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CRUZ, Ingrid Ludmilla Rodrigues. Estudo de isolados sequenciais de Sporothrix spp.
obtidos de pacientes com esporotricose disseminada de evolucéo cronica e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, 2020. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Pesquisa Clinica em
Doencas Infecciosas) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas, 2020.

RESUMO

Esporotricose € uma micose subcutanea que afeta humanos e outros mamiferos, causada por
fungos do género Sporothrix. Em individuos imunocomprometidos, principalmente com
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), pode ser fatal. Ja foi demonstrado que
Sporothrix brasiliensis, principal espécie causadora de esporotricose no estado do Rio de
Janeiro, é capaz de aumentar sua viruléncia in vivo. Entretanto, ndo se sabe com que frequéncia
esse evento ocorre em pacientes com formas cronicas e refratarias de esporotricose. Também
ha poucos dados sobre como as concentragdes inibitorias minimas (CIM) de antifingicos frente
a isolados de S. brasiliensis em pacientes com esporotricose refrataria se comportam ao longo
do tratamento. Desta forma, o objetivo desse estudo foi comparar isolados sequenciais de
Sporothrix spp., a fim de detectar possiveis aumentos de viruléncia e aquisi¢ao de resisténcia a
antifungicos durante o curso cronico da doenca, bem como correlacionar tais achados com
dados clinicos dos pacientes. Este foi um estudo descritivo, com amostra de conveniéncia
composta de pacientes com esporotricose e aids, da coorte do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas. Os isolados foram identificados por reacdo em cadeia da polimerase
utilizando iniciadores especificos de cada espécie. O crescimento dos isolados foi avaliado
frente a fontes alternativas de carbono e comparado com o crescimento na presenca de glicose.
A suscetibilidade aos farmacos anfotericina B, itraconazol, posaconazol e terbinafina foi
avaliada nas formas filamentosa e leveduriforme do fungo, seguindo protocolo preconizado
pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI). Pesquisaram-se possiveis fatores de
viruléncia fangica: termotolerancia, resisténcia ao estresse nitrosativo e oxidativo, producédo de
urease, fitase, aspartico-protease, hemolisinas e lipases. Foram incluidos cinco pacientes, dos
quais foram isolados e analisados 16 isolados de Sporothrix spp. Todos os pacientes
apresentaram aids avancada, com complicacdes relacionadas a esporotricose disseminada e a
outras doencgas oportunistas. Todos os isolados foram identificados como S. brasiliensis e
tiveram um bom crescimento em glicose e N-acetil-D-glucosamina, mas ndo em lactato. Quanto
a suscetibilidade antifingica, todos os isolados de dois dos pacientes estudados eram do tipo
ndo selvagem para terbinafina, entretanto foram considerados tipo selvagem para os demais
antifungicos testados. Nao houve variacdo significativa entre as CIM nas duas morfologias,
mas estas aumentaram ao longo do curso da doenca em alguns isolados de pacientes tratados
com anfotericina B. A termotolerancia dos isolados foi considerada de moderada a alta e,
embora ndo significativo, isolados de sitios corporais profundos apresentaram maior
termotolerdncia. Todos os isolados foram capazes de produzir enzimas relacionadas a
viruléncia, exceto fitase e fosfolipase, sendo a esterase mais produzida por isolados obtidos de
lesbes cutaneas. Em alguns pacientes foram observadas alteracbes em todos os fenétipos
estudados durante o curso da doenca. Nao houve associacao estatistica dos fendtipos estudados
com aspectos clinicos dos pacientes. Os resultados mostram que os fendtipos de S. brasiliensis
podem impactar na evolucao da esporotricose cronica, mas ndo em todos os pacientes. O status
imunoldgico do hospedeiro parece ter papel preponderante no desfecho clinico.

Palavras-chave: Esporotricose. Sporothrix. Viruléncia. Suscetibilidade antifingica. Sindrome
da imunodeficiéncia adquirida.



CRUZ, Ingrid Ludmilla Rodrigues. Study of sequential isolates of Sporothrix spp. obtained
from patients with chronic disseminated sporotrichosis and acquired immunodeficiency
syndrome, 2020. 97 f. Dissertacdo (Mestrado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas) —
Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, 2020.

ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis that affects humans and other mammals, caused by
fungi of the genus Sporothrix. In immunocompromised individuals, especially those with
acquired immunodeficiency syndrome (aids), it can be fatal. It has been demonstrated
that Sporothrix brasiliensis, the main species causing sporotrichosis in the state of Rio de
Janeiro, is able to increase its virulence in vivo. However, it is not known how often this event
occurs in patients with chronic and refractory forms of sporotrichosis. Also, it is unknown if
there is a stability in the minimum inhibitory concentrations (MIC) of antifungals against
isolates of S. brasiliensis in patients with refractory sporotrichosis. Thus, the objective of this
study was to compare sequential isolates of Sporothrix spp., in order to detect possible increases
in virulence and acquisition of resistance to antifungals during the chronic course of the disease,
as well as to correlate these findings with clinical data of patients. This was a descriptive study,
with a convenience sample composed of patients with sporotrichosis and aids, from the Evandro
Chagas National Institute of Infectious Diseases cohort. The isolates were identified by
polymerase chain reaction using specific primers for each species. The growth of the isolates
was evaluated against alternative sources of carbon and compared with the growth in the
presence of glucose. The susceptibility to the drugs amphotericin B, itraconazole,
posaconazole, and terbinafine was evaluated in the filamentous and yeast forms of the
fungi, following the protocols recommended by the Clinical and Laboratory Standard Institute
(CLSI). Possible fungal virulence factors were investigated: thermotolerance, resistance to
nitrosative and oxidative stress, production of urease, phytase, aspartic protease, hemolysins,
and lipases. Five patients were included, of whom 16 isolates of Sporothrix spp. were isolated
and analyzed. All patients had advanced aids, with complications related to disseminated
sporotrichosis and other opportunistic diseases. All isolates were identified asS.
brasiliensis and presented good growth in glucose and N-acetyl-D-glucosamine, but not in
lactate. As for antifungal susceptibility, all isolates from two of the patients studied were non-
wild type for terbinafine, however they were considered wild type for the other antifungals
tested. There was no significant variation between the MICs in the two morphologies, but there
was an increase over the course of the disease in some isolates from patients treated with
amphotericin B. The thermotolerance of the isolates was considered moderate to high and,
although not significant, isolates from deep body sites presented higher thermotolerance. All
isolates were able to produce virulence-related enzymes, except for phytase and phospholipase,
and esterase was more produced by isolates obtained from skin lesions. In some patients,
alterations were observed in all phenotypes studied during the course of the disease. There was
no statistical association between the studied phenotypes and clinical aspects of the patients.
The results show that the studied fungal phenotypes can impact the evolution of chronic
sporotrichosis in some patients. The immune status of the host seems to have a major role in
the clinical outcome.

Keywords: Sporotrichosis. Sporothrix. Virulence. Antifungal susceptibility test. Acquired
immunodeficiency syndrome.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO

No ano de 1898, Benjamin Schenck, estudante de medicina da Universidade Johns
Hopkins, em Baltimore, Estados Unidos da América (EUA), isolou o agente da esporotricose
pela primeira vez, de um paciente de 36 anos que apresentava lesdes na méo direita e no braco.
Esse isolado foi enviado ao micologista Erwin Smith, que posteriormente concluiu que o fungo
pertencia ao género Sporotrichum. Em 1900, Hektoen e Perkins, também nos EUA (Chicago,
[llinois), relataram um caso de esporotricose em um menino que se feriu com um martelo,
apresentando ledes tipicas da esporotricose em seu dedo, as quais apresentaram regressao
espontanea (HEKTON; PERKINS, 1900; SCHENCK, 1898). Antes da descrigdo feita por
Benjamim Schenck, Linck em 1809, Lutz e Splendore em 1889, j& haviam relatado uma micose
com aspectos semelhantes aos da esporotricose no Brasil. Todavia esses autores néo
conseguiram isolar o fungo, impossibilitando sua descricdo (KWON-CHUNG; BENNET,
1992).

Mais tarde, em 1903, Sabouraud sugeriu 0 uso de iodeto de potéssio para o tratamento
da esporotricose, micose que era endémica na Franga (KWON-CHUNG; BENNET, 1992).
Ainda hoje, esse tratamento pode ser utilizado, pois permanece como uma terapia satisfatoria
em diversos casos de esporotricose (MACEDO et al., 2014).

No ano de 1907, Lutz e Splendore identificaram no Brasil o primeiro caso de infeccéo
natural em ratos causada por Sporothrix schenckii (LUTZ; SPLENDORE, 1907). Passaram-se
dois anos até que a possibilidade de infeccdo por S. schenckii em outros mamiferos, como o
gato, fosse demonstrada experimentalmente (BEURMANN et al., 1909).

No ano de 1952, ocorreu o primeiro relato de caso de esporotricose humana relacionada
a contato com gato (SINGER; MUNCE, 1952). Posteriormente, constatou-se que a transmisséao
do agente da esporotricose também pode ser zoonética. O papel dos felinos nessa micose obteve
grande relevancia quando Read e Sperling, no ano de 1982, relataram um surto que envolvia
cinco pessoas que tiveram contato com um gato infectado. Desde entdo, tornaram-se comuns
relatos em diferentes regides geograficas, onde donos de gatos e veterinarios sdo apontados
como um grupo de risco para aquisicdo de esporotricose (HIRANO et al.,, 2006;
YEGNESWARAN et al., 2009).

No final da década de 90, a esporotricose comecou a ter relevancia no Brasil, quando

felinos foram apontados como transmissores do agente desta micose (BARROS et al., 2011).
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No estado do Rio de Janeiro, 0 aumento de esporotricose zoondtica foi relatado em
1998, e perdura até os dias de hoje, com niveis hiperendémicos (BARROS et al., 2001;
FALCAO et al., 2020). Um estudo publicado no ano de 2012 buscou apontar geograficamente
os locais com o maior nimero de casos de esporotricose no estado do Rio de Janeiro, entre eles
estava 0 municipio do Rio de Janeiro que concentrou 0 maior nimero de casos, seguido por
Duque de Caxias, S8o Jodo de Meriti, Nova lguacu, Nilopolis, Belford Roxo e Mesquita
(SILVA et al., 2012).

Os gatos infectados séo as principais fontes de transmissao na hiperendemia instaurada
no Rio de Janeiro, mesmo em alguns casos os felinos ndo apresentando lesdes aparentes ou ndo
provocando traumas. Entretanto, foi realizado o isolamento do fungo por meio de “swab” nasal
em gatos assintomaticos, apontando assim a possibilidade de transmissdo por via inalatoria
(BARROS et al., 2004). O aumento abrupto de casos chamou atencéo para grupos vulneraveis,
entre eles, os infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (FALCAO et al., 2019;
FALCAO et al., 2020; FREITAS et al., 2014).

1.2 GENERO Sporothrix

1.2.1 Taxonomia e identificacao

Sporothrix spp. pertence ao Reino Fungi e durante muitos anos foi taxonomicamente
classificado da seguinte forma: Divisdo Eumycota, Subdivisdo Deuteromycotina, Classe
Hyphomycetes, Ordem Moniliales e Familia Moniliaceae (LACAZ et al., 1998). No entanto,
foi realizada uma revisdo taxondmica deste fungo e ele passou a ser classificado como
pertencendo a Divisdo Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem Ophiostomatales, Familia
Ophiostomataceae (GUARRO, 2012).

Alguns importantes critérios taxondmicos como a morfologia celular, forma de
brotamento, tipo de ciclo sexual e os esporos continuam sendo importantes para a identificacdo
fangica, porém, identificar e classificar espécies é uma tarefa ardua e muitas vezes erronea
quando baseada apenas em caracteristicas fenotipicas (MEYER et al., 2008. Até o ano de 1962,
0 agente etioldgico da esporotricose era classificado como pertencente ao género Sporotrichum.
Apo6s uma analise mais detalhada de sua morfologia e fisiologia, ficaram claras suas diferencas
em relacdo a outros fungos deste género, que ndo compreende agentes patogénicos ao homem
nem a outros animais (CARMICHAEL, 1962). Em sua grande maioria, 0s fungos do género

Sporothrix ndo sdo patogénicos, mas sim fungos ambientais associados principalmente a
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plantas, solo e madeira em decomposi¢do. Durante um longo periodo, S. schenckii foi apontada
como a Unica espécie causadora da esporotricose (LACAZ, 2002). Porém, ap0s a utilizacdo de
um grande numero de isolados, de diferentes regides geogréaficas, para uma analise filogenética
baseada em sequenciamento parcial de genes constitutivos, mostrou-se uma elevada diferencga
molecular neste fungo (MARIMON et al., 2006). Um ano mais tarde, apds vasto estudo
genotipico e fenotipico, Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que S. schenckii nédo
deveria ser a Unica espécie causadora da esporotricose.

Atualmente sugere-se que existam 53 espécies pertencentes a esse género
(RODRIGUES et al., 2020). Alguns fungos dimdrficos desse género sdo apontados como
causadores da esporotricose. Entre eles é possivel citar: S. schenckii, S. globosa, S. brasiliensis,
S. luriei, S. pallida, S.mexicana e S. chilensis, sendo o0s trés primeiros clinicamente mais
relevantes (OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2016). Estudos indicam que
a taxonomia do género Sporothrix esteja fundamentada em resultados fenotipicos e utilizacdo
de marcadores moleculares que possibilitem a diferenciacdo das espécies (MARIMON et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2012). Comumente sdo observadas variacGes fenotipicas das espécies
fangicas em niveis inter e intraespecificos (MITCHELL; XU, 2003) tornando importante a
utilizacdo de variados subsidios a fim de aprimorar os resultados quanto a classificacdo de
espécies. Entre essas ferramentas, é possivel citar: sequenciamento do A&cido
desoxirribonucleico (DNA), ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz e analisador de
tempo de voo (MALDI-TOF), hibridizacdo DNA-DNA, entre outras.

A identificacdo das espécies de Sporothrix baseada em caracteristicas fenotipicas
apresenta limitacGes, uma vez que caracteristicas iguais podem ser apresentadas por espécies
filogeneticamente relacionadas, ao passo que técnicas moleculares podem classificar
corretamente todas as 53 espécies do género. Para tal, sdo utilizados como alvos as regifes
ITS1+5.85+ITS2 e os genes da calmodulina (CAL), p-tubulina e fator de alongamento (EF).
Além disso, as técnicas moleculares também fornecem dados fundamentais para estudos
voltados para epidemiologia molecular, estrutura de populacGes, diversidade genética e
recombinacdo genética (LOPES BEZERRA et al., 2018).

Existem variadas formas de identificacdo molecular citadas na literatura, que sao
utilizadas para a identificacdo de especies, como por exemplo, reacdo em cadeia da polimerase
e polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo (PCR-RFLP) e amplificagdo por
circulo rolante (RCA), o segundo é utilizado para identificacdo especifica das espécies de
Sporothrix, por meio do desenvolvimento de sondas tendo como alvo polimorfismos no gene

codificador da calmodulina. Essa técnica propiciou a diferenciacdo da maioria das espécies
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patogénicas de Sporothrix, S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. luriei, S. mexicana e S.
pallida (RODRIGUES et al. 2015b).

As espécies apresentam variabilidade em diversas sequéncias genéticas e o
sequenciamento parcial do gene da calmodulina (CAL), é amplamente utilizado para diferenciar
as espécies de Sporothrix (MARIMON et al., 2007).

No ano de 2015, Rodrigues e colaboradores abordaram o desenvolvimento de novos
marcadores baseados no gene da calmodulina. Esta escolha foi realizada devido a existencia de
variadas regides informativas ao longo de sua sequéncia, que evidenciam o seu valor no
reconhecimento filogenético entre as espécies pertencentes ao complexo Sporothrix. O estudo
foi realizado por meio da PCR espécie-especifica utilizando os primers (Ssch, Sbra, Sglo), onde
a partir de amostras de culturas fangicas e tecidos de modelos murinos, conseguiram diferenciar
as espécies (Figura 1) de maior interesse para a clinica médica em um pequeno nivel de
deteccdo 10-100 fentogramas de DNA de Sporothrix spp., demonstrando assim, um excelente

resultado quanto a sensibilidade, especificidade, além de facil execucdo da técnica.

Figura 1: Regido de pareamento dos iniciadores especificos para identificacdo molecular das espécies do género

Sporothrix baseada no gene da Calmodulina

A
Sbra-F
E> 1 90 200 . 3(')0 ] 400 500 , 690 g 7(.)0 It)p
[ Intron2 [&] Intron3 Exon 4 [ ntrond Exon 5 CAL
i . 469bp Sbr;—R S. brasiliensis
B
Ssch-F
190 » 200 ; 390 : 400 500 : 890 i 790 pp
[ Intron2 [&] Intron3 | Exon 4 [ Intrond4 Exon 5 CAL
3 <=
331bp Ssch-R _S. schenckii_|
C
Siﬁo-F
1(?0 200 : 390 ; 400 500 " 690 i 790 Ibp
[ Intron2 [&] Intron3 Exon 4 [ Intrond____ Exon 5 CAL
b <2
243bp Sglo-R S. globosa |

Legenda: Iniciadores especificos utilizados para identificagdo molecular das espécies do género Sporothrix, onde
fragmentos variaram entre 144 e 469 pb. Os produtos de PCR com importéncia para o presente estudo foram: A -
iniciadores de Sporothrix brasiliensis, Shra-F e Sbra-R; B - Iniciadores de Sporothrix schenckii, Ssch-F e Ssch-R;
C- Iniciadores de Sporothrix globosa, Sglo-F e Sglo-R.

Fonte: Rodrigues et al., 2015a (com modificagdes).
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Outros métodos diagndsticos vém sendo descritos na literatura com a finalidade de
suprir as limitacGes de métodos empregados na rotina laboratorial. A técnica de T3B
“fingerprinting” ¢ um deles, descrita com o intuito de gerar diferentes padrdes de bandas entre
S. brasiliensis, S. globosa, S. schenckii e S. mexicana. Apds as analises, foi observada uma alta
concordancia entre os padroes de bandas gerados pela técnica de T3B “fingerprinting” e o
sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Além disso, foi relatado que o teste foi
importante na identificacdo de 14 isolados que previamente ndo tinham sido identificados por
métodos fenotipicos (DE OLIVEIRA et al., 2012).

Em 2015, foi relatado o desenvolvimento e otimizacdo de um protocolo de MALDI-
TOF para a identificagdo de espécies do género Sporothrix, que claramente distinguiu as
espécies S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. schenckii, S. luriei e S. pallida, permitindo
assim, a identificacdo de todos os isolados em nivel de espécie, confirmado pelo
sequenciamento parcial do gene da calmodulina (DE OLIVEIRA et al., 2015). Recentemente,
foi desenvolvida uma PCR multiplex em tempo real, baseada no gene da calmodulina, que pode
simultaneamente detectar a presenca de DNA de S. globosa, S. schenckii e S. brasiliensis. Os
limites de deteccdo da técnica foram de 10 copias de &cido nucleico para S. globosa e S.
schenckii e 100 copias para S. brasiliensis. Os autores concluiram que o ensaio multiplex foi
répido, eficaz, preciso e altamente sensivel, permitindo a detec¢do de coinfec¢do e interpretagdo
mais rapida dos resultados, além de sugerirem que, no futuro, esse teste possa ser
comercializado como um kit de deteccdo dos agentes etiologicos da esporotricose (ZHANG et
al., 2019).

1.2.2 Morfologia

As espécies patogénicas humanas do género Sporothrix sdo dimorficas. Quando
cultivadas a 25 °C ou no ambiente, assumem a forma filamentosa. Macroscopicamente, as
colbnias filamentosas em meios de cultura como Agar Batata Dextrose (PDA) podem possuir
aspecto liso e enrugado, branco e creme logo no inicio (Figura 2A) e adquirir alteracdo na
tonalidade para marrom ou negra com o passar dos dias (Figura 2B) (KWON-CHUNG,;
BENNETT, 1992; RIPPON, 1988), porém algumas isolados sao capazes de formar coldnias de
coloracdo escura desde o inicio do crescimento (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). As
colbnias das estruturas leveduriformes sdo vistas quando o fungo € cultivado a 35 °C e, quando
analisadas macroscopicamente em meios de cultura especificos como Brain Heart Infusion

(BHI), apresentam cor clara, normalmente creme e de consisténcia cremosa (Figura 2C).
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Figura 2: Macromorfologia do género Sporothrix.

Legenda: A - Cultura filamentosa em meio agar batata dextrose (PDA) incubada em estufa a 25 °C, com variagéo
de hialina a marrom claro, com aspecto algodonoso. B - Cultura filamentosa em meio PDA incubado em estufa a
25 °C, marrom e com aspecto enrugado. C - Cultura leveduriforme em meio agar infusdo cérebro coracdo (BHI)
incubada em estufa a 35 °C, de coloracéo clara e aspecto cremoso.

Microscopicamente, a forma filamentosa apresenta hifas hialinas septadas e
ramificadas, finas, com conidios hialinos em arranjo simpodial e conidios demaceos com
formatos que variam de acordo com a espécie (Figura 3A) (MARIMON et al., 2007; SINGHAI
et al., 2012). As leveduras sdo, em geral, unibrotantes, podendo apresentar aspecto ovalado,
fusiforme e com brotamento em forma de charuto conforme observado na Figura 3B
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). Via de regra, in vivo, as espécies patogénicas de
Sporothrix séo evidenciadas em tecidos humanos ou animais vertebrados na forma de levedura.
Em raros casos, hifas podem ser observadas nos espécimes clinicos (LARONE, 2002).

Figura 3: Micromorfologia do género Sporothrix.
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Legenda: A - Aspecto microscopico de cultura filamentosa em meio agar batata dextrose (PDA) incubada em
estufa a 25 °C, visualizada em microscopio Optico com lactofenol azul de algodédo, evidenciando hifas hialinas,
finas e conidios ovoides e soltos, algumas vezes agrupados conferindo-Ihes 0 aspecto de “margarida” B - Amostra
de cultura leveduriforme incubada a 35 °C, visualizada em microscopio 6ptico, corada com azul de algodao,
evidenciando diversas estruturas leveduriformes com brotamento em forma de charuto.

In vitro, é possivel observar a fase micelial ou leveduriforme utilizando meios de cultura
especificos a 25 °C ou 37 °C (MENDONCGCA et al., 1976). Alguns fatores podem auxiliar na

termoconverséo, entre eles a aeracdo, o pH, fontes de carbono, tensdo de CO> e presenca de
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cations divalentes. Sobretudo, a temperatura possui papel determinante no dimorfismo da
espécie (ALSINA; RODRIGUEZ-DEL, 1984; VALLE et al., 1983).

1.2.3 Parede celular

Os fungos do género Sporothrix apresentam uma parede celular que envolve a
membrana plasmatica, tanto na forma de levedura quanto na forma de hifa. Sdo aparentes as
diferencas caracteristicas na espessura da parede celular dos conidios, leveduras e hifas
(SVOBODA,; TRUJILLO-GONZALEZ, 1990).

Os fungos possuem uma parede celular que pode ser considerada complexa. Tem sido
demonstrado que S. schenckii produz vesiculas, o que favorece o transporte de moléculas
através da parede celular, sendo uma importante fonte de liberac&o de fatores de viruléncia para
0 meio externo (ALBUQUERQUE et al., 2008; IKEDA et al., 2018). Sabe-se que a parede
celular de S. schenckii é composta por B-glucanas e peptideo-ramnomananas. Figueiredo e
colaboradores demonstram em estudo utilizando modelo murino que isolados de S. schenckii
com maior proporc¢ao de ramnose na parede celular costumam ser mais virulentos, apresentando
uma menor taxa de sobrevida (FIGUEIREDO et al., 2004).

1.2.4 Material genético e polimorfismos

Por muitos anos, os estudos de tipagem de S. schenckii foram baseados em anélises de
polimorfismo dos fragmentos gerados por endonucleases de restricdo do DNA mitocondrial
(mtDNA), com a endonuclease Haelll. Logo no inicio, foram citados 24 tipos de mtDNA (LIN
et al., 1999). Posteriormente, os tipos 25-30 (MORA-CABRERA et al., 2001) e 31-32
(ISHIZAKI et al., 2009), foram inseridos.

No ano de 2014, foi publicada a comparacdo gendmica dos dois maiores causadores de
esporotricose humana e felina: S. schenckii e S. brasiliensis, sendo o tamanho dos genomas de
32,4 Mb e 33,2 Mb, respectivamente. Com esse estudo, foi sugerido que pode haver novas
oportunidades para estudos funcionais, a fim de se compreender a biologia destes fungos e a
infeccdo por eles causada (TEIXEIRA et al., 2014; HUANG et al., 2016).

Apesar da importancia da esporotricose como doenga, com Varias areas endémicas
relatadas nos ultimos anos, foram realizados poucos estudos tratando de polimorfismos
genéticos e arquitetura gendmica dos isolados do género Sporothrix. Algumas publicacGes

sugerem que polimorfismos genéticos de Sporothrix spp. possam estar relacionados com a
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viruléncia fungica. Um estudo revelou que uma cepa de S. schenckii, isolada de um caso de
esporotricose humana cutanea disseminada, apresentou uma delecdo de 10 pares de bases da
regido ribossomal nédo transcrita, quando comparada com uma cepa controle obtida de um caso
de esporotricose cutanea fixa (ZHANG et al., 2011).

Polimorfismos genéticos também s&o relatados com a suscetibilidade antifungica do
género Sporothrix. Um estudo baseado em sequéncias do gene da calmodulina e da regido de
transcricao interna (ITS - Internal Transcribed Spacer) de 22 isolados de S. brasiliensis e 39 de
S. schenckii mostrou que S. brasiliensis possui uma baixa diversidade genética e uma pequena
variagdo de suscetibilidade ao itraconazol e posaconazol. Por outro lado, os isolados de S.
schenckii foram separadas em 10 haplétipos, que se correlacionaram com a alta variedade de
concentra¢es inibitdrias minimas (CIM) dos farmacos mais comumente usados no tratamento

da esporotricose, sdo eles: itraconazol, posaconazol e terbinafina (RODRIGUES et al., 2014).

1.2.5 Ecologia e fisiologia

Sporothrix spp. € um fungo saprobio de matéria organica viva ou em decomposicao, e

seu desenvolvimento se déa principalmente em éreas tropicais e subtropicais. E encontrado em
musgos, feno, espinhos de rosas, entre outros materiais organicos, possuindo ampla distribuicao
geogréfica e pode apresentar caracteristicas distintas de sobrevivéncia (ALMEIDA-PAES et
al., 2009; MESA-ARANGO et al., 2002; TELLEZ et al., 2014).
Esses substratos sdo indicados como importantes fontes de transmissdo na cadeia
epidemioldgica deste fungo (KWON-CHUNG; BENNET, 1992; RIPPON, 1988). Para
sobreviver em seu habitat natural, é necessario um conjunto de condi¢des e recursos que 0
auxiliam, como a abundancia de celulose, temperatura de crescimento de aproximadamente
31°C e um pH que econtra-se em uma faixa entre 3,5 e 9,4 (KWON-CHUNG; BENNET, 1992;
NORIEGA et al., 1993; RAMIREZ-SOTO et al., 2018).

Observam-se, ainda, diferengas fisiologicas nas duas morfologias de Sporothrix spp.,
em que sua forma filamentosa pode crescer bem em pH em torno de 3,0 - 11,5, mas células de
levedura s6 podem crescer dentro da faixa de pH 3,0 - 8,5 (GOSH et al., 2002). Outra
caracteristica fisioldgica importante é a capacidade que o fungo possui de metabolizar ureia,
além de realizar a aquisicdo redutora de ferro por enzimas secretadas extracelularmente e
tolerancia a cicloheximida a 0,25% (MARIMON et al., 2007).
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1.2.6 Fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia sdo recursos que permitem ao microrganismo a possibilidade de
sobrevier e ampliar seu crescimento no hospedeiro. Ainda ndo ha uma explicacdo concreta para
a origem da viruléncia dos fungos do género Sporothrix. O mecanismo pelo qual eles adquirem
e mantém sua viruléncia ndo esta bem esclarecido, uma vez que nao precisam obrigatoriamente
de um hospedeiro animal em seu ciclo de vida. Acredita-se que sua viruléncia possa estar
relacionada as interacOes intermicrobianas que estabelecem em seu habitat. J& foi demonstrado
em alguns estudos que as células de levedura de S. schenckii quando ingeridas pela ameba
Acanthamoeba castellanii podem sobreviver dentro deste protozoario, mata-lo e usa-lo como
nutriente (STEENBERGEN et al., 2004). Outros fungos dimorficos desenvolvem o mesmo
comportamento de S. schenckii e possuem seus fatores de viruléncia bem descritos, o que ainda
ndo ocorre em relacdo a todos os possiveis fatores de viruléncia relacionados ao género
Sporothrix (GUIMARAES et al., 2016; GUIMARAES et al., 2019).

Ainda sobre viruléncia, atualmente modelos invertebrados tém sido cada vez mais
utilizados para testes voltados a determinacdo e comparacgao da viruléncia fangica. Sugere-se
que esses modelos possuam certa semelhanca imunoldgica com mamiferos, além de terem um
excelente custo-beneficio para a pesquisa (THOMAZ et al., 2015). O modelo lepidoptero
Galleria mellonella tem sido usado para estudos com S. brasiliensis, Paracoccidioides lutzii,
Histoplasma capsulatum, entre outros microrganismos (FREITAS et al., 2015a; THOMAZ et
al., 2015). Outro modelo invertebrado que se mostra versatil e importante para a pesquisa
experimental principalmente na &rea da neurobiologia € o Caenorhabditis elegans, pois possui
caracteristicas semelhantes as dos seres humanos, esse modelo ja foi utilizado em estudos
envolvendo Paracoccidioides sp. e Histoplasma sp, por exemplo (KATNER et al., 2019;
MARTORELL et al., 2019, SINGULANI et al., 2018). Além dos modelos citados acima, é
possivel falar também sobre Tenebrio molitor, cada vez mais utilizado como modelo alternativo
em diversos estudos de viruléncia fungica, e micotoxinas produzidas por Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Penicillium expansum entre outros (SOUZA et al., 2018). J& que a infec¢do
experimental em insetos € possivel de ser realizada, provavelmente a infec¢do natural possa
ocorrer em insetos que vivam no mesmo habitat de Sporothrix spp., 0 que também pode ter
impacto na viruléncia.

A termotolerancia é um fator associado a viruléncia, para cada hospedeiro estudado.
Os fungos do género Sporothrix possuem a capacidade de tolerar e, muitas vezes, crescer na

temperatura corpérea dos hospedeiros endotérmicos (37 °C). Isolados com capacidade de
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crescimento a 37 °C sdo em geral capazes de realizar algum tipo de disseminagdo pelo
organismo hospedeiro, enquanto que isolados com capacidade de crescimento restrita a 35 °C
costumam causar lesdes localizadas (KWON-CHUNG; BENNET, 1992; MESA-ARANGO et
al., 2002; TACHIBANA et al., 1998). Um fato que corrobora tal afirmacdo é que S. globosa
tem baixa termotolerancia, com inibicdo de seu crescimento quando incubado a 37 °C, ao
contrario das espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. luriei e S. mexicana. Por esse motivo, é
considerada uma espécie de baixa viruléncia em relacdo as demais patogénicas, ja que quando
inoculada em camundongos ndo provoca a morte dos animais, apresentando baixo nivel de
carga parasitaria e apenas inflamacdo local, o que ndo difere com o tamanho do in6culo
utilizado (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009). Entretanto, quando se trata da infeccéo
em humanos causada por essa espécie, faz-se necessario tratamento (MOUSSA et al., 2017
OLIVEIRA et al., 2010).

Classicamente, as hemolisinas foram denominadas como exotoxinas responsaveis por
lisar células nucleadas e glébulos vermelhos. Atualmente, sugere-se que as hemolisinas séo
toxinas que formam poros que sdo capazes de interagir com ligantes especificos na superficie
de algumas células-alvo. As hemolisinas ja foram estudadas em espécies de bactérias,
mamiferos e até mesmo em plantas (NAYAKA et al., 2012; ZOHR et al., 2017). O primeiro
relato de atividade hemolitica em fungos filamentosos ocorreu no ano de 1939 durante uma
analise das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus, em que micélios cultivados
apresentaram atividade hemolitica (HENRICI, 1939).

Ao longo dos anos, diversas hemolisinas fangicas tém sido apontadas como possiveis
fatores de viruléncia (REMENTERIA et al., 2005; VESPER, 2004). Estudos relatam que A.
fumigatus produz uma hemolisina entitulada de asp-hemolisina que facilita o curso da
aspergilose e pode estar presente em outras infec¢fes oportunistas (BATOOL et al., 2013). Em
outros estudos relacionados a hemolisinas flngicas, € relatado que variadas espécies de
Candida demonstram hemdlise quando cultivadas em meio especifico, indicando, assim, que
esse pode ser um importante fator de viruléncia na infecgdo no hospedeiro (LUO et al., 2001;
MANNS et al., 1994). Essas enzimas estdo associadas a aquisicdo de ferro, o qual possui
extrema importancia no estabelecimento do processo infeccioso, portanto a captacdo desse
elemento possui grande valia para a sobrevivéncia do microrganismo (MANNS et al., 1994;
NEVITT; THIELE, 2011). Em alguns microrganismos, como A. flavus, A. fumigatus,
Blastomyces dermatitidis, Candida albicans e Cryptococcus neoformans, o mecanismo de

hemdlise e seus detalhes estruturais sdo bem caracterizados, em contraste, ainda ha muito o que



26

se estudar em relacdo a outras espécies fungicas (NAYAKA et al., 2012; ZOHR et al., 2017),
em especial no género Sporothrix.

Em diversos microrganismos, a urease € apontada como uma enzima que possibilita o
uso da ureia como fonte de nitrogénio. Sugere-se também, que a urease desenvolve uma fungdo
protetora para plantas, uma atividade tdxica para insetos e até mesmo agregacao plaquetaria
para alguns mamiferos. Em variados estudos, é possivel ver a gama de papéis exercidos pela
urease na natureza (CARLINI et al., 2016; FOLLMER, 2008). A urease € considerada um
importante fator de viruléncia para muitos microrganismos, entre eles as bactérias Helicobacter
pylori e Proteus mirabilis, com a liberacdo de amdnia resultando no aumento parcial do pH
acido do trato gastrointestinal (DUBREUIL et al., 2002), e do trato urinario, respectivamente
(MOBLEY et al., 1995), deixando os tecidos do hospedeiro em condi¢bes mais propicias para
uma melhor reproducao bacteriana. A literatura demonstra a importancia da urease como fator
de viruléncia em varias espécies de fungos patogénicos. Acredita-se que no fungo dimoérfico
Coccidioides spp., a urease apresenta importante atividade de alcalinizagdo, a qual €
fundamental para seu dimorfismo, pois a sobrevivéncia do fungo seria mais complexa e inviavel
em meio acido (MOBLEY et al., 1995). A urease também é apontada como fator de viruléncia
em Trichophyton rubrum (HIRUMA et al.,, 2013), Paracoccidioides brasiliensis e C.
neoformans (ROCHA et al., 2009), sendo importante fator de viruléncia na criptococose do
sistema nervoso central (COX et al., 2000).

Dentre outros fatores que contribuem com a viruléncia, estdo as fosfolipases que agem
na degradacdo dos fosfolipidios que compdem a membrana celular e, juntamente com as
proteases, podem facilitar o processo de invasdo tecidual do hospedeiro durante o processo de
infeccdo (GHANNOUM, 2000; KANTARCIOGLU; RUCHEL et al., 1992; YUCEL, 2002).

Ja as lipases extracelulares sdo consideradas importante fator de viruléncia em
numerosas espécies de fungos. Entre suas possiveis fungdes estdo a digestdo de lipidios para
obtencdo de nutrientes, adesdo as células e tecidos do hospedeiro e ativacdo de reacdes
inflamatdrias (PARK; DO; JUNG, 2013; SCHALLER et al., 2005; STEHR et al., 2004).

As esterases estdo relacionadas a digestdo de lipidios facilitando a aquisicdo de
nutrientes, adesdo a células e tecidos do hospedeiro, e processos que podem afetar as células do
sistema imunoldgico, prejudicando assim, a defesa do hospedeiro (SCHALLER et al., 2005).

Uma das caracteristicas importantes para diferenciacdo entre as lipases e as esterases €
que a primeira possui a capacidade de catalisar a hidrélise de ligages éster com triacilglicerdis
com mais de 10 carbonos, ou seja, de cadeia longa, ja a segunda catalisa a hidrdlise de

triacilglicerdis constituidos por acidos graxos de cadeia curta. A caracteristica e especificidade
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de cada uma destas enzimas esta diretamente ligada a hidrofobicidade, ja que as lipases
possuem atracdo por substratos insolGveis, enquanto as esterases estdo relacionadas
inteiramente a ligacGes éster em substratos soltveis em agua (CHAHINIAN; SARDA, 2009).

Quanto as proteinas, pode-se dizer que sdo consideradas macromoléculas abundantes,
uma Unica célula pode conter diferentes tipos de proteinas (NELSON; COX, 2014). As
proteinas podem assumir variadas funcdes quando dentro das células, entre algumas delas:
funcBes de defesa, ajudando a inativar algumas substancias prejudiciais ao organismo; funcéo
de transporte, carreando substancias especificas nas células e funcdo de armazenamento,
atuando como depdsito de aminoacidos (QUIROS; LANGER; LOPEZ-OTIN, 2015). As
proteases sdo enzimas com potencial para catalisar a hidrdlise de ligacbes peptidicas em
proteinas, gerando assim, proteinas integras e/ou funcionais, aminoacidos livres e cadeias
peptidicas menores, sendo determinantes em fungos patogénicos (ELAVARASHI et al., 2017;
SANTOS, 2011).

As proteases sdo secretadas por diversos microrganismos a fim de degradar as proteinas
e seus produtos, utilizando posteriormente o produto de hidrélise como fontes de carbono e
nitrogénio para o crescimento celular (ZANPHORLIN et al., 2015).

As aspartico-proteases sdo enzimas que possuem alta capacidade proteolitica e
conseguem se estabilizar em pH acido (RAO et al., 1998). Essas enzimas possibilitam a evaséo
da reposta imune inata e a degradagdo de proteinas relacionadas a defesa imunoldgica, como
citocinas e anticorpos, possibilitando dessa forma uma maior chance de escape por parte do
fungo da primeira linha de defesa do hospedeiro. Essas enzimas possuem um importante e bem
descrito papel na viruléncia de espécies do género Candida, além de sua atividade ser descrita
em outros fungos, como S. brasiliensis (STANISZEWSKA; MALGORZATA; ZBIGNIEW,
2016).

A catalase estd amplamente relacionada a protecdo da célula contra o estresse oxidativo
imposto por fagocitos e ocasionado por espécies reativas de oxigénio (EROs). Dentre elas,
destaca-se o peroxido de hidrogénio (H202) (NAKAMURA et al., 2012). A catalase é capaz de
converter H2O», letal para o fungo, em agua e oxigénio, possibilitando assim que o fungo se
mantenha viavel apos a resposta imune do hospedeiro, desencadeando assim 0 processo de
multiplicacdo do mesmo (ROMAN et al., 2016). Em estudo realizado por Mario e
colaboradores (2017), foi abordado que 6rgdos de animais infectados por S. brasiliensis
obtiveram uma diminui¢do da producdo de catalase, o que pode acarretar 0 aumento do

perdxido de hidrogénio, que é altamente toxico para a célula.



28

Outro fator associado a viruléncia, ainda pouco explorado em fungos patogénicos, é a
plasticidade metabdlica, em que o fungo possui a capacidade de utilizar variadas fontes de
carbono e nitrogénio para seu desenvolvimento e sobrevivéncia, adaptando-se a escassez
nutricional que ocorre durante o curso de uma infeccdo. Estudos apontam que C. albicans
possui a capacidade de colonizar individuos imunocompetentes e suas células conseguem se
adaptar agilmente as fontes de carbono disponiveis no hospedeiro. O lactato e a glicose séo
algumas dessas fontes, disponiveis tanto no sangue quanto em secre¢des vaginais. Acredita-se
que em alguns casos a utilizacdo dessas fontes possa contribuir para 0 aumento da viruléncia
do patégeno, como por exemplo, burlar o sistema imunoldgico (BALLOU et al., 2016;
BARELLE et al., 2006). Além das fontes de carbono citadas acima, C. albicans tem a
capacidade de assimilar actcares como GIcNAc, algo que é incomum a outros fungos. Essa
assimilacdo pode modificar o pH extracelular alterando a forma de brotamento para forma de
pseudo-hifas e hifas, além de induzir a neutralizacdo do pH propiciando a sobrevivéncia de C.
albicans apos a fagocitose (BISWAS et al., 2007; MIRAMON; LORENZ, 2017; SUDBERY,
2011; VESELY etal., 2017).

1.3 ESPOROTRICOSE

A esporotricose é uma micose subcutanea de distribuicdo mundial, causada por algumas
espécies do género Sporothrix, ela ja foi relatada em diversas paises do mundo, alguns
exemplos sdo: Africa do Sul, Australia, Japdo, China, india, EUA, Guatemala, México, Malésia
entre outros (CHAKRABARTI et al., 2015; MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2020; ZHANG et al., 2015).

O historico da esporotricose vem mudando constantemente, desde o modo de
transmissao até a sua distribuicdo geogréafica. Fatores ambientais, urbanizacdo e evolugédo no
diagndstico explicam, em parte, as alteracdes do perfil da doenca (BARROS et al., 2011).
Ambos 0s sexos podem ser acometidos na esporotricose. Na maioria dos casos, a esporotricose
é uma infeccdo sem maiores complicacOes, sendo restrita a pele, ao tecido subcutaneo e aos
vasos linfaticos adjacentes (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; RIPPON, 1988).

A esporotricose ja foi conhecida como “doenga dos jardineiros”, dado o grande nimero
deste grupo de trabalhadores infectados pelo fungo (ENGLES et al., 2007). Em grande parte
dos casos a infeccao é consequéncia da inoculacdo do fungo por espinhos, arranhdes e pequenos

ferimentos, porém a historia de trauma nem sempre esta presente (BARROS et al., 2004;
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CHOAPPA; OYARZOA,; SILVA, 2014; CRUZetal., 2012; DIXON et al., 1991; GOVENDER
et al., 2015; HAJJEH et al., 1997; MCGUINNESS et al., 2016; MENDOZA et al., 2007;
PAPPAS et al., 2000; REED; SPERLING, 1982). Ao longo dos anos, diversas atividades foram
associadas a esporotricose, como por exemplo, jardinagem, caca e mineracao (RIPPON, 1988).
Alguns estudos relatam, também, que a transmissdo pode estar associada a gatos, caes, tatus,
ratos, esquilos e aves (BARROS et al., 2001; FICHMAN et al., 2018; KAUFFMAN, 1999;
LUTZ; SPLENDORE, 1907; LYON et al., 2003; MADRID et al., 2012; TANG et al., 2012;).

Autores entendem que, devido a grande quantidade de leveduras nas lesdes, 0s gatos
s80 0s Unicos animais com potencial de transmissdo zoonética de esporotricose, descritos até o
momento, devido ao seu comportamento social, que pode envolver arranhadura e mordedura,
diferente dos cées em geral (SCHUBACH et al., 2003; TABOADA, 2000). Mesmo quando em
alguns casos os cdes sdo afetados, eles ndo parecem ter potencial zoondtico diferenciado
(SCHUBACH et al., 2006). No Brasil, os casos de esporotricose possuem uma ampla
distribuicéo, alcancando grande parte de seus estados. A doenga tem sua maior endemicidade
nas regides Sul e Sudeste, as quais detém o maior nimero de casos, entretanto a regido Nordeste
vem apresentando um significativo crescimento de casos da doenca nos ultimos anos (Figura
4),
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Figura 4: Distribuigdo da esporotricose humana nos estados do Brasil.
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Legenda: Mapa indicando os locais com a maior concentracdo de casos de esporotricose no Brasil, seguindo uma
variacdo de tons, sendo a coloracdo bordd indicativa do maior nimero de casos e o a coloragéo cor de rosa
indicativa do menor nimero de casos.

Fonte: Rodrigues, 2020.

Na hiperendemia que ocorre no estado do Rio de Janeiro e nos outros estados do Sul e
Sudeste, além de grande parte do Nordeste e Centro-Oeste do pais, a principal forma de
transmissdao da doenca se da através de arranhadura e mordedura de gatos domésticos
naturalmente infectados (BOECHAT et al., 2018; GREMIAO et al., 2017; REIS et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2020).

Falcédo (2018) realizou uma andlise da distribuicdo e aumento de casos de esporotricose
no estado do Rio de Janeiro, no periodo de 2008 a 2015. Em seus resultados, é possivel observar

a expansdo da doencga durante esses anos (Figura 5).



Figura 5: Georreferenciamento da esporotricose no estado do Rio de Janeiro.
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Legenda: A) Distribuig8o espacial dos casos de esporotricose no ano de 2008; B) Distribuicdo espacial
dos casos de esporotricose acumulados nos anos de 2008-15.
Fonte: FALCAO, 2018.
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Embora tenha se iniciado no estado do Rio de Janeiro no final dos anos 90, e seja a

maior epidemia por transmissdo zoondtica de esporotricose ja registrada, considerada

atualmente uma hiperendemia, a esporotricose tornou-se uma doenca de notificacdo

compulsdria estadual apenas em 2013 (GREMIAO et al., 2017; RESOLUCAO SES N°%74 de

12/07/2013).
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1.3.1 Manifestac6es clinicas

A esporotricose comumente se inicia com pequenas lesdes a partir do sitio de inoculacao
traumatica do agente, sob a forma de pépulas ou puUstulas, que aumentam de tamanho
originando nddulos e placas. Pode-se dividir a esporotricose humana em formas clinicas
distintas (RAMOS-E-SILVA et al., 2007), que serdo mostradas a seguir:

Forma cut@nea fixa: representa cerca de 20% dos casos dessa doenca, sendo
considerada o segundo tipo mais comum de esporotricose. A lesdo limita-se apenas ao local da
inoculacdo sem o envolvimento dos vasos linfaticos. O paciente infectado apresenta lesdes
ulcerosas, ulcero-crostosas, placas verrucosas ou infiltradas. Em criangas, € mais comum a
presenca de lesdes satélites de pequeno porte (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). Os bracos
e pernas sdo os locais mais comuns de lesdes, sendo que em criangas lesdes sdo encontradas
com frequéncia na area da face (SONG et al., 2011). Em geral, os pacientes acometidos pela
forma cuténea fixa ndo apresentam sintomas sistémicos. Entretanto, as lesdes podem evoluir
para um curso crénico caso o0 paciente ndo siga um tratamento adequado, ou mesmo pode
ocorrer uma involucao espontanea da lesdo (Figura 6A) (BARROS et al., 2011; ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 2011).

Forma linfocutanea: é a forma mais comum e de fécil diagnostico clinico, ocorrendo
na maioria dos casos (75%). Apos duas ou trés semanas da inocula¢do do fungo ocorre o
aparecimento de uma lesdo primaria no local do inéculo (normalmente nas extremidades
superiores). Esta lesdo pode ser ulcerada com uma base infiltrada ou papulosa, nodular, nédulo-
ulcerativa, placa Ulcero-gomosa ou vegetativa. Posteriormente a lesdo inicial, cria-se uma
cadeia de nddulos indolores, ou pouco dolorosos, ao longo do trajeto dos vasos linfaticos, que
podem amolecer e ulcerar, com drenagem de pouco exsudato. Geralmente, ndo sdo observadas
alteracdes na pele entre os nodulos linfaticos (RIPPON, 1988). Eritema e infeccdo secundaria
podem estar presentes, mas a dor é geralmente leve (Figura 6B) (GUTIERREZ-GALHARDO
et al., 2002; 2005; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011).

Forma cutanea disseminada: caracteriza-se por lesdes nodulares, gomosas ou
ulceradas disseminadas. A disseminacdo hematogénica ocorre apds inoculacdo na pele. No
inicio, apresentam-se lesfes subcutaneas amolecidas podendo ulcerar depois de semanas ou
meses (gomas). Mesmo sendo uma forma rara, ela tem sido relatada em pacientes com infecgéo
pelo HIV como a primeira manifestacdo da aids (AL-TAWFIQ; WOOLS, 1998; FREITAS et
al., 2012; MOREIRA; FREITAS; LAMAS, 2015) e em pacientes que passam por longas

terapias com esteroides. Em até 16% dos casos, a esporotricose cutanea disseminada pode se
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apresentar em pacientes imunocompetentes que adquirem a doenga por meio da arranhadura de
gatos em multiplos locais (Figura 6C) (BARROS et al., 2003; FREITAS et al., 2010).

Forma extracuténea: ocorre apenas em uma pequena quantidade dos casos de
esporotricose, sendo a de diagnostico mais dificil. Ocorre por inoculagdo direta em uma
mucosa, inalacdo de conidios, disseminacdo hematogénica do fungo, dentre outras formas.

Os sintomas sdo inerentes ao orgao afetado, causando febre e comprometimento geral
em alguns casos (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). Nos quadros oculares, por exemplo,
enquanto o acometimento da camara anterior do olho costuma ser atribuido a indculos diretos
ndo traumaticos na mucosa, as formas intraoculares de envolvimento posterior, como na
coroidite, sdo atribuidas a disseminagdo hematogénica do fungo, a partir de inalagéo ou de foco
cutaneo, em geral associadas a imunossupressao (ARINELLI et al., 2019; BIANCARDI et al.,
2017; OROFINO-COSTA et al., 2017). As formas pulmonares (Figura 6D) e neural costumam
acometer pacientes imunossuprimidos por doencas como aids, diabetes, cancer, entre outras
(FREITAS etal., 2014; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; RIPPON, 1988). Na esporotricose
6ssea (Figura 6E), a inoculacdo pode ser direta no 0sso, ou pode ocorrer disseminacdo por
contiguidade a partir do sitio cutdneo, ou mesmo hematogénica, fazendo com que o fungo
chegue até o 0sso. Esta forma da esporotricose pode apresentar quadros graves, principalmente
em pacientes imunossuprimidos, com alta morbidade e possiveis sequelas (FREITAS et al.,
2015a).
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Figura 6: Formas clinicas da esporotricose.
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Legenda: A) Forma cutanea fixa - Lesdo ulcerada, pouco exsudativa, no braco de um menino de 10 anos; B)
Forma linfocutanea - Multiplas lesdes nodulo-ulceradas seguindo trajeto linfatico no membro superior de um
homem adulto, a partir da lesdo primaria no punho; C) Forma cutanea disseminada — Multiplas lesGes papulosas,
nodulares, nédulo-ulceradas, crostosas e infiltradas, dispostas por todo o tegumento de um paciente com sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (visualiza-se dorso do tronco e membros superiores); D) Formas extracutaneas -
Cavitacdo no apice do pulméo esquerdo (seta); E) Osteoartrite destrutiva de joelhos, bilateralmente. Fonte:
FREITAS et al., 2012; FREITAS, 2014; FREITAS et al., 2015a.

1.3.2 Diagnostico e tratamento

O diagndstico da esporotricose é obtido pelas correlagdes clinicas, epidemioldgicas e
laboratoriais, incluindo cultura e caracterizacgdo molecular e sorologica. O diagnostico
diferencial é de extrema importancia, pois lesdes como as de leishmaniose tegumentar e
cromoblastomicose, entre outras, podem possuir aspecto semelhante as causadas pela
esporotricose (LOPES BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

1.3.2.1 Exame micologico direto

Inicialmente é realizado o exame direto da amostra clinica, com hidroxido de potéssio
(KOH) a 10%. Entretanto, o diagnéstico da esporotricose humana por meio de exame direto é

raro, devido a escassez de leveduras nas amostras coletadas. Quando encontradas, as leveduras
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possuem formato alongado (em forma de charuto) e ovalado (ZANCOPE-OLIVEIRA et al.,
2011). Em felinos, o exame direto é mais sensivel, devido a grande carga fungica presente nos
tecidos, demonstrando sensibilidade de quase 85% em comparacdo com a cultura (OROFINO-
COSTA etal., 2017).

1.3.2.2 Cultivo

E considerado padrdo-ouro do diagnostico e é realizado em meios de cultura Agar-
Sabouraud contendo cloranfenicol e/ou Agar Seletivo Mycosel, contendo cicloheximida, a 25
°C. Apos o periodo de crescimento, em geral de 7 a 15 dias, € feita a transferéncia da col6nia
sugestiva de Sporothrix spp. para meio Agar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI), com
incubacdo por mais 7 dias a 37 °C até a termoconversdo de micélio para levedura, com
consequente identificagdo morfoldgica do agente (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). O
isolamento de Sporothrix spp. habitualmente ocorre entre 4-6 dias, tratando-se de lesdes
cutaneas, e 10-19 dias, para lesdes extracutaneas; podendo ocorrer variacdo neste tempo
(OROFINO-COSTA et al., 2017).

1.3.2.3 Histopatologia

A deteccdo de Sporothrix spp. pelo exame histopatolégico € controversa, alguns
pesquisadores sugerem que devido a escassez de elementos flngicos a sensibilidade desse teste
em seres humanos é reduzida, gerando assim resultados negativos. Entretanto, existem diversos
relatos de presenca de corpos asteroides, sendo sua deteccdo dependente da analise de cortes
histoldgicos seriados (BARROS et al., 2011).

Para a realizacdo da técnica utilizam-se coloragdes como hematoxilina e eosina (H&E),
acido periodico de Schiff (PAS) e impregnacdo pela prata-metenamina de Grocott-Gomori
(GMS) para visualizacdo de Sporothrix spp. Geralmente, o tecido visualizado possui reacéo
inflamatoria granulomatosa supurativa na derme e tecido subcutdneo. Durante o exame
histopatoldgico € necessario considerar o histérico do paciente e a reacdo tecidual apresentada
no material analisado, pois ambos podem auxiliar em um possivel diagnéstico (BARROS et al.,
2011). Quintela e colaboradores (2011) correlacionaram a duracdo da lesdo a presenca do
fungo. Alteracdes histopatoldgicas relacionadas a lesdes mais antigas ou a uma resposta imune
especifica e mais desenvolvida, estavam diretamente associadas & auséncia do fungo. Em

contraste, o fungo foi observado nos casos em que as alteragfes encontradas sugeriram leséo
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recente associada a atividade inflamatdria ou ao desenvolvimento da imunidade especifica em
curso.

Ja os felinos possuem lesdes bastante exsudativas, com carga fangica elevada, sendo
ideais para utilizacdo de técnicas como a puncao aspirativa de nodulos ou abscessos, citologia
esfoliativa, citologia de impresséo e bloco citoldgico (Cell-Block) (CLINKENBEARD, 1991;
GONSALES et al., 2019; PEREIRA et al., 2011).

1.3.2.4 Sorologia

A partir do momento em que antigenos especificos foram caracterizados e padronizados
para o diagnostico da esporotricose, tornou-se possivel a utilizacdo de testes imunoenzimaticos
como “ELISA” e “Western Blot” pois ambos possuem alta sensibilidade e podem proporcionar
um diagndstico mais rapido. Além disso, sdo testes Uteis ndo sO para o rastreio da infec¢do, mas
também para o tratamento e monitoramento de possiveis recaidas (BERNARDES-
ENGEMANN et al., 2005; OROFINO-COSTA et al., 2017). Com base na literatura, é possivel
inferir que ensaios soroldgicos sdo ferramentas laboratoriais importantes para um diagnéstico
diferencial ou complementar de variadas formas da esporotricose, incluindo casos em que existe
a suspeita da infeccdo, mas as apresentac@es clinicas sao inespecificas (ALMEIDA-PAES et
al., 2007; OLIVEIRA tal., 2019; SCOTT; MUCHMORE, 1988). Estes testes, entretanto, estdo
pouco disponiveis comercialmente, com uso quase restrito a centros de pesquisa, até o

momento.

1.3.2.5 Teste de suscetibilidade aos farmacos antifingicos

O teste de suscetibilidade pode ser empregado quando se acredita que o causador da
infeccdo pertence a uma classe capaz de apresentar resisténcia aos agentes antimicrobianos
utilizados rotineiramente. Esse método é indicado sempre que algum organismo nao tem sua
sensibilidade predita de maneira confiavel por meio de sua identificacdo, ou quando a
terapéutica aplicada ao paciente ndo alcanca um resultado satisfatorio. Os testes podem ser
realizados em difusdo de disco padrdo ou microdiluicdo, de acordo com documento de
referéncia preconizado pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) ou ainda pelo
método descrito pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015; CLSI, 2008; NCCLS, 2003)

Para realizag&o dos testes citados acima, séo utilizados pontos de corte epidemiolégicos,

que possuem como principal funcdo a diferenciagdo de isolados do tipo selvagem e néo
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selvagem, auxiliando assim a conduta medica diante de isolados ndo selvagens, que possuem
um potencial refratario ao tratamento. Valores de pontos de corte epidemioldgicos (ECVs)
foram determinados para algumas espécies de Sporothrix pelo método de microdiluicdo em
caldo. Entretanto, ainda ndo ha um ponto de corte para todas as espécies deste género
(ESPINEL-INGROFF et al., 2017).

1.3.2.6 Tratamento

Antifangicos sdo medicamentos utilizados para impedir o crescimento do patégeno
fangico ou causar sua destruicdo no hospedeiro. Esses farmacos podem ser administrados por
via topica ou sistémica, dependendo da necessidade do paciente e seu uso pode ser curativo ou
preventivo. O diagnostico precoce, a identificacdo do fungo causador da infeccdo e uso do
antifungico correto sdo alguns fatores determinantes para a evolucdo do paciente mediante a
exposicdo ao farmaco (RUIZ-CAMPS; CUENCA-ESTRELA, 2009). O tratamento da
esporotricose pode ser realizado com itraconazol, solucdo saturada de iodeto de potassio ou
terbinafina, todos por via oral e com bons resultados nas formas cutaneas localizadas.
Itraconazol oral em doses maiores € a escolha para as formas disseminadas, sendo a anfotericina
B, por via parenteral, utilizada em casos mais graves da doenca (BARROS et al., 2011).

Os polienos, os azdlicos e as alilaminas sdo antifingicos com mecanismo de acéo
voltado para o ergosterol e sua biossintese. A anfotericina B pertence a classe dos polienos, que
sdo macromoléculas que podem se ligar ao ergosterol, principal esterol da membrana
citoplasmatica do fungo, modificando sua permeabilidade e desestabilizando a integridade
dessa membrana, consequentemente causando a ruptura da célula fungica. A anfotericina B
possui amplo espectro, sendo considerada um farmaco de eleicdo para casos com maior
gravidade. Entretanto, sua administracdo precisa ser cautelosa, pois apresenta efeito
cardiotoxico e nefrotoxico, tornando-se essencial a avaliagdo da funcdo renal e dos niveis
séricos de potassio do paciente (COWEN et al., 2002; OROFINO-COSTA et al., 2017 RUIZ-
CAMPS; CUENCA-ESTRELA, 2009).

A terbinafina faz parte do grupo de alilaminas e, assim como os polienos, também possui
capacidade fungicida, com moléculas que interferem diretamente na sintese de ergosterol por
meio da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase, 0 que causa um acumulo do substrato dessa
enzima e consequentemente leva a ruptura da membrana celular do fungo. A literatura
demonstra que a terbinafina é uma excelente op¢éo em pacientes com contraindicagfes ao uso
de itraconazol (COWEN et al., 2002; OROFINO-COSTA et al., 2017).
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O itraconazol é um triazdlico pertencente a familia de azdlicos. O que difere os
triazdlicos dos demais farmacos dessa familia € o fato de possuirem trés &tomos de nitrogénio
na molécula. Esta classe geralmente ndo apresenta toxicidade grave. Esses compostos exercem
acdo especifica sobre o citocromo P-450 dos fungos, evitando a desmetilacdo do lanosterol,
induzindo alteracdo estrutural da membrana fangica, inibindo assim o crescimento do patégeno
gracas a sua capacidade fungistatica (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; COWEN et al., 2002;
MARTINEZ, 2006).

A solucdo saturada de iodeto de potassio foi o primeiro farmaco a ser utilizado no
tratamento da esporotricose, se relata seu uso desde o inicio do século passado e sua eficacia é
bem conhecida, assim como seu baixo custo também. Esse farmaco é recomendado para
pacientes imunocompetentes e pode ser indicado principalmente para criancas e idosos, ja que
possui uma forma liquida, podendo ser misturado em sucos ou iogurtes para melhor aceitagédo
do paladar. Sua contraindicacéo inclui pacientes com problemas renais, problemas tiroidianos,
gravidas e lactantes.

Cada farmaco é administrado de acordo com a manifestacao clinica do paciente:
Formas cutaneas localizadas: O itraconazol geralmente é o farmaco de escolha, porém em
alguns casos a terbinafina e a solucdo saturada de iodeto de potassio podem ser utilizadas
(FRANCESCONI et al., 2011; KAUFFMAN et al., 2007). Um estudo publicado em 2014
demonstrou que mesmo com a redugdo da dose de iodeto de potassio, administrado aos
pacientes na rotina clinica, a eficacia do tratamento permaneceu satisfatoria (MACEDO et al.,
2014). Caso o paciente esteja impossibilitado de receber o tratamento farmacoldgico padréo,
como na gravidez por exemplo, existem outras alternativas a serem consideradas, como
aplicacdo diéria de calor local na lesdo (BARROS et al., 2011a; FERREIRA et al., 2012;
KAUFFMAN et al., 2007; OROFINO-COSTA et al., 2017), ou a realizacdo de criocirurgia
com nitrogénio liquido em jato, que também pode ser utilizada em pacientes que possuem uma
lenta resposta ao tratamento convencional (FERREIRA et al., 2011; FICHMAN et al., 2019).
Formas disseminadas: Por serem formas potencialmente mais graves, a anfotericina B torna-
se o farmaco de escolha, sem desconsiderar o uso do itraconazol. Em caso de acometimento do
sistema nervoso central, também € possivel utilizar uma associacdo de farmacos como
anfotericina B e posaconazol (FREITAS et al., 2015a; KAUFFMAN et al., 2007) (Figura 7).
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1.4 HIV/AIDS

No ser humano, o HIV desenvolve-se causando imunodeficiéncia celular por meio da
diminuicdo progressiva de linfocitos T cb4” (contagem de linfécitos T CD4" < 200 células/pl),

afetando assim, a quantidade e qualidade de células centrais da imunidade. A sucessdo desses
eventos resulta em uma incapacidade na formacédo de uma resposta imunologica satisfatoria, o
que acarreta ao individuo a suscetibilidade a infec¢des e outras comorbidades. A imunidade
humoral também ¢é prejudicada durante esse amplo processo, que habitualmente mais tarde se
traduzira no desenvolvimento da aids.

A aids teve seu primeiro relato em 1981, quando inimeros homens que fazem sexo com
homens foram acometidos por infec¢des desconhecidas e comorbidades raras (CDC, 1981;
GREENE, 2007). Um retrovirus, desconhecido até entdo, foi identificado como agente
causador de uma doenca infecciosa de grande letalidade (BARRE-SINOUSSI et al., 1983;
GALLO et al., 1984; POPOVIC et al., 1984). Desde o primeiro relato do HIV, sdo realizados
estudos para esclarecer possiveis razdes para o seu surgimento repentino, sua rapida propagagéo
e patogenicidade. No ano de 1986, algumas hipdteses comegaram a surgir, quando um virus
semelhante foi apontado como causador da aids em pacientes na Africa Ocidental (CLAVEL
et al., 1986). Esse novo virus relatado foi classificado como HIV, todavia, na época, ndo foi
relacionado diretamente com o HIV e encontrava-se ligado intimamente com o virus simio que
causa imunodeficiéncia em macacos (CHAKRABARTI et al., 1987; GUYADER et al., 1987).
Subsequentemente, outros virus semelhantes ao HIV foram apontados como causadores da
imunodeficiéncia simia, denominados de Virus da Imunodeficiéncia Simia, em primatas
africanos de diversas linhagens (HUET et al., 1990). Embora a origem do virus ndo seja
totalmente conhecida, essas informagdes serviram para evidenciar que a aids em humanos e
primatas pode ter surgido como um resultado de infec¢Ges cruzadas entre primatas de variadas
espécies (SHARP et al., 1994).

A aids em seres humanos pode ser causada pelo HIV, que pode ser transmitido por
contato sexual, percutdneo e transmissdo vertical (COHEN et al.,, 2011; HLADIK;
MCELRATH, 2008); todavia, de acordo com a literatura, a transmissdo sexual é a principal
forma, podendo chegar a 80% dos casos entre adultos expostos (COHEN et al., 2011; HLADIK;
MCELRATH, 2008). Estatisticas globais apontam que, até o final do primeiro semestre de
2019, uma média de 37,9 milhdes de pessoas em todo o0 mundo vivem com o HIV, entre elas

36,2 milhdes de adultos e 1,7 milhdo de criancas (menores de 15 anos) o estudo ainda relata
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que em média 32 milhdes de pessoas morreram de doengas relacionadas ao HIV desde o inicio
da pandemia da aids (UNAIDS, 2019).

No Brasil, a infeccdo pelo HIV e a aids fazem parte da Lista Nacional de Notificacdo
Compulséria de Doencas (Portaria de Consolidacdo MS/GM n° 4, de 28 de setembro de 2017),
sendo a aids de notificacdo compulsoria desde 1986 e o HIV desde 2014; sendo assim, quando
0s casos sdo diagnosticados é necessario que sejam reportados as autoridades de satude. Em
2018, foram diagnosticados 43.941 novos casos de HIV e 37.161 casos de aids, totalizando,
966.058 casos de aids detectados no pais no periodo de 1980 a junho de 2019. Desde o principio
da epidemia de aids nos anos 80 até 31 de dezembro de 2018, 338.905 dbitos foram notificados
no Brasil, tendo o HIV/aids como causa basica (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Embora o0 avanco da tecnologia e de terapias especificas tenha diminuido a mortalidade
relacionada a aids, o tratamento ndo é acessivel financeiramente em todos os paises. O
programa brasileiro de assisténcia as pessoas vivendo com HIV/aids é referéncia mundial, e
existe distribuicdo governamental gratuita do tratamento desde a década de 90. Atualmente,
nédo existe um tratamento curativo e as perspectivas em relacdo a uma vacina eficaz séo incertas,
dessa forma, a aids representa um problema de salde publica ha décadas (BAROUCH, 2008;
RICHMAN et al., 2009; UNAIDS, 2019).

1.5 COINFECCAO Sporothrix spp./HIV

Desde o inicio da pandemia do HIV, ja em 1985, foi evidenciado o carater oportunista
que S. schenckii poderia assumir nos pacientes com esse virus (AL-TAWFIQ; WOOLS, 1998;
KEISER; WHITTLE, 1991), todavia ndo ha riqueza de informac6es em relacdo a coinfeccao
Sporothrix spp./HIV na literatura. Entretanto, com base em revisao sistematica, acredita-se que
a coinfeccdo seja responsdvel por formas mais graves e disseminadas da esporotricose
(MOREIRA; FREITAS; LAMAS, 2015). A incidéncia da esporotricose em pacientes com HIV
tem aumentado de forma substancial na atual hiperendemia do Rio de Janeiro e acredita-se que
esse aumento acompanhe o crescente nimero de casos da propria esporotricose (FREITAS et
al., 2014).

Um estudo englobando uma amostra histérica do INI (1987-2013), no Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI), da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) com 48 pacientes
com esporotricose e coinfec¢ao por HIV e 3.570 pacientes com esporotricose, demonstrou que
o HIV modifica claramente a histdria natural da esporotricose e esta associado a um amplo

espectro desta micose, com uma incidéncia muito maior de casos disseminados graves, nimero
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de hospitalizacbes e mortes. Além das formas cléssicas, acometimento de mucosas,
meningoencefalite subaguda e hidrocefalia, assim como acometimento osteoarticular foram
observados. E notavel que 47,9% dos pacientes tenham sido diagnosticados com as duas
infeccdes simultaneamente, devido a presenca de esporotricose oportunistica ou outra condi¢ao
relacionada ao HIV (FREITAS et al., 2014).

Observou-se que esses pacientes eram mais vulneraveis a desenvolver esporotricose
disseminada, necessitar de hospitalizagfes, além de evoluir a 6bito. Durante esse periodo foi
possivel verificar um aumento substancial e constante de casos de coinfeccdo, com niveis
préximos ou superiores aos de outras infecgdes oportunistas como criptococose e histoplasmose
(FREITAS et al., 2014). Tal tendéncia foi consolidada em estudo recente, em que foram
analisadas 118 hospitalizacdes de 75 pacientes no INI, além de 11 6bitos relacionados a
esporotricose. A coinfeccdo com HIV ocorreu em 71 pacientes da coorte institucional de
esporotricose até o ano de 2015, sendo que estes pacientes coinfectados representaram 38,7%
dos pacientes com esporotricose que hospitalizaram (29/75 casos) e 54,5% dos &bitos
associados & esporotricose (6/11 casos) (FALCAO et al., 2020).

Dentro do amplo espectro clinico da esporotricose, 0s pacientes infectados com HIV,
porém com boa adesdo ao tratamento e sem aids, tendem a apresentar as formas brandas e
localizadas, como formas fixas ou linfocutanea, semelhante ao observado em individuos
imunocompetentes, reiterando o controle imunoldgico que a atual gama de antirretrovirais
proporciona. Em contrapartida, formas cutaneas disseminadas (Figura 7), osteoartrite, lesbes
associadas a mucosa, meningoencefalite, dentre outras complicacGes, foram observadas em
pacientes com aids. Em alguns relatos clinicos, a esporotricose foi apontada, inclusive, como
manifestacdo inicial da aids em alguns pacientes (FREITAS et al., 2012; NETO et al., 1999).
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Figura 7: Esporotricose em paciente com aids

Legenda: Pacientes do sexo masculino com aids e esporotricose. A) Mltiplas lesdes cutaneas por disseminacéo

hematogénica em paciente com contagem de linfocitos T CD4* de 22 células/pl. B) Acometimento de linfonodos
da cadeia cervical bilateralmente, com destruicdo parcial do pavilhdo auricular direito em paciente com contagem

de linfécitos T CD4" de 212 células/ul. Fonte: FREITAS et al., 2012.
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2 JUSTIFICATIVA

A coinfeccdo pelo HIV apresenta um impacto direto negativo na evolucdo da
esporotricose (MOREIRA; FREITAS; LAMAS, 2015). Nos ultimos anos, no Rio de Janeiro, a
esporotricose entre 0s pacientes com infeccdo pelo HIV tem aumentado, diferente da
estabilizacdo do numero de micoses oportunisticas classicas, como histoplasmose e
criptococose (RAMOS-E-SILVA et al., 2012), muito propiciada pelo uso da terapia
antirretroviral. O primeiro caso de esporotricose e coinfec¢do por HIV diagnosticado no INI
em 1999 coincide com o surgimento da esporotricose como uma questao de satude publica nesse
estado (FREITAS et al., 2014). Desde entdo, o aumento do numero de pacientes com essa
coinfeccdo foi aproximadamente proporcional ao aumento global de casos de esporotricose ao
longo do tempo.

Outro aspecto a ser considerado, € a capacidade de incremento de viruléncia de S.
brasiliensis in vivo, como demonstrado em paciente com esporotricose disseminada de 11 anos
de evolucdo e sem infeccdo por HIV. Os autores atribuiram este diferencial fenotipico a uma
capacidade de evadir do sistema imune mantendo a infeccdo ao longo de todos estes anos,
apesar da sensibilidade in vitro aos antifungicos utilizados testados. E possivel que outros
fatores, ndo estudados até entdo, também contribuam para esta maior viruléncia (FREITAS et
al., 2015a). Ainda ndo € sabida a frequéncia de tal evento em pacientes com esporotricose
crbnica e refrataria, tampouco em pacientes com aids, ja que o estudo citado acima foi um
estudo de caso isolado. Outro estudo demonstrou que S. brasiliensis pode possuir certa
estabilidade frente a antifingicos, porém apenas um isolado de um paciente coinfectado com
Sporothrix e HIV foi estudado (ALMEIDA PAES et al., 2016).

Hoje, a esporotricose associada a infeccao pelo HIV é uma doenga emergente no Rio de
Janeiro, impulsionada pelas mudancas epidemioldgicas ocorridas nas duas ultimas décadas e
com grande morbidade e mortalidade. Desta forma, considerando que a associacdo
esporotricose/aids modifica a historia natural da doenca e que S. brasiliensis, a principal espécie
no estado do Rio de Janeiro, € capaz de modificar sua viruléncia durante a infeccdo, existe a
hipdtese de que um quadro semelhante possa ocorrer em pacientes com esporotricose
disseminada de evolucdo cronica e aids. O estudo de aspectos clinicos e fatores fenotipicos e
genotipicos do fungo permitird esclarecer questdes relacionadas a sua biologia e sua
participagdo no processo infeccioso. Os resultados podem ser elucidativos no entendimento dos
diferentes comportamentos clinicos, norteando prognésticos e sinalizando possiveis

intervencdes terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar isolados sequenciais de Sporothrix spp. obtidos de pacientes com
esporotricose e aids, a fim de detectar possiveis aumentos de viruléncia e aquisicdo de

resisténcia a antifingicos durante o curso crdnico da esporotricose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e ldentificar molecularmente os isolados sequenciais de Sporothrix spp. obtidos de

espécimes clinicos de 5 pacientes com aids e esporotricose.

e Detectar a suscetibilidade antifungica dos isolados de Sporothrix spp., associando com

a resposta dos pacientes ao tratamento.

e Caracterizar fatores de viruléncia de isolados de Sporothrix spp. de pacientes com aids

nas formas disseminadas da esporotricose.

e Comparar os fatores de viruléncia de mdaltiplos isolados de Sporothrix spp., coletados

em tempos distintos de pacientes com aids.

e Correlacionar os achados fenotipicos dos isolados com as caracteristicas clinicas dos

pacientes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PACIENTES E DADOS CLINICOS

O estudo possui aprovacgdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do INI, sob o
numero: CAAE: 03955818.8.0000.5262.

Para selecionar os pacientes a serem incluidos no estudo e terem seus respectivos
isolados de Sporothrix spp. avaliados nas metodologias propostas, foi realizada uma triagem
no banco de dados do Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatologia Infecciosa, contendo
dados de pacientes acompanhados no INI entre os anos de 1999 a 2018, com diagnostico de
infeccdo por HIV e esporotricose disseminada. A partir dessa lista, utilizou-se o Sistema de
Prontuério Eletrénico do Paciente do INI a fim de verificar se 0s mesmos atendiam aos
seguintes critérios de inclusdo: diagnostico micolégico de esporotricose, com no minimo trés
isolados de Sporothrix spp. obtidos em cultura em um intervalo minimo de um ano entre o
primeiro e Gltimo isolamento, diagndstico de infec¢cdo pelo HIV conforme as recomendacdes
do Ministério da Saude e esporotricose de evolucdo cronica, definida neste estudo como pelo
menos um ano de tratamento especifico para a micose, sem cura. Foram excluidos os pacientes
que atenderam os critérios de inclusdo listados acima, porém cujos isolados flngicos ndo se
encontravam vidveis no momento do estudo.

As variaveis de interesse do estudo incluiram: sociodemograficas (idade, sexo,
municipio de residéncia e ocupacéo), epidemioldgicas (contato com gato, terra ou planta e
historia de trauma), clinico-evolutivas (ano do diagnéstico da esporotricose, ano do diagndstico
dainfeccdo por HIV, tempo de evolucdo da esporotricose, forma clinica da esporotricose, outras
comorbidades, tipo de tratamento e tempo de tratamento) e laboratoriais (contagem de CD4 e
carga viral, data da coleta do isolado de Sporothrix spp., resultado de sorologia anti-Sporothrix
spp. (ALMEIDA-PAES et al., 2007), realizada utilizando exoantigenos de forma filamentosa
do fungo).

4.2 CEPAS DE REFERENCIA

Para o presente trabalho foram utilizadas, como controle, as cepas S. brasiliensis (IPEC
16490), S. schenckii (IPEC 36275) e S. globosa (IPEC 27135), previamente identificadas por
sequenciamento parcial do gene da calmodulina no INI-Fiocruz, como controle para

identificacdo molecular com primer especifico. Para os testes relacionados aos fatores de
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viruléncia, foram utilizadas as cepas Candida albicans (ATCC 18804) e Cryptococcus
neoformans (ATCC H99). Para os testes de suscetibilidade aos farmacos antifungicos, foram
utilizadas as cepas Candida krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 22019),
Aspergillus flavus (ATCC 204304) e Aspergillus fumigatus (ATCC 3626), como controle de

qualidade do teste.

4.3 ISOLADOS CLINICOS

Para realizagdo das metodologias propostas, foram recuperados isolados clinicos
(Apéndice A), oriundos dos pacientes que obedeceram aos critérios de incluséo e exclusao
acima descritos. Os fungos incluidos nesse estudo foram isolados por metodologias
convencionais de diagndstico, adotada pelo Laboratério de Micologia do INI/Fiocruz e
mantidos sob refrigeracdo a -20 °C desde a data do isolamento até a realizacdo dos testes

descritos a sequir.

4.4 REISOLAMENTO

Os isolados de Sporothrix spp. criopreservados no Laboratério de Micologia do INI
foram semeados em meio PDA (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA) em tubos de
ensaio com tampa de rosca (20 x 200 mm) e incubados por sete dias em estufa (Nova Etica,
Vargem Grande do Sul, SP, Brasil) a 25 °C. Apds esse periodo, foi realizado novo estriamento
a partir dos tubos citados acima para placas de Petri (90 mm) de poliestireno (Plast Labor,
Brasil) contendo meio BHI (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA), que foram
incubadas em estufa a 35 °C por sete dias. A partir dessa cultura, foi feito isolamento de coldnia
Unica, a qual foi usada para o preparo da massa celular, também em meio BHI a 35 °C, utilizada

em todos 0s experimentos a segulir.

4.5 EXTRACAO DE DNA

Os isolados recuperados foram semeados em placas de Petri contendo meio PDA, e
incubados por sete dias a 25 °C. A massa flngica crescida em toda a superficie da placa foi
recolhida com auxilio de alca de platina, acrescida de 650 pl de tampdo de lise (SDS 0,5%,
NaCl 1,4%, EDTA 0,73% e Tris-HCI 1M) sendo realizada maceracdo dos filamentos
depositados e congelados com nitrogénio liquido, com auxilio de gral e pistilo.
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O produto resultante desse processo foi transferido para um tubo estéril de
microcentrifuga. Em seguida, foram adicionados 5 pl de p-mercaptoetanol (Sigma Aldrich®,
Steinheim, Germany) e agitou-se em vortex (Prolab, SP, Brasil) por um minuto. O material foi
incubado por 60 minutos a 65 °C, com agitagdo a cada 30 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 500 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (v:v:v 25:24:1) (Fluka Analytical,
Sigma—Aldrich, St Louis, USA). Para obtengdo de uma suspensdo homogénea, a amostra foi
agitada no voértex e em seguida centrifugada a 18.440 g, por 15 minutos em microcentrifuga
(Eppendorf, Hamburg, Germany) modelo 5424. Em seguida, o sobrenadante foi removido com
pipeta Pasteur e inserido em novo tubo estéril de microcentrifuga. Um mililitro de isopropanol
(Sigma—Aldrich, St Louis, USA) foi adicionado ao sobrenadante retirado anteriormente e esta
mistura foi homegeneizada. O DNA precipitado foi deixado em repouso por 24 horas em
temperatura de -20 °C e, apés esse periodo, foi centrifugado novamente a 4 °C (Eppendorf
5430R), 18.440 g, por 15 minutos. Logo em seguida, toda a fase liquida foi retirada com o
auxilio de pipeta Pasteur. O precipitado foi lavado com etanol 70% (500 pl) e centrifugado a
18.440 g por 15 minutos. A fase liquida foi removida com pipeta Pasteur, obtendo assim o
precipitado que foi ressuspenso em 100 pl de agua livre de DNAse. Apos a finalizacdo desse
processo, 0 DNA foi quantificado por espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoVue
Plus™ (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) (FERRER et al., 2001).

4.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para a identificacdo molecular, foi realizada uma PCR, tendo como alvo a regido parcial
do gene da calmodulina (CAL). A reacdo utiliza pares de iniciadores especificos para as espécies
mais patogénicas do género: S. globosa, S. schenckii, S. brasiliensis (RODRIGUES et al.,
2015).

Foram utilizados, para identificacdo, os iniciadores especificos para os trés principais
agentes etiolégicos da esporotricose (S. brasiliensis Sbra-F 5°-CCC CCG TTT GAC GCT
TGG-3’, Sbra-R 5°-CCC GGA TAA CCG TGT GTC ATA AT-3’; S. schenckii Ssch-F 5>-TTT
CGAATGCGT TCG GCT GG-3’, Ssch-R 5’-CTC CAG ATC ACC GTG TCA-3’ ¢ S. globosa
Sglo-F 5°-CGC CTA GGC CAG ATC ACC ACT AAG-3’, Sglo-R 5°-CCA ATG TCT ACC
CGT GCT-3"). As reacdes foram realizadas utilizando 3 mM de MgClz, 400 mM de cada dNTP
(Invitrogen™, Carlshad, CA, EUA), 50 U/ml de Tagq DNA polimerase (Invitrogen™, MO,
EUA), 1 ul de cada iniciador especifico na concentracdo de 10 pmol/ul e 1 pul do DNA
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gendmico fungico a uma concentragdo de 100 ng/pl. Todas as reagdes foram realizadas em
volume final de 25 pl em um termociclador (Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler).

Para a amplificacdo das regifes especificas de cada espécie foi realizada a técnica de
touchdown PCR, a qual é comum a todas as espécies sendo obedecidas as seguintes condi¢des:
desnaturacdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 1
minuto & temperatura de hibridizagdo (primeiro ciclo a 70 °C com reducdo subsequente da
temperatura de 1 °C a cada 2 ciclos pelos proximos 20 ciclos, finalizando os 15 ciclos restantes
a uma temperatura de 60 °C) e 1 minuto a 72 °C, seguidos de uma extensao final a 72 °C por 10
minutos (RODRIGUES et al., 2015).

Para visualizacéo do fragmento amplificado, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose a 1%, a 100 V por aproximadamente 1 hora. O DNA presente no gel foi corado com
brometo de etidio (0,5 pg/ml) e os fragmentos amplificados (Ssch 331bp, Sbra 469bp, Sglo
243bp) foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta a 280 nm, com auxilio de um
transiluminador (Labnet International, Inc, NJ, EUA). O tamanho das bandas foi estimado de

acordo com o padréo de peso molecular de 1 kb Plus (Invitrogen).

4.7 ANALISE DA SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Os isolados incluidos neste estudo foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo
seguindo o protocolo preconizado pelo CLSI, M38-A2 (CLSI, 2008a) para fungos filamentosos
e M27-A3 (CLSI, 2008b) para leveduras, com algumas modificagdes.

4.8 PREPARO DAS MICROPLACAS

Os farmacos testados foram anfotericina B (AMB), itraconazol (ITZ), posaconazol
(PSZ) e terbinafina (TRB) (Sigma-Aldrich). A diluicdo das solu¢cdes-estoque dos antifngicos
foi realizada em dimetilsulfoxido (DMSO) (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) na concentracdo de 1.600 pg/ml. Em seguida, estas soluc¢des passaram por filtracdo em
membrana de poro 0,22 pm e foram estocadas a -20 °C em tubos conicos estéreis até 0 momento
do uso. Foi utilizado meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (com L-glutamina e
sem bicarbonato de sodio) (Sigma Chemical Corporation, St. Louis, MO, USA), tamponado
com 0,165 M de &acido 3-N morfolino propanossulfonico (MOPS) P. A. (Vetec Quimica Fina
Ltda), pH 7,0 e esterilizado por filtragdo, com membrana de poro 0,22 um. A partir da solugéo

estoque de cada antifangico foram preparadas 10 diferentes diluigcdes seriadas (Figura 8).
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Figura 8: Esquema de dilui¢do de farmacos antifingicos.
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Legenda: Anfotericina B (AMB), itraconazol (ITZ), terbinafina (TRB), posaconazol (PSZ), pelo método
de microdiluicdo em caldo pelo CLSI (M38-A2). DMSO = dimetilsulfoxido; RPMI = meio Roswell Park
Memorial Institute 1640. Fonte: Coelho, 2017.

Utilizou-se uma placa de poliestireno de 96 pocos com fundo em U (Jet Biofil,
Guangdong, China), na qual os pogos da coluna 01 foram preenchidos com 200 ul de RPMI-
1640 para controle de esterilidade e os pocos da coluna 12 foram preenchidos com 100 pl de
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RPMI-1640 com DMSO 0,2% para controle de crescimento fungico. Os poc¢os entre as colunas
2 e 11 foram preenchidos com aliquotas de 100 ul das 10 diluicdes seriadas do antifingico,
sendo uma diferente diluicdo aplicada em cada coluna. A faixa de concentracdo dos farmacos
foi de 0,0313 a 16 pg/ml. Ao término do plagueamento, as placas de antifingicos foram
devidamente identificadas, fechadas e embaladas com filme PVC, exceto as placas de AMB,

que é um farmaco fotossensivel, sendo embaladas com papel aluminio e mantidas a -20 °C.

4.9 PREPARO DO INOCULO E LEITURA DOS RESULTADOS

Para obtencéo do indculo dos isolados foram realizadas culturas em meio PDA e BHI,
incubadas a 35 °C, durante sete dias para obtencdo do inoculo filamentoso e leveduriforme
respectivamente. Em seguida, foi realizada uma suspensdo celular de cada cepa em suas
diferentes morfologias para o padréo 0,5 da escala de McFarland. Foram realizadas diluigdes

em RPMI-1640 para a producdo de uma concentracdo entre 0,4 x 10% e 5 x 10* unidades

formadoras de colonia por ml (UFC/ml). Para a realizacdo dos testes, as placas foram retiradas
do freezer com antecedéncia minima de 35 minutos. Apds atingirem seu estado liquido, 100 pl
de cada isolado diluido em RPMI-1640 foram inoculados nos pogos das placas entre as colunas
2 e 12, um isolado por linha, sendo utilizadas as linhas A-F para os isolados de Sporothrix spp.
e as linhas G e H para as cepas-controle (A. fumigatus e A. flavus para as placas contendo
inoculos da forma filamentosa e C. krusei e C. parapsilosis para as placas contendo indculos
da forma leveduriforme de Sporothrix spp.), reduzindo a metade as diferentes concentracdes de
antifungico, e também a concentracdo do indculo. As placas foram fechadas e incubadas a 35
°C por até 72 horas para leitura dos resultados. A leitura foi realizada de forma visual, 0s
resultados foram analisados de acordo com descritos nos protocolos M38-A2 (CLSI, 2008a) e
M27-A3 (CLSI, 2008b), para determinagdo da concentragdo inibitéria minima CIM, que foi
determinada como a menor concentracdo do antifingico que inibiu o crescimento total do
fungo. Os resultados de CIM da forma filamentosa foram interpretados de acordo com os pontos
de corte epidemiologico definido previamente (ESPINEL-INGROFF et al 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Espinel-Ingroff%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28739796
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4.10 ANALISE DE POSSIVEIS FATORES ENVOLVIDOS COM A VIRULENCIA

4.10.1 Teste de termotolerancia

Preparou-se o indculo por meio da suspenséo celular em escala de McFarland 0,5 (1 x
10° células/ml) utilizando o equipamento IVD Densichek Plus VITEK Optical (BIOMERIEUX

SA, NC, EUA) de todos os isolados na sua forma leveduriforme, separadamente. Em seguida,
aliquotas de 5 ul da suspensédo celular foram inoculadas pontualmente em triplicata em duas
placas de Petri (90 mm) contendo meio PDA e incubados em estufas com temperatura de 25 °C
e 35 °C, uma placa a cada temperatura, pelo periodo total de sete dias (FREITAS et al., 2015a).
Ao fim do periodo de incubacéo, o didmetro das coldnias foi medido em milimetros com auxilio
de uma régua e posteriormente foi realizado o calculo do percentual de inibigéo de crescimento
(%IC), utilizando a formula demonstrada a seguir:
D25 - Dss

%wIC= X 100
D2s

Onde, D25 corresponde ao diametro da coldnia a 25 °C e D35 corresponde ao diametro

da col6nia a 35 °C (BOECHAT et al., 2018). A termotolerancia de cada isolado foi classificada
neste estudo de acordo com a tabela 1:

Tabela 1: Classificagdo de termotolerancia dos isolados de Sporothrix brasiliensis apds 7 dias de crescimento em
agar batata dextrose (PDA).

Inibic&o do crescimento do isolado Classificacdo
De 0a 33% Alta termotolerancia
De 34 a 65% Moderada termotoleréncia
De 66 a 100% Baixa termotolerancia

Legenda: Valores de referéncia quanto a termotolerancia para a classificacdo de cada isolado.

4.10.2 Resisténcia ao estresse nitrosativo

A massa leveduriforme com 7 dias de crescimento foi retirada com auxilio de alga

descartavel, depositada em tubo conico estéril, lavada com solucdo salina tamponada com

fosfato - PBS (8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 0,2 g/l KH2POg4, 1,2 g/l NagHPO4) e centrifugada a
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12.800 g por 10 minutos (Eppendorf 5804R), sendo o processo de lavagem repetido por trés
vezes. Em seguida foi realizada uma suspenséo celular em escala de McFarland 0,5 (1 x 108
células/ml) (BIOMERIEUX 1VD Densichek Plus VITEK Optical) com solucéo de radicais de
nitrogénio quimicamente gerados (0,5 mM NaNO2, 25 mM &cido succinico, pH 4,0). Foram

realizadas quatro diluicdes seriadas em base 10 com intervalos de 0, 1, 2 e 3 horas. Ap6s 0s
intervalos, as células foram plaqueadas em meio BHI (Difco, Becton-Dickinson and Company,
USA) e incubadas por sete dias em estufa a 35 °C. A viabilidade foi medida pela contagem do
numero de unidades formadoras de coldnia. Aliquotas de células ndo incubadas com a solugéo
de radicais de nitrogénio foram utilizadas como controle e a taxa de sobrevivéncia foi calculada
pela razédo do numero de coldnias resultantes apos os diversos tempos de tratamento com a

solucdo e o numero de col6nias da suspensdo-controle (ALMEIDA-PAES et al., 2012).

4.10.3 Resisténcia ao estresse oxidativo

O teste foi realizado por semeadura em profundidade (Pour Plate) (SILVA, 1999), com
algumas modificacdes.

Os isolados foram cultivados por sete dias em meio BHI em estufa a 35 °C. Utilizou-se
57,5 ml do meio liquido BHI (Difco, Becto Dickinson and Company, USA), devidamente
autoclavado e resfriado a 50 °C. Posteriormente, foi realizada uma suspenséo celular
equivalente a 0,5 na escala McFarland em 2,5 ml em solucéo 0,45% de NaCl. Essa suspensao
foi adicionada ao fundo de uma placa de Petri (15X150 mm), sendo o volume de BHI
dispensado na placa e agitado delicadamente para obtencdo de um meio homogéneo. Apds a
solidificacdo do mesmo, foram feitos 4 pocos de 5 mm de diametro e distribuidos de maneira

equidistante em cada placa. Em cada pogo, foram aplicados 65 pl de H2O2 a 5% (Proquimios,

Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Foi realizada a avaliacdo de resisténcia ao estresse oxidativo por
meio da mensuracdo do didmetro do halo de inibi¢do de crescimento formado ao redor de cada

poco, com auxilio de régua milimetrada, apos sete dias de incubacédo a 35 °C.

4.10.4 Producdo de urease

Para um volume final de 2 ml de caldo ureia de Christensen (peptona 0,1%, NaCl 0,5%,
KH2PO4 0,2%, ureia 2%, glicose 0,1%, vermelho de fenol 0,0016%) foram adicionados 200 pl

de uma suspensao celular equivalente a 0,5 McFarland. A suspenséo celular de leveduras em
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caldo de ureia de Christensen foi incubada em estufa a 35 °C. Ao final de sete dias, foi realizada
centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos em centrifuga (Eppendorf 5804R), 100 pl do
sobrenadante foram transferidos em triplicata para placa estéril de poliestireno de 96 po¢os com
fundo plano (Jet Biofil, Guangdong, China). A absorbancia do teste foi obtida por meio de
espectrofotometria no comprimento de onda de 559 nm utilizando espectrofotdmetro Epoch
(Biotek Instruments) (ALMEIDA PAES et al., 2015).

4.11 ATIVIDADES ENZIMATICAS EM MEIO SOLIDO

Inicialmente, todas as leveduras foram crescidas em meio BHI (Difco, Becton-
Dickinson and Company, USA), em estufa com temperatura de 35 °C pelo periodo de 7 dias. A
atividade das enzimas foi mensurada em placas de Petri (90 mm) contendo meio especifico para

cada enzima a ser testada.

4.11.1 Preparo dos indculos

Foi realizada a suspensao celular em escala de McFarland 0,5 (1 x 108 leveduras/ml).

Aliquotas de 5 pl da suspensdo celular de leveduras foram inoculadas pontualmente em
triplicata na superficie de cada meio e as placas foram incubadas por sete dias em estufa a 35°C.
As amostras positivas apresentam um halo ao redor de sua col6nia (FIGUEIREDO-
CARVALHO et al., 2017). Todos os testes foram realizados no minimo duas vezes para

confirmacéo de resultados.

4.11.2 Atividade da aspartico-protease

Preparou-se meio Agar albumina [contendo 1,17% de meio base de carbono para
leveduras e Agar 1,5% (Difco, Becton-Dickinson and Company, USA)] que foi autoclavado a
121 °C por 15 minutos, esfriado a 50 °C e entdo suplementado com 0,2% de albumina sérica
bovina (BSA) (Sigma—Aldrich, St Louis, USA), pH 4,0, filtrada previamente em filtro com
membrana de 0,22 um (RUCHEL; TEGELER; TROST, 1982).
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4.11.3 Atividade hemolitica

Foi utilizado meio comercial Agar Sangue de Carneiro a 5% (PlastLabor, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) em placa de Petri de 90 mm (FIGUEIREDO-CARVALHO et al., 2017).

4.11.4 Atividade da fitase

O meio utilizado para determinar a atividade de Fitase (hexafosfato de mio-inositol

fosfo-hidrolase) foi 0 Agar Fitato de Célcio [produzido a partir de 1% de glicose; 0,05% (NH4)2

SO4; 0,02% KCI; 0,01% MgSO4.7 H20; 0,0005% MnSO4; 0,0005% FeSO4 (Sigma—Aldrich,

St Louis, USA); 0,2% fitato de célcio; 0,05% extrato de levedura; 1,5% agar, pH 7,0] (TSANG,
2011). Para o meio ser plaqueado foi necessaria uma agitacdo constante do mesmo para que a

distribuicdo fosse uniforme, ja que o fitato ndo é soltvel.

4.11.5 Atividade da fosfolipase

Utilizou-se o meio Agar Gema de Ovo, composto de 2% de glicose (Sigma—Aldrich, St

Louis, USA); 1% peptona; 0,5% extrato de levedura (Difco, Becton-Dickinson and Company,
USA); 4% NaCl; 0,074% CaCl2 (Sigma—Aldrich, St Louis, USA); 1,5% Agar (Difco, Becton-

Dickinson and Company, USA). O meio foi autoclavado em uma temperatura de 121 °C por
15 minutos, posteriormente foi resfriado a 60 °C, em seguida 8% da emulsdo da gema de ovo
organico foi adicionado ao meio com pH 7,0 (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982).

4.11.6 Atividade de esterase
A atividade de esterase foi avaliada a partir da utilizacdo do meio Agar Tween (1%
peptona; 0,5% extrato de levedura; 0,01% CaClp; 1,5% agar); autoclavado a 121 °C por 15

minutos e resfriado a 50 °C para a adi¢do de 0,1% Tween 80 (Sigma—Aldrich, St Louis, USA)
esteril, pH 7,0 (AKTAS; YIGIT; AYYILDIZ, 2002).
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4.11.7 Interpretacao dos resultados de atividade enzimatica em meio sdlido

As colonias tiveram seu diametro (a) e o diametro da coldnia mais o halo de precipitacéo (b)
medidos com régua milimetrada. A expressdo de cada atividade enzimatica foi realizada por
meio do valor de Pz (Pz=a/b), os quais foram classificados em quatro categorias, como mostra
a tabela 2:

Tabela 2: Classificacdo de atividade enzimatica.

Pz Classificagédo
1 Atividade enzimatica negativa
0,70a0,99 Atividade enzimatica baixa
0,40 a 0,699 Atividade enzimética moderada
Menor que 0,399 Atividade enzimatica alta

Fonte: Price, Wilkinson e Gentry (1982)

4.12 PLASTICIDADE METABOLICA

Foi avaliado o crescimento de todos os isolados clinicos na presenca de glicose, lactato
e GIcNAc. Um inéculo inicial de 0,5 McFarland foi preparado em meio base de nitrogénio para
leveduras (Difco, Becton-Dickinson e Company, EUA) suplementado com 0,5% de cada fonte
de carbono acima mencionada (Sigma-Aldrich, St Louis, USA). Aliquotas de 100 pl foram
inoculadas em triplicata em placas de 96 pocos de fundo plano e incubadas a 35 °C por sete
dias. A densidade 6ptica dos pogos a 530 nm foi medida em espectrofotémetro (EspectraMax
Plus 384, California, EUA) a cada 24 horas durante o periodo de incubacdo para a construcao

de curvas de crescimento.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos foram inseridos em bancos de dados préprios para
analise posterior no software GraphPad Prism 7.0. Testes ndo paramétricos (por ex., Kruskal-
Wallis, Kaplan-Meier e Log-rank) foram usados, com p-valor menor que 0,05 para apuragao
da significancia. Outros testes paramétricos e ndo paramétricos foram utilizados conforme
adequacao e necessidade nas diferentes analises e comparagGes. Os achados dos experimentos
foram confrontados com variaveis clinicas (data do isolado, tempo de evolucgéo da esporotricose
e espécime clinico de obtencéo do isolado), imunoviroldgicas (contagem de linfécitos T CD4+,

T CD8+, carga viral e titulo de anticorpos anti-Sporothrix spp.) e terapéuticas (farmacos
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utilizados), objetivando encontrar correlacbes entre os fenotipos dos isolados fangicos e

aspectos clinicos dos pacientes estudados.
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5 RESULTADOS

5.1 PACIENTES E ISOLADOS CLINICOS

Foram incluidos cinco pacientes, quatro do sexo masculino e uma do sexo feminino,
todos possuiam historicos semelhantes em relacdo a abandono de tratamento antirretroviral e
antifangico, multiplas internagdes, melhora do quadro geral durante a internacdo e acentuada
piora apos alguns meses de alta hospitalar. Apenas o paciente 2 segue em tratamento, enquanto
os demais evoluiram a Obito. Apenas o paciente 3 teve diagndstico da infec¢do pelo HIV
previamente ao diagnéstico da esporotricose. Apds utilizacdo da técnica de ELISA, constatou-
se que todos, exceto o0 paciente 2, ndo apresentaram niveis detectaveis de anticorpos IgG anti-
Sporothrix no soro. Todos passaram por esquemas terapéuticos para a esporotricose,
envolvendo anfotericina B, itraconazol e terbinafina. As caracteristicas demogréaficas e

epidemiologicas dos pacientes estdo apresentadas na tabela 3.



Tabela 3: Caracteristicas sociodemograficas e clinico-epidemiolédgicas dos pacientes estudados

Paciente Sexo Idade no Municipio Ocupagao Anode  Ano do diagnostico da Historia Desfecho clinico

diagndstico da diagndstico esporotricose
esporotricose do HIV

1 M 45 Nova lguagu Pedreiro 2011 2011 Contato com gato Falecido (2013)

2 M 37 Rio de Janeiro Cabeleireiro 2011 2011 Mordedura por gato Em acompanhamento

3 M 38 Rio de Janeiro Mecanico 2005 2016 Contato com gato Falecido (2018)

4 M 25 Magé Gari/Servente 2012 2012 N&o determinada Falecido (2015)

5 F 20 Campos dos Goytacazes Estudante 2012 2012 Contato com gato Falecida (2014)

Legenda: M: masculino; F: feminino; HIV: virus da imunodeficiéncia humana.
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Os dados dos isolados estudados e dos exames laboratoriais referentes ao status imunovirologico dos pacientes no momento de cada

isolamento estdo descritos na tabela 4, para os experimentos a seguir essa sequéncia de isolados foi obedecida.

Tabela 4: Origem dos isolados incluidos no estudo e status imunovirolégico de cada paciente no periodo de isolamento.

Paciente ~ Numero do isolado Data de isolamento Espécime clinico T CD4 T CD8 Ccv
41932 08/08/2011 Exsudato de lesdo 46 545 104.290
1 44886 15/10/2012 Liquor 204 1.967 194
45308 21/12/2012 Liquor 55 595 <50
654H 02/09/2011 Sangue periférico 66 292 423.153
2 42235 19/09/2011 “Swab” de orofaringe 66 292 423.153
45030 05/11/2012 Biopsia de les@o de pele 127 506 <50
49240 16/11/2016 Biopsia de les@o de pele 53 1.486 174.603
3 49263 24/12/2016 Biopsia de les@o de pele 95 925 <50
49413 17/01/2017 Liquor 95 925 <50
50661 28/03/2018 Exsudato de lesdo 13 759 61.948
43723 04/05/2012 Aspirado de medula dssea 25 325 66.989
4 47418 11/06/2014 Biopsia de laringe 80 482 <50
48294 10/12/2015 Urina 34 406 <50
43987-1 14/062012 Exsudato de lesao 111 605 82
5 44022 20/06/2012 Escarro induzido 51 341 <50
46670 23/07/2013 Escarro 304 1.510 <50

Legenda: CD4* = Contagem de linfocitos TCD4* por ml. CD8 = Contagem de linfocitos TCD8* por ml. CV = Carga viral em c6pias por ml
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A partir desses 5 pacientes obteve-se 16 isolados clinicos que foram identificados

molecularmente como S. brasiliensis (Figura 9).

Figura 9: Identificacdo molecular dos isolados estudados
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Legenda: Reacgdo realizada com primers especificos para (A) S. brasiliensis, (B) S. schenckii e (C) S. globosa.
Poco 1. Peso molecular 1kb plus — Pogo 2. Controle de S. brasiliensis IPEC 16490. Poco 3. Controle de S. schenckii
IPEC 36275- Pogo 4. Controle de S. globosa IPEC 27135. Paciente 1- Pogo 5-7-. 41932 (isolado 1), 44886 isolado
2), 45308 (isolado 3). Paciente 2- Poco 8-10-. 654h (isolado 1), 42235 (isolado 2), 45030 (isolado 3). Paciente 3-
Poco 11-14- 49240 (isolado 1), 49263 (isolado 2), 49413 (isolado 3), 50661 (isolado 4). Paciente 4- Pogo 15-17-
43723 (isolado 1), 47418 (isolado 2), 48294 (isolado 3). Paciente 5- Po¢o18-20- 43987-1 (isolado 1), 44022
(isolado 2), 46670 (isolado 3). Poco 21. Controle negativo— Poco 22. Peso molecular 1kb plus.
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5.3 ANALISE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Para validacdo dos testes, foram utilizados isolados de referéncia, os quais apresentaram
valores de CIM compativeis com o estabelecido pelo protocolo do CLSI (Anexos A e B). A
tabela 5 apresenta os dados da CIM de 16 isolados clinicos de S. brasiliensis oriundos dos
pacientes incluidos nesse estudo. O teste foi realizado tanto na forma micelial quanto na forma
leveduriforme, ambas seguindo o protocolo M38-A2 e M27-A3 do CLSI, respectivamente, a
fim de comparar uma possivel diferenca no comportamento do fungo em suas diferentes
morfologias perante os farmacos antifungico utilizados e consequentes associa¢fes com a
resposta terapéutica de cada paciente.

Todos os isolados clinicos foram avaliados como tipo selvagem para anfotericina B,
itraconazol e posaconazol, de acordo com os cortes epidemiologicos descritos para a forma
micelial de S. brasiliensis. J& para terbinafina, os isolados dos pacientes 1 e 2 foram
considerados como tipo ndo selvagens. Com intuito de verificar se a determinagédo da CIM nas
formas micelial e leveduriforme teria a capacidade de alterar a correlacdo clinica quanto a
resposta terapéutica aos antifingicos utilizados por cada paciente, também foram determinadas
CIMs para a forma de levedura de S. brasiliensis. Entre os isolados avaliados no estudo, sete
apresentaram variacdes acima de duas dilui¢cdes nos valores da CIM do itraconazol entre as
formas de micélio e levedura, dois no posaconazol e cinco na terbinafina.

A grande maioria dos isolados estudados obteve CIM maior para a forma micelial, com
excecdo dos isolados do paciente 2, que produziram CIMs mais altas para a forma de levedura.
E interessante notar que os isolados do paciente 1, coletados ao longo de 60 semanas de
evolucdo da esporotricose, evoluiram para um aumento de duas diluigdes nos valores de CIM
da anfotericina B, de 0,5 pug/ml para 2,0 pg/ml para a forma micelial e de 1,0 pg/ml a 4,0 pg/ml
para a forma de levedura. O ultimo isolado do paciente 4 também apresentou aumento
semelhante no valor da CIM da anfotericina B, de 1,0 mg/l para 4,0 mg/l, mas apenas para a
forma micelial do fungo. Todas as outras variages observadas nos valores de CIM da forma
micelial dos isolados estudados estavam dentro de uma faixa de diluicdo. Por outro lado, 0s
pacientes 2 e 4 apresentaram um aumento de duas dilui¢cdes nos valores de CIM de itraconazol
para a forma de levedura dos isolados, e 0 paciente 1 apresentou uma variagdo semelhante nas

CIM de levedura de terbinafina.



Tabela 5: Dados clinico-terapéuticos e concentracao inibitria minima de 16 isolados clinicos de S. brasiliensis.
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Evolugdo da . ) CIM (mg/1)
Numero . Tratamentos antiflingicos _ —
Caso esporotricose ) Anfotericina B Itraconazol Posaconazol Terbinafina
da cepa anteriores
(semanas) M L M L M L M L
41932 0 Nenhum 0,5 1,0 0,5 0,25 1,0 0,25 0,252 0,12
1 44886 60 AMB (d) / ITC/FLC 2,0 2,0 1,0 0,25° 0,5 0,25 0,5 0,12
45308 69 AMB (d) /ITC/FLC 2,0 4,0 0,5 1.0 0,5 0,25 0,5 0,25
654H 0 Nenhum 2,0 2,0 0,5 0.5 0,25 0,5 0,5 0,12
2 42235 2 AMB (d) 2,0 2,0 0,5 0,5 0,25 1,0 0,5 0,06
45030 65 AMB (d)/ITC 4,0 4,0 0,25 1,0 0,5 1,0 0,5 0,12
49240 0 ITC 4,0 2,0 1,0 1,0 0,5 0,25 0,03 0,03
3 49263 4 AMB (d) /ITC 20 2,0 2,0 0,25 0,5 0,25 0,03 0,03
49413 9 AMB () () / ITC 2,0 1,0 2,0 0,5 0,5 0,5 0,06 0,015
50661 66 AMB (d) (I)/ ITC 2,0 2,0 1,0 0,5 0,5 0,25 0,03 0,015
43723 0 AMB (d) / ITC/TRB 1,0 2,0 2,0 0,25 0,5 0,5 0,06 0,06
A 47418 105 AMB (d) () / ITC 1,0 1,0 2,0 0,25 0,5 0,25 0,06 0,03
AMB (d) () /ITC/TRB
48294 187 4,0 2,0 1,0 1,0 0,5 0,25 0,06 0,06
/ PSC
43987-1 0 AMB (d) (I)/ ITC 4,0 2,0 2,0 1,0 0,5 0,5 0,03 0,06
44022 1 AMB (d) () / ITC 4,0 2,0 2,0 2,0 1,0 0,5 0,06 0,06
AMB (d) () /ITC/TRB
46670 56 1,0 2,0 0,5 0,5 0,25 0,06 0,03

/ PSC

Legenda: @ Os nimeros em negrito indicam CIMs de isolados do tipo ndo selvagem. ® Os niimeros em italico indicam CIMs com uma diferenca de duas ou mais diluicdes entre
as formas miceliais flngicas e leveduras. AMB (d): desoxicolato de anfotericina B; (I): complexo lipidico; ITC: itraconazol; FLC: fluconazol; PSC: posaconazol M: micélio; L:
levedura; CIM: concentracao inibitéria minima.
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5.4 TERMOTOLERANCIA

Todos os isolados apresentaram crescimento nas temperaturas de 25 °C e 35 °C. Quanto
menor a % IC, maior a termotolerancia do fungo. Os isolados de todos os pacientes, exceto do
paciente dois, coletados em estagios finais da infec¢do por S. brasiliensis apresentaram maior
termotolerancia em comparacao aos isolados anteriores. No entanto, notou-se uma diferenca
significativa (p = 0,0007) apenas para o Ultimo isolado do paciente 3 que apresentou uma alta

termotolerancia em relacéo ao primeiro isolado (Figura 10).

Figura 10: Distribuicdo dos valores de %IC indicativos da termotolerancia.
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Legenda: Média e desvio padrdo baseados em ensaios de termotolerancia com incubacdo de isolados por 7 dias a
25 °C e 35 °C. Quanto menor a porcentagem de inibi¢do de crescimento, maior a termotolerancia dos isolados. O
simbolo * indica uma diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) entre a termotolerancia do isolado obtido
no momento do diagndstico de esporotricose e os isolados obtidos durante a evolucéo da doenca.

5.5 RESISTENCIA AO ESTRESSE NITROSATIVO E OXIDATIVO

Os isolados do paciente 4, obtidos apds mais de dois anos de evolugéo da esporotricose,
foram mais resistentes aos oxidantes derivados de nitrogénio do que o isolado obtido no
diagnostico (Figura 11A), mas o ultimo isolado deste paciente foi mais suscetivel ao peréxido
de hidrogénio do que o isolado obtido no diagnostico de esporotricose (Figura 11B). Para todos
0S outros pacientes, observou-se que a resisténcia aos oxidantes derivados de nitrogénio

diminuiu ao longo do tempo, embora apenas o paciente 5 tenha apresentado diferenca
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estatisticamente significante. O segundo isolado do paciente 3, obtido do liquido
cefalorraquidiano, foi mais resistente ao perdxido de hidrogénio (p = 0,0012), mas para outros
isolados, todos de lesBes cutaneas, o perfil de suscetibilidade a esse estresse oxidativo foi
semelhante. O perfil de suscetibilidade a oxidantes derivados de oxigénio de isolados de outros

pacientes foi semelhante ao longo do tempo.

Figura 11: Awvaliacdo dos isolados de S. brasiliensis frente a radicais de nitrogénio quimicamente gerados e
peroxido de hidrogénio.
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Legenda: A resisténcia de S. brasiliensis foi avaliada pela exposicdo de células leveduriformes a radicais de
nitrogénio quimicamente gerados e perdxido de hidrogénio. Os resultados séo expressos como a média e o desvio
padrdo de (A) a porcentagem de sobrevivéncia da forma de levedura dos isolados em uma solucdo oxidante
derivada de nitrogénio e (B) zona de inibi¢do, em centimetros, do crescimento de leveduras de S. brasiliensis na
presenca de perdxido de hidrogénio. O simbolo * indica uma diferenca estatisticamente significante (p < 0,05)
entre as resisténcias do isolado obtido no momento do diagnéstico e os isolados obtidos durante a evolugdo da
esporotricose.
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5.6 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de diferentes enzimas hidroliticas foi evidenciada pela presenca de um

halo ao redor de cada coldnia, como representado na figura 12.

Figura 12: Fotografias de isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis apresentando halo devido & atividade
enzimética.

Legenda: Isolados clinicos de S. brasiliensis produtores de enzimas hidroliticas. A- Aspartico-protease; B-
Atividade hemolitica; C- Esterase. As atividades foram representadas por meio do valor de Pz (Pz = a/b) sendo (a)
o didmetro da col6nia e (b) o didmetro da col6nia mais a zona de precipitacéo.

N&o houve atividade enzimatica (Pz=1 Atividade enzimatica negativa) de fosfolipase e
fitase a partir dos testes realizados com todos os 16 isolados de S. brasiliensis desse estudo.
Ambos os testes foram validados pela producéo de halo pela cepa de referéncia C. albicans
ATCC 18804. A figura 13 apresenta uma visédo geral da atividade de algumas enzimas
associadas a viruléncia fangica pelos 16 isolados de S. brasiliensis avaliados nesse estudo.
Dentre os isolados, dois (isolado 3 do paciente 1 e isolado 1 do paciente 3) nao foram capazes
de apresentar atividade de aspartico-protease, cinco (isolados 1 e 2 do paciente 1, isolado 3 do
paciente 2 e isolados 1 e 2 do paciente 3) ndo foram capazes de apresentar hemdlise em &gar
sangue de carneiro, outros cinco (isolados 1 e 3 do paciente 1, isolados 1 e 2 do paciente 2 e
isolado 1 do paciente 4) ndo apresentaram atividade de esterase e um (isolado 2 do paciente 3)
ndo apresentou atividade de urease. Foram observadas algumas variacfes significativas na
atividade de aspartico-protease no segundo isolado do paciente 2, com uma maior atividade
dessa enzima, além de alteracdo semelhante no ultimo isolado do paciente 3. VVale ressaltar que
0 isolado obtido deste paciente no momento do diagndstico da esporotricose ndo apresentou
atividade aspartico-protease, enquanto os isolados subsequentes o fizeram. O ultimo isolado
obtido do paciente 1, 15 meses ap0s o diagndstico, também ndo apresentou atividade desta

enzima.
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Figura 13 - Atividades de enzimas hidroliticas por isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis de pacientes com
esporotricose cronica e sindrome da imunodeficiéncia adquirida.
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Legenda: Os resultados sdo expressos como a média e o desvio padrdo da atividade de (A) aspartico-proteases,
(B) hemolitica, (C) esterase e (D) urease. As atividades de aspartico-proteases, hemolitica e esterase sdo expressas
como o Pz obtido em meios de cultura especificos para testagem da producdo dessas enzimas por leveduras do
fungo. A atividade da urease é expressa como a densidade 6ptica (559 nm) das culturas de levedura de S.
brasiliensis em caldo de ureia de Christensen. O simbolo * indica uma diferenca estatisticamente significante entre
a atividade da enzima hidrolitica pelo isolado obtido no momento do diagndstico de esporotricose e os isolados
obtidos durante a evolucdo da doenca.

Quanto a atividade hemolitica, esta ndo foi observada para os isolados dos pacientes 1
e 3, obtidos no momento do diagnostico, porém isolados subsequentes apresentaram uma
evolucdo para baixa atividade hemolitica. J& os isolados do paciente 2 agiram de maneira
inversa aos citados acima, ou seja, o Ultimo isolado desse paciente ndo exibiu atividade
hemolitica, diferentemente de seus isolados anteriores. A atividade hemolitica do paciente 4 se

manteve estavel durante todo o periodo estudado e o paciente 5 apresentou uma diminuicado
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significativa na atividade de hemolisina no isolado 2 (p = 0,004). Quanto a atividade de esterase,
esta foi baixa para o segundo isolado do paciente 1 e moderada para o Ultimo isolado do paciente
2. Ocorreram pequenas variacdes nos niveis de atividade de esterase dos isolados dos pacientes
3 e 4, porém sem diferencas estatisticamente significativas, apesar do aparente aumento ao
longo do tempo observado para o paciente 4. Foi observado um decréscimo na atividade de
esterase no terceiro isolado do paciente 5 em relagdo ao primeiro isolado (p <0,001). Entre as
enzimas estudadas, a atividade de urease foi a que se apresentou mais homogénea entre todos

os isolados. Somente o segundo isolado do paciente 3 ndo apresentou tal atividade.

5.7 CRESCIMENTO EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO

O perfil de crescimento dos isolados na presenca de glicose foi semelhante entre os
cinco pacientes (Figura 14A-E). Em geral, todos os isolados apresentaram pouco crescimento
na presenca de lactato (Figura 14F-J), e dois isolados do paciente 2 ndo foram capazes de
crescer quando essa foi a unica fonte de carbono ofertada como nutriente. O crescimento dos
isolados clinicos de S. brasiliensis aqui estudados foi mais abundante na presenca de GICNAc
do que na presenga de lactato (Figura 14K-O). No entanto, ndo foi possivel associar o
crescimento dos isolados com o tempo de evolucdo da doenga nem com a amostra clinica que
produziu o isolado. Por exemplo, o terceiro isolado do paciente 1 (16 meses de evolucgédo da
esporotricose, isolado do liquido cefalorraquidiano) cresceu mais abundantemente na presenca
de GIcNAc do que os dois primeiros isolados. Por outro lado, para o paciente 3, 0 primeiro
isolado (no diagndstico, de um fragmento de tecido da pele) apresentou o melhor crescimento

entre os quatro isolados estudados na presenca da mesma fonte de carbono.
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Figura 14- Crescimento de Sporothrix brasiliensis sob diferentes fontes de carbono.
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Legenda: Eixo X relacionado aos pacientes, eixo Y relacionado as fontes de carbono. Glicose (A, B, C, D, E), lactato (F, G, H, I, J) e N-acetil-D-glucosamina (K, L, M, N, O)
serviram como fontes de carbono para o crescimento de isolados clinicos de S. brasiliensis obtidos do paciente 1 (A, F, K), 2 (B, G, L), 3(C, H, M), 4 (D, I, N), e 5 (E, J, O),
todos com esporotricose cronica e sindrome da imunodeficiéncia adquirida. A densidade dptica (530 nm) dos isolados cultivados nas diferentes fontes de carbono foi medida
diariamente durante sete dias. Os resultados séo expressos como a média e o desvio padrédo das leituras. NAG: N-acetil-D-glucosamina; DO: densidade optica.
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5.8 DIFERENCAS FENOTIPICAS DE ACORDO COM SITIO DE ISOLAMENTO

Para avaliar se isolados da pele e de locais disseminados possuem caracteristicas
fenotipicas diferentes, os 16 isolados clinicos incluidos no estudo foram agrupados de acordo
com o sitio de origem e as varidveis fenotipicas avaliadas pelo teste de Mann-Whitney.
Observamos que isolados provenientes de pele produziram mais esterase do que isolados de
sitios corporais profundos (medianas de Pz: 0,6714- atividade enzimatica alta e 0,8742-
atividade enzimatica baixa, respectivamente; p = 0,0387), como demostrado na figura 15. Os
demais fendtipos estudados comportaram-se de forma semelhante, independentemente do local
do isolamento (pele e sitios profundos) (p > 0,05). Embora ndo tenha apresentado significancia
estatistica (p = 0,1853), € interessante observar que os isolados com menor % IC, ou seja, com

alta termotolerancia, foram obtidos de sitios corporais profundos.

Figura 15- Diferencas fenotipicas entre os 16 isolados clinicos dos pacientes com esporotricose e infeccdo por
HIV.
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Legenda: Diferencas entre a producéo de esterase dos isolados estudados, obtidos da pele e sitios corporais
profundos de pacientes com esporotricose cronica e sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Os resultados foram
demonstrados com o valor médio de seis medicGes de Pz realizadas em dois experimentos independentes. Os
valores de Pz estdo representados por uma variagdo de cores.
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5.9 CORRELACOES ENTRE FENOTIPOS FUNGICOS E ASPECTOS CLINICOS DOS
PACIENTES

Foram feitas avaliaces entre as caracteristicas fenotipicas dos isolados obtidos dos
pacientes e o estado imunoldgico de cada um deles, correlacionando dados como contagem de
células T CD4" e T CD8", niveis de 1gG especifica contra S. brasiliensis, bem como a carga
viral no momento do isolamento em cultura dos isolados durante o curso da infecgdo. Como
demonstrado na figura 16A, ndo houve correlagdes significativas entre os dados clinicos dos
pacientes e os fenotipos dos fungos avaliados neste estudo. Foram realizadas também possiveis
correlagdes entre diferentes fendtipos apresentados por um mesmo isolado fungico. A figura
16B apresenta o coeficiente de correlagdo de Spearman de todas as associacdes e os valores de
p de correlagdes significativas (p < 0,05). ApoOs andlise estatistica, foram encontradas as
seguintes correlacOes significativas: (i) isolados com maiores valores de CIM de anfotericina
B foram mais produtores de esterase e urease; (ii) isolados com maiores valores de CIM de
itraconazol apresentaram menores valores de CIM de terbinafina e tiveram melhor crescimento
na presenca de lactato como fonte de carbono; (iii) isolados com valores mais altos de CIM de
posaconazol foram mais suscetiveis ao perdxido de hidrogénio e tiveram melhor crescimento
com a glicose como fonte de carbono; (iv) isolados com maior resisténcia a oxidantes derivados
de nitrogénio apresentaram menor termotolerancia, mas apresentaram melhor crescimento com
a glicose como fonte de carbono; (V) isolados com maior resisténcia ao peréxido de hidrogénio
cresceram menos abundantemente com glicose como fonte de carbono; e (vi) isolados que

produziram niveis mais altos de esterase também produziram altos niveis de urease.
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Figura 16: Mapas de calor representando a correlagdo entre fenétipos fingicos e aspectos clinicos dos pacientes.
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Legenda: Analises de correlacdo de varidveis clinicas e micolégicas. Mapas de calor representando os coeficientes
de correlagdo de Spearman de (a) as associagGes entre aspectos imunologicos (contagem de células T CD4* e T
CD8*, resposta IgG especifica) e carga viral de pacientes com os fendtipos de isolados sequenciais de Sporothrix
brasiliensis; e (b) as associagdes entre diferentes fendtipos dos isolados clinicos estudados. A cor verde representa
associacOes negativas, enquanto a vermelha representa associacfes positivas. Os valores de probabilidade de
correlagdes estatisticamente significativas (p < 0,05) estdo exibidos dentro dos respectivos quadrados. CIM:
Concentrago Inibitéria Minima. %IC: Inibic4o de crescimento. DO: Densidade Optica. CD4 e CD8: Linfécitos.
NAG: N-acetil-D-glucosamina.
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6 DISCUSSAO

A esporotricose é uma doenca cosmopolita (CHAKRABARTI et al., 2015; CONTI-
DIAZ, 1989; OROFINO-COSTA et al., 2017) e a regido metropolitana do Rio de Janeiro é
hiperendémica desde o final dos anos 90 (FALCAO et al., 2018; PEREIRA et al., 2014), com
o fungo sendo transmitido, na maioria dos casos, pelo contato com gatos domésticos e
semidomiciliados infectados, geralmente acompanhado de arranhaduras e mordeduras
(BARROS et al., 2001). Isso difere da transmissdo classica da doenga que se da por inoculacéo
traumatica por madeiras e plantas (RIPPON, 1988). No Rio de Janeiro, regido onde o estudo
foi conduzido, destaca-se a espécie S. brasiliensis (ALMEIDA-PAES et al., 2014), altamente
virulenta (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FREITAS et al., 2015a), 0 que explica o
achado exclusivo desta espécie, associada a quadros graves de esporotricose, no presente
trabalho. As formas mais agressivas da infeccdo sdo observadas principalmente em pacientes
com aids (FALCAO et al., 2020).

Falcéo e colaboradores analisaram e descreveram dados de 1992 a 2015, provenientes
de bancos de dados do Sistema Unico de Satde do Brasil, com 782 hospitalizacdes e 65 6bitos
associados a esporotricose. Em 6% das hospitalizaces e 40% dos 6bitos havia coinfec¢éo pelo
HIV. Na casuistica aqui apresentada, todos os pacientes foram hospitalizados em algum
momento da evolucdo da doenca e a maioria deles apresentou um desfecho negativo (6bito) em
decorréncia, direta ou indireta, da esporotricose. Todos 0s pacientes tiveram isolamento do
fungo de variados sitios e em mais de um momento ao longo do curso da infecgdo, além de
contagem de células T CD4" abaixo de 200 células/ul, no momento do diagndstico da
esporotricose. Este quadro avancado imunossupressdao remete a um periodo pré-terapia
antirretroviral, quando pacientes com infeccdo pelo HIV evoluiam, quase que invariavelmente
para aids, com quadros oportunisticos graves e fatais. Neste cenario, ainda hoje, seja por atraso
diagnéstico da infeccdo pelo HIV, seja por falha no seguimento terapéutico, a esporotricose
tem se comportado como doenca oportunistica, quando ha sobreposicdo dessas infecgdes
(FALCAO et al., 2020; FREITAS etal., 2012, 2014, 2015b; GUTIERREZ-GALHARDO et al.,
2010).

Enguanto o diagnostico micoldgico nesses pacientes é relativamente facil, justamente
pela abundancia de estruturas fungicas nas lesdes, 0 manejo clinico e terapéutico representa um
grande desafio, dadas as possiveis coinfeccdes, comorbidades e diagndsticos diferenciais.
Dentre os cinco pacientes estudados, quatro tiveram a esporotricose como doenca indicadora

de aids. As seguidas hospitalizagdes e abandonos de tratamento em todos 0s casos aqui
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estudados ratificam esta realidade, com seus aspectos socioecondémicos, culturais, psicoldgicos
e comportamentais. A paciente 5 desse estudo teve seu quadro clinico-evolutivo explorado em
um relato de caso, no qual pode-se entender que, mesmo apds inumeros procedimentos
diagndsticos, esquemas terapéuticos e hospitalizacdes, a paciente, ainda que evoluindo
lentamente com melhora clinica, acabou por ter o 6bito como desfecho de complicacdo indireta
da esporotricose, notadamente pelo envolvimento do sistema nervoso central (PAIXAO et al.,
2015). Além de todos os aspectos citados, algumas peculiaridades em casos graves e crénicos
nessa populacédo de pacientes coinfectados trazem questdes a serem investigadas com relagdo
ao agente causador, S. brasiliensis, de potencial virulento sabidamente conhecido e que pode
ter papel adjuvante nesses desfechos desfavoraveis (ALMEIDA-PAES et al., 2014,
ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FREITAS et al., 2015a).

A anfotericina B foi administrada a todos os pacientes incluidos nesse estudo durante
algum momento do tratamento. Entre eles, dois apresentaram um aumento nos valores de CIM
para a anfotericina B em isolados obtidos apds o tratamento com esse farmaco. Embora dois
isolados tenham demonstrado aumento na CIM, todos foram considerados como tipo selvagem
para a anfotericina B, pois S. brasiliensis apresenta ECV elevado para esse poliénico, 0 que
sugere uma resisténcia natural contra esse farmaco (ESPINEL-INGROFF et al., 2017).

Quanto aos pontos de corte epidemioldgico, nesse estudo, isolado tipo ndo selvagens
foram encontrados somente para terbinafina. Estes isolados pertenciam aos pacientes 1 e 2, que
ndo receberam tratamento com esse farmaco. Um relato feito por Almeida-Paes e colaboradores
(2017) ja descreveu a existéncia de isolados de S. brasiliensis tipo ndo selvagens para
terbinafina no estado do Rio de Janeiro, indicando que a infec¢do desses pacientes possa ter
ocorrido por isolados tipo ndo selvagem para terbinafina naturalmente existentes na area onde
o estudo foi conduzido.

O protocolo empregado habitualmente para verificar a acdo dos antifungicos sobre
Sporothrix spp. utiliza a forma filamentosa do fungo para determinagéo da CIM (ESPINEL-
INGROFF et al., 2017). Todavia, como leveduras séo as formas encontradas no hospedeiro,
escolhemos analisar também essa morfologia do fungo, comparando assim, se haveria algum
padrédo diferenciado especifico de cada forma, ou se as CIMs da forma leveduriforme teriam
maior associacdo com a resposta terapéutica dos pacientes. Em sua grande maioria, as CIMs
foram semelhantes em ambas as morfologias, consolidando desta forma que a determinacgéo da
CIM na forma filamentosa, como padronizada nos protocolos, é suficiente para obtencéo de

resultados de suscetibilidade antifingica. Entretanto, se faz necessario um estudo com uma
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coorte maior, de preferéncia multicéntrico e envolvendo pacientes infectados por diferentes
espécies de Sporothrix para confirmacdo dessa hipdtese.

Poucas variaces foram constatadas entre as formas filamentosa e de levedura, sendo
que a maioria dos isolados apresentou CIMs maiores na forma filamentosa, como relatado em
estudos prévios (SANCHOTENE et al., 2017; TRILLES et al., 2005). Somente os isolados do
paciente 2 tiveram CIMs mais elevadas para itraconazol (terceiro isolado) e posaconazol
(segundo isolado) na fase leveduriforme quando comparadas as de micélio. Esse paciente ndo
foi tratado com posaconazol, todavia o uso prolongado de itraconazol pode ter influenciado o
aparecimento de subpopula¢Bes mais tolerantes a maiores concentragcdes de antiflngicos
azolicos na forma parasitéaria do fungo. Entretanto, como esse resultado ocorreu em um Unico
paciente incluido no estudo, e ndo se repetiu em outros pacientes tratados de forma semelhante,
acreditamos que o itraconazol tenha uma capacidade bastante reduzida de induzir resisténcia in
vivo em leveduras de S. brasiliensis durante o curso da esporotricose.

A termotolerancia confere a capacidade ao fungo de sobreviver no organismo do
hospedeiro, seja ele humano ou animal. E, também, sabida sua importancia na patogénese da
esporotricose e, em nosso estudo, foi possivel evidenciar o que a literatura ja relata, que o
mesmo possui a habilidade de crescimento em temperaturas distintas, 25 °C e 35 °C
(BOECHAT etal., 2018; MESA-ARANGO et al., 2002), indicando que possui facil adaptacéo
tanto na natureza, quanto exposto a temperatura corporea. A maioria dos isolados estudados
apresentou uma alta termotolerancia, ou seja, exibiram menos que 33% de inibicdo do
crescimento a 35 °C, o que condiz com a forma disseminada da esporotricose apresentada pelos
pacientes. Foi evidenciado, também, que os Gltimos isolados dos pacientes que evoluiram a
Obito possuiam um leve aumento da termotolerancia, em comparagdo aos primeiros isolados
coletados, sugerindo que S. brasiliensis adote mecanismos de tolerancia a temperatura corporea
durante o curso da infeccdo, evidenciando a importancia desse fator de viruléncia na
esporotricose por este agente.

Um estudo realizado por Freitas e colaboradores (2015a) abordou o aumento da
resisténcia de S. brasiliensis aos radicais livres de nitrogénio, em um paciente com
esporotricose crénica. Nos isolados analisados no presente estudo, também foi possivel
verificar tal comportamento no paciente 4. Em contrapartida, os isolados do paciente 5, obtidos
durante o curso da infeccdo, tiveram maior suscetibilidade quando submetidos ao mesmo tipo
de estresse, 0 que indica que S. brasiliensis possui uma capacidade adaptativa as circunstancias
as quais é exposto e possivelmente ao status imunoldgico do paciente. Foi observado, ainda,

que o altimo isolado do paciente 4, o qual possui maior resisténcia a radicais de nitrogénio
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quimicamente gerados, foi 0 mais sensivel quando exposto ao peroxido de hidrogénio. Em sua
maioria, os isolados apresentaram estabilidade frente ao perdxido de hidrogénio durante o curso
da infeccdo, especialmente nos pacientes 1 e 5, 0 que ocorreu no estudo de Freitas e
colaboradores (2015a) com um paciente n&o infectado pelo HIV.

Neste estudo foi possivel avaliar a producdo de enzimas como: aspartico-protease,
esterase, hemolisina e urease. Como é sabido por meio de estudos anteriores, cerca de 20 a 25%
das isolados brasileiros de Sporothrix apresentam atividade proteolitica in vitro (ALMEIDA-
PAES et al., 2015; FERNANDES et al., 2009). Em nosso estudo foi possivel verificar a
presenca de atividade proteolitica em 87,5% dos isolados analisados, o que ratifica prévias
consideragdes, apontando que a maior parte dos isolados com essas caracteristicas s&o
provenientes de pacientes com HIV (ALMEIDA-PAES et al., 2015). Oliveira e colaboradores
(2015) demonstraram resultados semelhantes, em relacdo a frequéncia de resultados positivos
quanto a esterase. No presente estudo, foi possivel avaliar que dentre os isolados coletados da
pele dos pacientes e dos sitios corporais mais profundos, os primeiros possuiam maior
capacidade de produzir esterase, 0 que sugere o possivel uso de acidos graxos no parasitismo
da pele.

A captacdo de ferro ¢ um dos meios utilizados por fungos patogénicos para sua
sobrevivéncia em seus respectivos hospedeiros, por meio de lise dos glébulos vermelhos e
assimilacdo do ferro associado & hemoglobina (CRAWFORD; WILSON, 2015). Outras formas
de captacéo de ferro, sdo a captacdo redutora e ndo redutora de ferro e a sintese de sideroforos
(ANDREWS et al., 2016; BAIRWA et al., 2017). Tais atividades hemoliticas ja foram relatadas
em géneros como Cryptococcus, Candida e Saccharomyces, entre outros (NAYAKA; GREEN;
BEEZHOLD, 2013; SRIVASTAVA; SUNEETHA; KAUR, 2014). Foi possivel avaliar a
atividade hemolitica em alguns dos isolados estudados. Até o presente momento, ndo ha relatos
sobre essa atividade em isolados de S. brasiliensis, sendo essa a primeira descricao.

A urease tem sido apontada como detentora de diversos dominios funcionais, tendo
como seu objetivo mais relevante a utilizacdo da ureia como fonte de nitrogénio. Além disso,
as ureases possuem a capacidade de hidrolisar ureia, gerando amonia e dioxido de carbono
como subprodutos (CARLINI et al., 2016; FOLLMER, 2008). Estudos anteriores relatam que
a producao e expressdo de urease por S. brasiliensis é estatisticamente mais elevada que a de S.
schenckii, espécie considerada menos virulenta que a primeira (ALMEIDA-PAES et al., 2015).
Em nosso estudo foi possivel verificar uma producdo homogénea de urease na quase totalidade
de isolados estudados, o que corrobora estudos precedentes (ALMEIDA-PAES et al., 2015;
MENDOZA et al., 2005).
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N&o foram detectadas atividades de fosfolipase e fitase nos isolados estudados.
Acreditamos que a inabilidade de detectar fosfolipase em nossos isolados pode estar ligada a
metodologia escolhida ou ainda a diferentes caracteristicas celulares entre leveduras de S.
schenckii e S. brasiliensis, ja que Valentin-Berrios e colaboradores (2009) destacam a presenca
de fosfolipase A2 citosélica no desenvolvimento da levedura de S. schenckii. Até o término
desse estudo ndo foram encontrados relatos de producdo de fitase por espécies patogénicas
humanas do género Sporothrix.

Alguns isolados de S. brasiliensis estudados aqui foram capazes de crescer na presenca
de lactato, um composto abundante na maioria dos hospedeiros e ainda mais na presenca de
GIcNAc, que é um derivado da glucosamina que é produzido naturalmente pelo ser humano e
juntamente com o d-glucuronato comp&em o acido hialaurdnico, que compde todos os tecidos
do corpo, como por exemplo, articulagbes e a pele. Entre os sitios mais acometidos por
Sporothrix spp., encontra-se em primeiro lugar a pele, seguida das articulacdes, sendo mais
frequente nos joelhos e pulsos. As leses podem apresentar aspecto granulomatoso solitario ou
artrite destrutiva, gerando destruicdo 0ssea e tenossinovite associada. Estudos indicam que
Sporothrix spp. possui tropismo pelas articulagdes e regides ricas nos compostos supracitados,
muitas vezes, o diagnostico e tratamento adequados tornam-se complicados, ja que os sintomas
séo semelhantes aos causados por outras etiologias que afetam as articulagbes (BARBARYAN
etal., 2018; OROFINO-COSTA et al., 2017; SCHWARTZ, 1989).

A capacidade de os microrganismos crescerem sob diferentes condi¢fes nutricionais €
conhecida como plasticidade metabolica e para C. albicans, essa caracteristica esta relacionada
a viruléncia fangica (MIRAMON; LORENZ, 2017)

Esse resultado, além da producdo de aspartico-protease pela maioria dos isolados deste
estudo, sugere que S. brasiliensis utiliza proteinas hospedeiras como moléculas para o
crescimento. Recentemente, foi demonstrado que S. brasiliensis é capaz de utilizar bactérias
mortas como a Unica fonte de nutrientes para o seu crescimento (ALMEIDA PAES et al., 2019),
0 que pode explicar melhor o crescimento mais abundante de S. brasiliensis na presenca de
GIcNAc. Como a pele e outras partes do corpo tém uma microbiota bacteriana associada, esta
talvez possa servir como nutriente para o fungo.

Diante dos achados supracitados, este estudo contribuiu para um melhor entendimento
do comportamento do fungo frente a diversos mecanismos de viruléncia ja bem descritos em
outros patégenos. Embora tenham sido encontrados dados interessantes, como a ndo produgéo
de fosfolipase nos isolados estudados e a primeira descricao de atividade hemolitica em isolados

de S. brasiliensis, a ultima enzima citada auxilia na disseminagcdo hematogénica e na aquisi¢cao
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de ferro nos tecidos hospedeiros, podendo beneficiar a sobrevivéncia do fungo durante a
infeccdo, uma das limitacdes do nosso estudo foi o tamanho do nimero de amostras incluidas
no projeto, devido ao afunilamento resultante dos critérios de inclusdo. Ainda que se tratando
de amostras de um centro de referéncia em doengas infecciosas, com concentracdo de casos de
aids e de esporotricose, a associa¢ao estudada e os critérios de inclusdo restringiram o tamanho
amostral e limitaram a validacédo dos achados. Mesmo com as limitagGes desse trabalho,
acredita-se que os achados do presente estudo auxiliam no entendimento preliminar do papel
de S. brasiliensis em um grupo especifico de pacientes com esporotricose e aids, em um
contexto de gravidade e cronicidade de doenca.

Estudos semelhantes englobando um maior numero de casos, talvez multicéntrico, pela
raridade da associacdo, sdo desejaveis para se alcancar conclusfes mais consistentes quanto a

participacao das espécies de Sporothrix nos diferentes quadros clinicos.
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7 CONCLUSOES

» Todos os isolados estudados foram identificados como Sporothrix brasiliensis, que € a

espécie predominante na esporotricose no Brasil.

» Todos os isolados apresentaram-se como tipo selvagem para anfotericina B, itraconazol
e posaconazol, mesmo sendo esses farmacos antifangicos utilizados para o tratamento

da esporotricose nos pacientes incluidos.

» As formas micelial e leveduriforme apresentaram uma concordancia nas CIMs, o que
da suporte ao uso do teste de suscetibilidade com a forma filamentosa tal como

preconizado pelo CLSI, mesmo essa nao sendo a forma parasitaria do fungo.

» A maioria dos isolados apresentou termotolerancia alta corroborando a capacidade de
disseminacdo de S. brasiliensis. Quanto ao crescimento frente a diferentes fontes de
carbono disponiveis no hospedeiro, S. brasiliensis prefere GICNAc a lactato para o seu

crescimento.

» Os isolados de S. brasiliensis sdo capazes de produzir algumas enzimas hidroliticas

extracelulares, as quais podem aumentar a viruléncia em outros modelos fungicos.

» Aresposta de isolados sequenciais de S. brasiliensis com relacéo ao estresse gerado por
radicais de oxigénio e nitrogénio é variavel entre diferentes pacientes, ndo havendo um

padrdo que possa ser associado ao desfecho clinico dos casos.

> A supressdo imunoldgica causada pelo HIV em pacientes com aids tem papel mais
relevante no desfecho clinico da esporotricose de evolugédo crbnica nesse grupo do que

os fenotipos associados a viruléncia dos isolados de S. brasiliensis.
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APENDICE A - Fluxograma da pesquisa de amostras viaveis para o estudo.

Pesquisa realizada no banco de dados do Laboratorio
de Pesquisa Clinica em Dermatologia Infecciosa a partir das
seguintes variaveis:

* Esporotricose disseminada com evolugdo crénica

* Minimo trés isolados de Sporothrix spp. obtidos em cultura
em um intervalo minimo de um ano.

* Diagnostico de infec¢do pelo HIV, conforme as
recomendagdes do Ministério da Saude

l Foram excluidos 68 pacientes que nao se
Foram encontrados 81 —) enquadravam em algum dos critérios
pacientes predeterminados

l Foram excluidos 8 pacientes, com
Foram selecionados 13 | mmmmp | amostras ndo vidveis ou nio
pacientes criopreservadas

!

5 pacientes atenderam a todos
0s critérios determinados e
foram incluidos no estudo
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ANEXO A - Intervalo de concentracdo inibitéria minima e concentracéo efetiva minima
para os diferentes fArmacos antifangicos frente as cepas de referéncia de Candida
parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei (ATCC 6258) e Aspergillus flavus (ATCC
204304) utilizadas nesse estudo.

Number 16 M38-A2

Table 4. Recommended MIC or MEC Limits for QC and Reference Strains for
Broth Dilution Procedures. (Reprinted with permission from the authors and the American Society for Microbiology )

Organism Purpose Antifungal MIC Range | Mode | % of MICs | Incubation
Agent (pg/mL) Within Times
Range
Paecilomyces | QC Amphotericin B 1-4 2.0 100.0 48 hours
vartoti Itraconazole 0.06-0.5 0.12 100.0 48 hours
ATCC® Voriconazole 0.015-0.12 0.06 100.0 48 hours
MYA-3630 % Posaconazole 0.03-0.25 0.06 99.5 48 hours
Reference Anidulafungin =0.01%5 N/A 100.0 24 hours
(see note 4) (MEC)
Candida QC Amphotericin B 0.5-4.0 2. 91.7 43 hours
parapsilosis SFC 0.12-05 0.23 a97.9 48 hours
ATCCE Fluconazole 1040 20 981 48 hours
12019 4% Ttraconazole 0.12-0.5 0.23 97.5 48 hours
Eetoconazole 0.06-035 0.12 983 48 hours
Voriconazole 0.03-0.25 0.06 1000 48 hours
Favuconazole 0.03-0.25 0.06 983 48 hours
Posaconazole 0.06-0.25 012 988 48 hours
Anidulafungin 0320 1.0 250 43 hours
Cazpofungin 0.5-4.0 1.0 929 48 hours
Micafungin 0.5-4.0 1.0 100.0 48 hours
Candida Qc Amphotericin B 1.0-4.0 2. 100.0 48 hours
.h-z.:seif’-'aTCC@ SFC 8.0-32 16 906 48 hours
6258 7 Fluconazole 16-128 3 100.0 48 hours
Itraconazole 0.23-1.0 05 100.0 48 hours
Eetoconazole 0.23-1.0 0.3 05 48 hours
Voriconazole 0.12-1.0 03 100.0 48 hours
Ravuconazole 0.23-1.0 0.3 100.0 48 hours
Posaconazole 0.12-1.0 035 05 48 hours
Anidulafungin 0.03-012 0.06 975 48 hours
Caspofungin 0.25-1.0 05 975 48 hours
Micafungin 0.12-0.5 0.25 99.0 48 hours
Aspergillus Eeference Amphotericin B 0.54 ND 100.0 48 hours
Javus Itraconazole 0.25-0.5 ND 100.0 48 hours
ATCC“:_ Voriconazole 0.54 ND 100.0 48 hours
204304 ** Ravuconazole 0.5-4 ND 100.0 48 hours
(see note 3) Posaconazole 0.06-0.5 KD 100.0 48 hours
Aspergillus Eeference Amphotericin B 0.5-4.0 2. 98.7 48 hours
Jumizatus Itraconazole 0.25-2.0 1.0 95,7 48 hours
ATCCE Yoriconazole 0.25-1.0 0.5 100.0 48 hours
MYA-3626
(see note 4) Reference Anidulafungin =0.015 N/A 100.0 24 hours
(MEC)

Clinical and Laboratory Standards Institute. All rights
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ANEXO B - Intervalo da concentracao inibitoria minima para os diferentes farmacos
antifangicos frente as cepas de referéncia de Candida parapsilosis ATCC 22019 e

Candida krusei ATCC 6258.

M27 A3
MIC {pngm1.) Ranges for Microdilution Tests
| Antifungal 24-Hour CepWithin | 48-Hour " % Within
Organism | Agent Range Mode Range | Bange Mode . Range
Candlicle ﬂmphﬂl:rin:in B 0.25.2.0 0n.s 97.1 0.5-4.0 20 91.7
parapsiteds | Anidulafimein 0.25-2.0 1.0 G50 0.3-2.0 1.0 g5 .0
ATCC® Caspofungin 0.25-1.0 0.5 96.7 0.5-4.0 1.0 929
22019 Flucytosing (5-FC) | 0.06-0.25 012 99.2 0,12-0.5 025 97.9
Fluconazole 0,540 0 98,2 L.0-4.0 2.0 081
Itraconazole 0.12-05 025 95 8 01205 025 OT 8
Ketoconazole 003025  0.06/0.12 9715 0,06-0.5 012 983
Micalungin 052z 1 1040 0.5-4 1 1.0
Posaconazole 0.06-0.25 012 96,7 0.06-0,25 012 GE 8
Ravucomazole 0.016-0.12 (.06 958 0.03-0.25 006 GE3
Voriconazole 0.016-0.12 .06 10000 0.03-0.25 (00 1000
Canclicl Ampholericin B 0.3-2.0 1.0 L0 L.0-4.0 2.0 100
Kerusei Anidulafun gin 03012 0,06 979 003012 G 075
ATCC® Caspofungin 0.12-1.0 0.5 9.8 0.25-1.0 0.5 97.5
G258 Flucytosing (3-FC) 416 8.0 975 B.0-32 14 245
Fluconazole .0-64 16 Lm0 16-128 32 100,10
Irraconarole 0.12-1.0 0.4 95 R 0.25-1.0 0% 10010
Ketoconazole 0.12-1.0 0.5 954 1.25-10 5 995
Micafungin 01205 025 99.6 01205 025 99.0
Fozsaconazole 0.06-0.5 0,23 Ly 0.12-1.0 0.5 906
Favuconazole 0.06-0.5 0.25 933 0.25-1.0 0.5 100.0
Voriconazole 0.06-0.3 0,25 083 0.12-1.0 05 100.0



