqui as espécies identificadas foram S. brasiliensis
e S. schencki, ratificando essa regido génica como altamente descritiva para espécies do Complexo
Sporothrix schenckii.

A capacidade descritiva dessa regido génica é observada a partir dos filogramas apresentados
nesse trabalho, onde observamos clara separacdo entre sequéncias de espécimes de espécies do
complexo, as quais apresentaram alto suporte estatistico representada nos valores de bootsrap
apresentado em cada n6 do dendrograma construido atraves da analise de Maxima Verossimilhanca.

Em Rangel-Gamboa et al. (2015) a analise de sequéncias CAL de S. schenckii, a qual foi
realizada a partir da separacdo dessas em clusters, verificou grande diversidade dentre quatro dos
cinco clusters presentes em diferentes regides do mundo onde a espécie ocorre, sendo um dos cinco
presente no Rio Grande do Sul, o qual apresentou baixa diversidade genética. No mesmo estudo foi
verificada baixa diversidade das sequéncias CAL de S. globosa, de grande ocorréncia na Asia, e S.
brasiliensis, endémica do Brasil.

Na analise de reconstrucdo filogenética realizada no presente estudo, observa-se que tanto as

sequéncias CAL de isolados de S. brasiliensis e S. schenckii obtidas de Pernambuco apresentaram
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alinhamento altamente suportado com sequéncias dessa espécie obtidas de isolados de outros estados,
confirmando a baixa diversidade dentre isolados dessas espécies no Brasil, demonstrada no estudo de
Rangel-Gamboa et al. (2015).

Rodrigues et al. (2013) apontam que isolados de S. brasiliensis em areas de ocorréncia de
surtos de esporotricose humana e animal tém apresentado 0 mesmo genétipo, confirmando assim a
prevaléncia da espécie em casos de transmissao zoondtica, e em Rodrigues et al. (2015b) os autores
afirmam que os gendtipos presentes em surtos de esporotricose felina sdo prevalentemente clonais.

Considerando que ambos os estudos foram realizados com sequéncias de diferentes estados
do Brasil, pode-se constatar que os resultados da analise do perfil genotipico de isolados de espécies
de S. brasiliensis de Pernambuco aqui obtidos apresentam as caracteristicas descritas nesse trabalho,
onde isolados dessa espécie sdo clonais em relacdo a isolados dessa espécie de outros estados
brasileiros, e confirmando a estreita liga¢&o entre a ocorréncia de perfis clonais de S. brasiliensis e 0
surto epizodtico de esporotricose em Pernambuco, indicando um genétipo bem sucedido no estado
como descrito em Rodrigues et al. (2015b).

Considerando ainda o estudo de Rodrigues et al. (2015b) em que sugere que S. brasiliensis,
no Rio Grande do Sul, pode estar sendo transmitido para o animal através de vegetal, aqui nds
descrevemos um caso de transmissao saprondtica por acidente com espinho de flor em que o agente
isolado da lesdo da paciente foi S. brasiliensis, o que, segundo o estudo de Rodrigues et al. (2015b)
pode indicar que essa espécie pode estar desenvolvendo novas estratégias de transmissao também em
Pernambuco, uma vez que esta ndo se trata de uma espécie ambiental.

O estudo de Silva et al. (2018) descreveu pela primeira vez um surto de esporotricose em
Pernambuco, no entanto, o presente trabalho € o primeiro a descrever um estudo de epidemiologia
molecular de esporotricose felina no estado, apontando S. brasiliensis como prevalente em casos de
esporotricose felina, e confirmando estudos prévios que correlacionam essa espécie a ocorréncia de
transmissdo zoondtica e consequente expansao geografica da esporotricose no territério brasileiro
(Rodrigues et al., 2013; Chakrabarti et al., 2015; Carlos e Batista-Duharte, 2015; Gremiédo et al.,
2017).

Kauffman et al. (2007) preconiza a administracdo de 200 mg/dia para casos de esporotricose
cuténea, e o dobro da dose quando houver refratariedade ao tratamento, terapéutica adotada para o
paciente que apresentou 0 quadro mais grave de esporotricose cutanea disseminada no presente
trabalho. No entanto, para os demais, 100 mg diarios de itraconazol apresentou-se como esquema
terapéutico adequado para quadros cutaneos de menor de complexidade, como proposto por Orofino-
Costa et al. (2017).

Também em um dos casos de esporotricose cutdnea disseminada houve associa¢do de

termoterapia ao uso de itraconazol, esquema que apresentou sucesso terapéutico, e que apresentou
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eficacia em casos de cromomicose (Bonifaz e Vasquez-Gonzales, 2011; Orofino-Costa et al., 2017).
Segundo Mahajan (2014), a termoterapia potencializa a atividade dos neutréfilos, e a associacdo desta
terapéutica com baixas doses de itraconazol pode ter permitido maior eficacia dessas células.

Os testes de sensibilidade aqui realizados demonstraram que terbinafina, cetoconazol,
anfotericina B e itraconazol apresentaram melhor atividade in vitro frente a S. brasiliensis e S.
schenckii, enquanto fluconazol, voriconazol e iodeto de potassio ndo apresentaram, ou apresentaram
baixa atividade frente a essas cepas. O documento M38-A2 (CLSI, 2008) preconiza que cepas de
Sporothrix sp. que apresentam crescimento em concentra¢Oes de itraconazol maiores que 8 pg/ml
indicam resisténcia a esse farmaco. No estudo de Espinel-Ingroff et al. (2017), que determina valores
de cutoff epidemioldgicos para espécies patogénicas de Sporothrix sp. frente a farmacos antifungicos,
0 ECV estabelecido para itraconazol é de 2 pg/ml para S. brasiliensis e S. schenckii

Aqui, a média geométrica das CIMs obtidas foi de 1 pug/ml, o que indica sensibilidade ao
itraconazol, segundo o documento M38-A2 (CLSI, 2008). Em relacdo a S. schenckii, as duas cepas
testadas apresentaram CIM abaixo de 8 pug/ml (0,03 e 0,06 pug/ml). Considerando Espinel-Ingroff et
al. (2017), observa-se que isolados de S. brasiliensis, originarios de Pernambuco, apresentam
sensibilidade ao farmaco, uma vez que o valor médio de CIMs obtidas frente a essas cepas
apresentaram valor médio abaixo do ECV estabelecido. S. schenckii apresentou sensibilidade ao
itraconazol, com valores de CIM inferiores ao estabelecido por Espinel-Ingroff et al. (2017) e pelo
documento M38A-2 (CLSI, 2008).

O estudo de Waller et al. (2020) faz um apanhado geral das CIMs obtidas para diversos
farmacos antifungicos frente as espécies de S. brasiliensis e S. schenckii apresentadas em diversos
estudos, e aponta que, para terbinafina, itraconazol e voriconazol observou-se a ocorréncia de
diversos isolados ndo-selvagens de S. brasiliensis, ou seja, isolados que apresentam resisténcia devido
a alguma mutagdo ou algum fator de resisténcia adquirido (Espinel-Ingroff et al., 2017). Para S.
schenckii, ocorrem isolados ndo-selvagens para itraconazol e anfotericina B.

Esse padrdo se observa em relacdo a 10 das cepas de S. brasiliensis testadas no presente
trabalho, que apresentaram CIMs entre 8 e 16 pg/ml, sendo essas cepas obtidas de humanos. No
entanto, € importante considerar que, mesmo com ocorréncia de resisténcia de S. brasiliensis ao
itraconazol in vitro, os pacientes tratados com essa droga apresentaram boa resposta clinica, em
consonancia com estudos prévios (Rodrigues et al., 2014b; Orofino-Costa et al., 2017).

Para S. schenckii ndo se observou o padrdo apontado em Waller et al. (2020) em relacdo a
itraconazol e anfotericina B, sendo esses isolados sensiveis a ambos os farmacos. Para Anfotericina
B, o guideline sugere que CIMs acima de 4 pg/ml indicam resisténcia de Sporothrix sp. ao farmaco
(CLSI, 2008), o que ocorreu em apenas quatro isolados de S. brasiliensis do presente estudo, sendo

este farmaco efetivo frente a ambas as espécies analisadas.
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Tratando-se de cepas de S. schenckii originarias de Pernambuco, os isolados dessa espécie
aqui obtidos apresentaram resposta in vitro consoantes a apresentada por sete cepas dessa espécie,
pertencentes a colecdo de culturas Micoteca URM, originarias da mesma regido, no estudo de
Valeriano et al. (2020), onde todas foram sensiveis tanto a anfotercina B e itraconazol, quanto a
terbinafina.

Apenas dois dos isolados de S. brasiliensis que apresentaram resisténcia in vitro frente a
itraconazol estiveram relacionados a casos de esporotricose cutanea disseminada, forma mais
complexa de manifestacdo cutanea associada a essa espécie e a transmissdo zoonotica (Rodrigues et
al., 2013), o que indica que apesar dessa associacdo dessa espécie a formas clinicas atipicas (Almeida-
Paes et al., 2014; Bonifaz e Tirado-Sanchez, 2017) ndo necessariamente apresentam resisténcia
antifungica ao itraconazol.

Apesar da terbinafina ter apresentado CIM média de 0,3 pg/ml, acima do ECV estabelecido
por Espinel-Ingroff et al. (2017) (0,12 ug/ml), e considerando o padréo estabelecido em Waller et al.
(2020) para esse farmaco frente a cepas de S. brasiliensis em outros estudos, considera-se a atividade
desse antifingico nesse estudo como uma boa atividade, uma vez que a CIM modal, ou seja, que se
apresenta com maior frequéncia (Espinel-Ingroff et al., 2017), foi a mesma do ECV estabelecido.
Considera-se ainda que um menor nimero de cepas de S. brasiliensis apresentou resisténcia a
terbinafina (oito), que ao itraconazol, com 10 ocorréncias.

Almeida-Paes et al. (2016) realizaram estudo onde verificaram a produgdo de melanina na
presenca de diversos farmacos, e constataram que a melanina confere resisténcia a alguns isolados de
S. brasiliensis e S. schenckii contra terbinafina. No presente trabalho essa caracteristica ndo foi
verificada em relacdo a essas cepas, 0 que sugere a realizacdo de estudos posteriores em relacédo a
isolados dessas espécies em Pernambuco que apresentem resisténcia a esse farmaco.

O estudo de Espinel-Ingroff et al. (2017) ndo conseguiu obter valores de ECV para
cetoconazol, bem como o documento M38-A2 (CLSI, 2008) ndo estabelece nenhum valor de
referéncia para esse farmaco frente a espécies de Sporothrix sp. No presente estudo, cetoconazol foi
o farmaco com melhor atividade dentre todos, com a maior CIM apresentada sendo de apenas 4 pg/ml,
sendo esta apenas uma ocorréncia. Kauffman et al. (2000) ndo recomenda o uso de cetoconazol para
o tratamento de nenhuma manifestacdo clinica de esporotricose. No entanto, Pereira et al. (2010)
avaliou a eficacia desse antifingico no tratamento de esporotricose felina, a qual promoveu cura
clinica em 171 animais avaliados, porém com apresentacdo de alguns efeitos adversos.

Apesar de ndo apresentar atividade in vitro, o iodeto de potassio ainda é uma boa opcao no
tratamento da esporotricose cutanea, especialmente quando associado a outro antifingico em casos

refratarios, como aqui apresentado em um dos casos de esporotricose cutanea disseminada. lodeto de
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potassio tem um mecanismo imunomodulador em neutréfilos e fagocitos (Orofino-Costa et al., 2013)
e em associacdo com o itraconazol pode apresentar bons resultados clinicos.

Kauffman et al. (2000) recomenda que o fluconazol s6 seja indicado em casos em que 0O
paciente apresente intolerancia ao itraconazol, numa dosagem de 400 mg/dia, por apresentar menor
efetividade. Aqui, o fluconazol apresentou CIMs elevadas tanto para S. brasiliensis quanto para S.
schenckii, condizente com o visto em Espinel-Ingroff et al. (2017), bem como o voriconazol, que em
estudo in vivo realizado por Fernandéz-Silva et al. (2013) ndo apresentou atividade contra S.
brasiliensis e atividade moderada contra S. schenckii. No entanto, no presente estudo, demonstrou
melhor atividade in vitro em relacdo ao fluconazol e ao iodeto de potassio.

Uma cepa apresentou CIMs elevadas para trés dos farmacos com melhor atividade
apresentada nesse estudo: anfotericina B, itraconazol e terbinafina, indicando assim se tratar de um
isolado multirresistente de S. brasiliensis.

O resultado apresentado pelos extratos aqui testados, Schinus terebinthifolius, Anadenanthera
colubrina e Libidibia ferrea indicam potencial desses em relacdo ao tratamento da esporotricose,
tanto para felinos quanto para humanos, uma vez que todos apresentaram atividade em baixas
concentracOes, especialmente o extrato de Schinus terebinthifolius, que apresentou atividade em
concentragcOes mais baixas que os demais extratos naturais testados.

Waller et al. (2016c) fizeram um levantamento de estudos que descrevem a atividade
antifangica frente Sporothrix sp. de diversos extratos naturais de plantas de 39 familias, apresentando
100 espécies que apresentaram potencial anti-Sporothrix. Dentre elas esta Schinus terebinthifolius
(aroeira), espécie originaria do Brasil pertencente a familia Anacardiaceae, e que apresenta valor
acessivel a pessoas de baixa renda, estando disponivel em feiras populares e comumente € utilizada
no tratamento de algumas enfermidades.

Em um dos casos de esporotricose felina do presente estudo, um dos proprietarios tratava as
feridas do animal com sabonete de aroeira. No entanto, ndo houve resposta positiva das lesdes, uma
vez que esse individuo levou seu animal a uma clinica veterinaria.

Terapias convencionais, apesar de eficazes, tém sido associadas a diversos efeitos adversos
para o0 paciente, seja ele humano ou animal, além de serem tratamentos caros (Barros et al., 2011,
Gremido et al., 2015). Considerando a problematica da esporotricose felina e do animal como vetor
principal da doenca no Brasil, estando relacionado a grande epidemia de esporotricose no Brasil, a
disponibilizacdo de um tratamento de facil acesso e com menos efeitos adversos pode ser fator
atenuante na questdo do abandono do animal doente, uma vez que o custo dos cuidados desprendidos
ao animal acometido séo altos, e sendo a esporotricose uma doenga que atinge massivamente
populagbes menos favorecidas, muitas pessoas podem abandonar esses animais por ndo terem

condic¢des de manter o tratamento.
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Nesse sentido, o resultado apresentado pelos extratos de plantas tipicas do nordeste brasileiro
abre uma excelente perspectiva no que diz respeito a contencdo da expansdo da esporotricose no
estado de Pernambuco e no Brasil, uma vez que oferece uma opg¢édo de tratamento financeiramente
acessivel. No entanto, estudos futuros no sentido de se detectar os componentes desses extratos, bem
como a citoxicidade e estudos em modelo murino para verificar a atividade in vivo devem ser

realizados para que essas venham a ser op¢des viaveis no tratamento da esporotricose.

7. CONCLUSOES

A esporotricose em Pernambuco apresenta as mesmas caracteristicas descritas nos surtos dos
estados de Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sao Paulo, tanto no que diz respeito ao perfil clinico
quanto sociodemografico (regides carentes) e socioecondémico (pessoas de baixa renda,
especialmente mulheres trabalhadoras do lar) dos pacientes acometidos, sendo essa também uma
doenca negligenciada, indicando potencial epidémico no estado nordestino, com massiva ocorréncia
na RMR, especialmente nas cidades de Recife e Olinda. No entanto, como aqui demonstrado, cidades
do interior do estado também tém apresentado ocorréncia de casos, indicando alta dispersao.

Assim como em outros surtos descritos no Brasil, a transmissdo zoonotica é o principal fator
de propagacdo da doenca no estado Pernambuco, sendo o gato o principal vetor do patdgeno
prevalente nos casos de esporotricose, estando ligada ao cuidado dispendido a animais doentes.

O padrao ouro no diagnostico da esporotricose ainda se apresenta como ferramenta confiével,
sendo o fragmento de tecido de lesdo sugestiva o material clinico com melhor possibilidade de
isolamento de espécies patogénicas de Sporothrix sp.

A dosagem de 100 mg/dia de itraconazol oral apresenta-se de forma eficiente no tratamento da
esporotricose humana, podendo ser dobrada a dose em casos de refratariedade ou adotada associagdo
de termoterapia.

S. brasiliensis é a espécie prevalente nos casos de esporotricose felina e humana no estado de
Pernambuco, confirmando estudos anteriores que apontam alta prevaléncia dessa espécie em surtos
de esporotricose devido a transmissdo zoondtica, fatores que estdo vinculados a manifestacdes
atipicas da micose como a forma cutdnea disseminada da doenca. Isolados de S. brasiliensis
originarios de Pernambuco apresentam gendtipo clonal em relacdo a isolados dessa espécie
originarios de outros estados brasileiros.

A alta ocorréncia de manifestacdo cutanea fixa da esporotricose em humanos pode indicar alta
exposicdo de individuos residentes na RMR a esporotriquina, toxina produzida por espécies
patogénicas de Sporothrix sp., sugerindo a realizacdo de estudos posteriores nesse sentido. A

ocorréncia de transmissdo de S. brasiliensis por via sapronotica em quatro casos de esporotricose
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felina e um caso em humano, sugere mudancas na estratégia de infeccdo dessa espécie em
Pernambuco. No entanto, estudos posteriores se fazem necessario no sentido de se confirmar essa
possibilidade.

Cetoconazol, anfotericina B, itraconazol e terbinafina apresentaram melhor atividade
antifangica in vitro frente as cepas de S. brasiliensis e S. schenckii, no entanto, a ocorréncia de cepas
resistentes de S. brasiliensis ao itraconazol vem se apresentando frequentemente comum, o que sugere
a realizacdo de estudos posteriores no sentido de propor novas alternativas terapéuticas.

Verificou-se nesse sentido que, extratos hidroalcoolicos de Anadenanthera columbrina,
Libidibia ferrea e Schinus terebinthifolius apresentam bom potencial anti-Sporothrix, podendo no
futuro, apds estudos de citotoxicidade e em modelos murinos, se apresentarem como op¢ao viavel no

tratamento de esporotricose.
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APENDICES

APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolucéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa “Esporotricose em
Pernambuco: diagnostico, descricdo epidemioldgica, caracterizacdo genbmica, protedmica e
antifungica dos isolados do Complexo Sporothrix schenkii”, que esta sob a responsabilidade do (a)
pesquisador (a) Carlos Alberto Tiburcio Valeriano, Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria
— Recife/PE — 50.670.901, Recife-PE-Telefone (81) 2126 8000/ (83) 99143-6328; e-malil
carlosneuron_7@hotmail.com, inclusive ligacBes a cobrar e conta com a colaboracdo do Prof. Dr.
Reginaldo Gongalves de Lima Neto Telefone para contato: (81) 2126 8525/ (81) 9147 9644, e-mail
goncalves_reginaldo@hotmail.com.

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo entenda. Caso
haja alguma duvida, pergunte a pessoa a quem esta lhe entrevistando, para que o/a senhor/a esteja
bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apds ser esclarecido (a) sobre as informagdes
a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa o
(@) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o
direito de retirar o consentimento da sua participagdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer
penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

A pesquisa proposta tem como objetivo detectar, isolar e identificar fungos agentes da
esporotricose em amostras clinicas, coletadas a partir de lesdes caracteristicas desta doenca para
realizacdo do diagnostico micoldgico.

Profissionais da area realizardo as coletas, de forma correta e segura, utilizando material
esterilizado e descartavel, ndo oferecendo perigo aos pacientes. No entanto, o paciente, devido a
qualquer motivo, podera ficar a vontade para ndo fazer a coleta, ou a ndo participacédo da pesquisa.

O material colhido sera levado ao Laboratério de Micologia Médica, no Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco para a realizacéo dos estudos.

O paciente que participar desta pesquisa se beneficiara diretamente com um diagnéstico de
confianca, podendo iniciar um tratamento de forma mais rapida, o que ira ajudar na sua melhoria de
vida.

As informag0Oes desta pesquisa serdo confidenciais e apenas serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacbes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s
responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacdo. Os dados coletados
nesta pesquisa por meio de questionario e fotos da area da micose ficardo armazenados em arquivo
no computador do laboratorio, sob a responsabilidade do pesquisador e do orientador, no enderego
Av. Prof. Moraes Rego, 1235 — Cidade Universitaria, Recife — PE, CEP: 50.670-901, pelo periodo
de, pelo menos, cinco anos.

O (a) senhor (a) ndo pagarad nada para participar desta pesquisa. Se houver necessidade, as
despesas para a sua participagédo serdo assumidos pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes
da participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderad consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — Prédio do CCS - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).
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(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF ,
abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas dividas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar do estudo “Esporotricose em Pernambuco: diagnodstico, descricdo epidemioldgica,
caracterizacdo genémica, protedbmica e antifungica dos isolados do Complexo Sporothrix schenkii”,
como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo pesquisador sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar o0 meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do
voluntario em participar.

Nome:

Assinatura:

Nome:

Asinatura:
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APENDICE B- TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 12 a 18 ANOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos vocé, ap6s autorizagdo dos seus pais [ou dos responsaveis legais] para participar como
voluntario (a) da pesquisa: Esporotricose em Pernambuco: diagndstico, descricdo epidemiologica,
caracterizagcdo gendmica, protedbmica e antifingica dos isolados do complexo Sporothrix schenckii.
Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a) Carlos Alberto Tiburcio Valeriano, Av.
Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria — Recife/PE — 50.670.901, Recife-PE-Telefone (81)
2126 8000/ (83) 99143 6328; e-mail carlosneuron_7@hotmail.com, inclusive ligacGes a cobrar e
conta com a colaboracdo do Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, Telefone para contato:
(81) 2126 8525/ (81) 9147 9644, e-mail goncalves_reginaldo@hotmail.com.

Este Termo de Consentimento pode conter informagGes que vocé entenda. Caso haja alguma
duvida, pergunte a pessoa que esta Ihe entrevistando para que esteja bem esclarecido (a) sobre sua
participagdo na pesquisa. Vocé ndo tera nenhum custo, nem receberd qualquer pagamento para
participar. Vocé serd esclarecido(a) sobre qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar
ou recusar-se. Apos ler as informacGes a seguir, caso aceite participar do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas é para ser entregue aos seus pais para guardar e a outra
é do pesquisador responséavel. Caso ndo aceite participar, ndo haverd nenhum problema se desistir, é
um direito seu. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um
Termo de Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participacéo a
qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Descricdo da pesquisa: A pesquisa tem como objetivo diagnosticar e descrever a epidemiologia dos
casos de esporotricose em Pernambuco, caracterizar os isolados clinicos do complexo Sporothrix
schenckii e propor novas alternativas terapéuticas.

Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntério na pesquisa: A coleta de dados sé se iniciara
ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE. Haverd a coleta de material
bioldgico, onde serdo colhidos secrecdo e fragmentos superficiais de lesdes caracteristicas da doenca,
utilizando-se bisturi para realizagdo de uma leve raspagem para coletas de fragmentos em lesGes que
apresentem ressecadas, e swab para coleta de pus, ambos esterilizados, para ser realizado o
diagnostico micoldgico. As coletas serdo realizadas conforme a solicitacdo médica.

RISCOS diretos para o voluntario: Risco de constrangimento no momento da coleta, entretanto
serdao utilizados para o desenvolvimento da referida pesquisa apenas amostras bioldgicas de
secrecao de pacientes que terdo solicitacdo médica para diagndstico microbioldgico, independente
de execucdo do projeto.

Possivel perda de alguma das amostras, entretanto o pesquisador se compromete com a
manipulacdao do material de forma adequada e segura. Possivel quebra de sigilo ou extravio de
algum dado do prontuario do paciente. Como forma de minimizar esses riscos, o pesquisador se
compromete com a manipulacdo adequada do prontudrio e a confidencialidade dos dados
coletados conforme declaracdo anexada na plataforma Brasil.

BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

A garantia de receber todos os esclarecimentos sobre “o instrumento de coleta de dados (aplicacdo de
questionario, entrevista, formulario)” antes e durante o transcurso da pesquisa, podendo afastar-se em
qualquer momento se assim o desejar, estando assegurado o absoluto sigilo das informagdes obtidas;
b- A seguranca plena de que néo sera identificado mantendo o carater oficial da informacéo, assim
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como, 0 paciente estd assegurada que a pesquisa ndo acarretard nenhum prejuizo individual ou
coletivo; c- A segurancga de que ndo terd nenhum tipo de despesa material ou financeira durante o
desenvolvimento da pesquisa, bem como, esta pesquisa ndo causara dano fisico ou mesmo
constrangimento moral e ético ao entrevistado; d- A garantia de que toda e qualquer responsabilidade
nas diferentes fases da pesquisa € dos pesquisadores, bem como, fica assegurado, podera haver
divulgacdo dos resultados finais em 6rgdos de divulgacao cientifica em que a mesma seja aceita; e-
A garantia de que todo o material resultante serd utilizado exclusivamente para a construcdo da
pesquisa e ficara sob a guarda dos pesquisadores, podendo ser requisitado pelo entrevistado em
qualquer momento. Acrescentamos que 0s sujeitos envolvidos na pesquisa serdo diretamente
beneficiados com o diagndstico de seu possivel processo infeccioso, direcionando um tratamento
rapido e eficaz.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e seréo divulgadas apenas em eventos ou
publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis
pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa
(idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos, etc), ficardo armazenados em (pastas de arquivo
no computador pessoal do pesquisador responsavel), sob a responsabilidade do pesquisador (Carlos
Alberto Tiburcio Valeriano), no endereco (acima informado), pelo periodo de no minimo 5 anos.
Nem vocé e nem seus pais [ou responsaveis legais] pagardo nada para vocé participar desta pesquisa.
Se houver necessidade, as despesas para a sua participacdo e de seus pais serdo assumidas ou
ressarcidas pelos pesquisadores. Fica também garantida indenizagdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da sua participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-
judicial.

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé poderad consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — Prédio do CCS - 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

ASSENTIMENTO DO MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO

Eu, , portador (a) do documento de Identidade
(se ja tiver documento), abaixo assinado, concordo em participar do estudo,
“Esporotricose em Pernambuco: diagnodstico, descri¢cdo epidemioldgica, caracterizagdo gendmica,
protedmica e antifingica dos isolados do complexo Sporothrix schenckii” como voluntario (a). Fui
informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, o que vai ser feito, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios que podem acontecer com a minha participacdo. Foi-me
garantido que posso desistir de participar a qualqguer momento, Sem gque eu ou meus pais precise pagar
nada.

Local e data
Assinatura do (da) menor :
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Presenciamos a solicitacdo de assentimento, esclarecimentos sobre a

pesquisa e aceite do/a voluntario/a em participar. 02 testemunhas (ndo ligadas a equipe de
pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura:
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ANEXOS

ANEXO A- Parecer Consubstanciado

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
P ﬁ PERNAMBUCO CENTRO DE  “ QGragy orme
= ¥ CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESPOROTRICOSE EM PERNAMBUCO: DIAGNOSTICO, DESCRIGCAO
EPIDEMIOLOGICA, CARACTERIZAGCAO GENOMICA, PROTEOMICA E
ANTIFUNGICA DOS ISOLADOS DO COMPLEXO Sporothrix schenkii

Pesquisador: CARLOS ALBERTO TIBURCIO VALERIANO
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 70369117.5.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.199.596

Apresentacao do Projeto:

Trata de um projeto intitulada "Esporotricose em Pernambuco: diagnéstico, descrigdo epidemioldgica,
caracterizagdo gendémica, protedmica e antifingica dos isolados do complexo Sporothrix schenckii”. A
pesquisa sera desenvolvida no programa de Pés-Graduagdo em Biologia de Fungos tendo como
pesquisador responsavel o doutorando Carlos Alberto Tiburcio Valeriano orientado pelo Prof. Reginaldo
Gongalves de Lima Neto.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Diagnosticar e descrever a epidemiologia dos casos de esporotricose em Pernambuco, caracterizar os
isolados clinicos do Complexo Sporothrix shenckii e propor novas alternativas terapéuticas.

Objetivo Secundario:

a) Diagnosticar os casos de esporotricose humana e felina a partir exsudacao inflamatéria e/ou escarificacao
epidérmica; b) Identificar os isolados fenotipicamente, genotipicamente e espectrometria por MALDI-TOF
MS; c) Descrever os fatores de risco e a frequéncia das espécies identificadas, considerando o municipio
de origem da cepa e a manifestagao clinica da doenga; d) Determinar a sensibilidade antifingica (iodeto de
potassio, anfotericina B, itraconazol, miltefosina, extratos hidroalcoolico de Schinus terebinthifolius e
compostos de tiofeno; e) Implementar o
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O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagées Basicas|PB_IN FORMACOES_BASICAS_DO_P 28/06/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_893144.pdf 10:57:10
TCLE / Termos de | TCLEPais.doc 27/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
Assentimento / 13:30:21 | TIBURCIO
Justificativa de VALERIANO
Auséncia
TCLE / Termos de | TALEmenoresde18anos.doc 27/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
Assentimento / 13:27:38 |TIBURCIO
Justificativa de VALERIANO
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEmaioresde18.docx 27/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
Assentimento / 13:27:01 | TIBURCIO
Justificativa de VALERIANO
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLEparaadultosnalfabetizadosjuridica | 27/06/2017 | CARLOS ALBERTO | Aceito
Assentimento / menteincapazes.docx 13:26:26 | TIBURCIO
Justificativa de VALERIANO
Auséncia
Outros Vinculo.pdf 27/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito

13:25:19 |TIBURCIO
VALERIANO
Projeto Detalhado / | Projetoesp.docx 27/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
Brochura 11:14:48 |TIBURCIO
Investigador VALERIANO
Outros TermoConfid.pdf 27/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
11:13:46 |TIBURCIO
VALERIANO
Outros anuenciacetene.pdf 19/06/2017 | CARLOS ALBERTO | Aceito
07:27:37 |TIBURCIO
VALERIANO
Outros dados.pdf 12/06/2017 | CARLOS ALBERTO | Aceito
11:12:42 |TIBURCIO
VALERIANO
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Qutros Anuenciasame.pdf 12/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
11:12:10 |TIBURCIO
VALERIANO
Outros Anuenciamic.pdf 12/06/2017 | CARLOS ALBERTO | Aceito
11:11:39 | TIBURCIO
VALERIANO
Outros Anuenciader.pdf 12/06/2017 | CARLOS ALBERTO | Aceito
11:10:49 |TIBURCIO
VALERIANO
Folha de Rosto FDRosto.pdf 12/06/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
11:07:33 |TIBURCIO
VALERIANO
Outros questionario.docx 28/05/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
13:40:06 |TIBURCIO
VALERIANO
Outros LattesRG.pdf 28/05/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
12:37:36 | TIBURCIO
VALERIANO
Outros LattesCATV.docx 28/05/2017 |CARLOS ALBERTO | Aceito
12:36:25 |TIBURCIO
VALERIANO

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

RECIFE, 03 de Agosto de 2017

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador)

Enderego: Av.da Engenhana s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saude
Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE

Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588

CEP: 50.740-600

E-malil: cepccs@ufpe.br
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