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RESUMO

Tese de Doutorado
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Universidade Federal de Santa Maria

S. schenckii, S. luriel, S. brasiliengis e S. albicans:
SUSCETIBILIDADE A AGEI\NITES ANTIFUNGICOS (}OMBINADOS
E CARACTERIZACAO DE PERFIL ENZIMATICO

Autora: Daniele Carvalho de Oliveira
Orientador: Dr. Sydney Hartz Alves
Data e local da defesa: Santa Maria, 06 de agosto de 2012.

Recentemente foi proposto que Sporothrix schenckii € um complexo que engloba seis
espeécies, 0 que exige a reavaliacdo das caracteristicas laboratoriais inerentes a suscetibilidade
e a viruléncia desse complexo fangico. Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
suscetibilidade in vitro de 40 isolados de Sporothrix albicans, S. brasiliensis, S. luriei e S.
schenckii a terbinafina (TER) em combinacdo com itraconazol (ITZ), cetoconazol (CTZ) e
voriconazol (VRC), bem como investigar o perfil enzimatico destas novas espécies. Os
isolados sdo oriundos de esporotricose em humanos (18 da forma cutanea fixa e 13 isolados
da forma linfocutanea), de felinos (n = 8) e de canino (n = 1), tendo sido previamente
identificados por testes fenotipicos e moleculares. A avaliagdo da suscetibilidade foi realizada
com base no protocolo M38-A2 (CLSI) e a atividade enzimatica foi determinada através do
Sistema API-ZYM® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca). Na avaliacdo da suscetibilidade
aos antifangicos combinados, a interacdo sinérgica s6 foi verificada pela associacao
TRB+ITZ, ocorrendo somente frente a um isolado da espécie S. schenckii; a mesma
combinacdo evidenciou efeito aditivo frente a 14 (35%) isolados. J& as combinacdes
TRB+CTZ e TRB+VRC apresentaram efeito aditivo para 11 [27,535%] e 1 [2,5%] isolados,
respectivamente. Todas as demais combinacGes evidenciaram interacdes indiferentes. Em
relacdo ao perfil enzimatico, as enzimas esterase, lipase esterase, fosfatase acida, naftol-AS-
Bl-phosphohydrolase e B-glucosidase foram caracterizadas em 85 - 97,5% dos isolados
estudados. A enzima lipase sO foi detectada em S. brasiliensis enquanto que a leucino-
arilamidase somente ocorreu em S. albicans. a auséncia de naftol-as-bi-phosphohydrolase s6
ocorreu em S. luriei. Os 37 isolados identificados como S. schenckii manifestaram variagdes
enzimaticas que permitiram agrupar estes isolados em 15 diferentes biotipos. O estudo do
perfil enzimatico em espécies recentemente identificadas € importante, pois, vem contribuir
com a compreensdo da viruléncia, suscetibilidade e, sobretudo, pode oportunizar novas
possibiliades para identificar, separar e classificar fenotipicamente as novas espécies de
agentes da esporotricose.

Palavras-chaves: Sporothrix spp; suscetibilidade; associagdes; perfil enzimético; viruléncia.
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Recently was proposed that Sporothrix schenckii is a complex encompassing Six
cryptic species, which calls for the reassessment of laboratory characteristics inherent
susceptibility and virulence of this fungi complex. In these contexts, the aim of this study was
to evaluate the in vitro susceptibility of Sporothrix albicans, S. brasiliensis, S. luriei and S.
schenckii to terbinafine in combination with itraconazole, ketoconazole and voriconazole as
well as the correlation of enzymatic profile with the new species. The isolates (n=40) were
from cases of human (18 isolates from cases of fixed cutaneous sporotrichosis and 13 isolates
from cases of lymphocutaneous sporotrichosis), feline (n = 8) and canine (n=1) sporotrichosis
and were previously identified by phenotypic and molecular tests. The assessment of the
susceptibility was performed based on the protocol M38-A2 and the enzymatic activity was
determined using the commercial kit API-ZYM System (BioMérieux, Marcy- I’Etoile,
France) in accordance with the manufacturer’s instructions. In assessing the susceptibility,
synergism was observed in only one isolate (2,5%) of the association of TRB+CTZ; addition,
in the 11 (27,5%) strain tested for TRB+CTZ; in TRB+ITZ 14 (35%) of isolates and in
TRB+VRC. Most interactions were indifferent. The Sporothrix schenckii Complex had
different positive results for each of the new species tested. Enzymes such as esterase,
esterase lipase, acid phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase and B-glucosidase were
recorded as positive reaction in 85 — 97,5% of strains. Among the different enzymatic profiles
obtained, there was unique and very peculiar to the new specimens, the positive it was
observed that positive reactions for lipase and leucine arilamidase were documented only for
S. brasiliensis and S. albicans, respectively. Furthermore, only S. luriei species was recorded
as negative reaction for naphthol-AS-BIl-phosphohydrolase. Furthmore, only S. luriei obtained
negative result for naphthol-AS-Bl-phosphohydrolase. The 37 isolated of S. schenckii were
tested featured in 15 different biotypes. The variability enzyme found may contributes to a
better understanding to the differences in virulence and resistance among species of the genus
Sporothrix, and may possibility a new phenotypic basis for separating and classify the new
specie, as well as providing a review of clinical and epidemiological data of sporotrichosis.

Keywords: Sporothrix spp, enzyme, profile, synergism, antifungal association
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1 INTRODUCAO

As espécies de Sporothrix apresentam-se como fungos dimorficos, capazes de crescer
como micro-organismos saprofitas em temperatura ambiente e na forma de levedura a 37°C,
em meios enriquecidos e em tecidos parasitados (HEKTOEN; PERKINS, 1900). Agente
etioldgico da esporotricose, 0 Sporothrix spp acomete tanto 0 homem quanto uma grande
variedade de animais e apresenta-se distribuido mundialmente, com maior frequéncia nos
paises tropicais, sendo a micose subcutanea mais frequente no Brasil (LOPES-BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006; RIVITTI; AOKI, 1999).

No homem, a esporotricose apresenta uma grande variedade de manifestacGes clinicas
que vao desde lesbes cutdneas e muco-cutaneas até manifestagdes extracutaneas. As lesbes
cuténeas sdo as mais frequentes e geralmente se apresentam na forma de nédulos que ulceram
seguindo a trajetéria de um tronco linfatico (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). As
apresentacdes extracutaneas, consideradas as formas mais graves da doenca, podem envolver
lesBes dsseas, articulares, pulmonares e no sistema nervoso central (SILVA-VERGARA et al.,
2005).

Os mecanismos bioguimicos de defesa do fungo, sobretudo a presenca da melanina e a
possivel diferenca na expressdo enzimatica, refletem-se na viruléncia e suscetibilidade aos
tratamentos (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996). A viruléncia do Complexo Sporothrix
schenckii estd associada aos componentes de sua parede celular, como proteinas e
glicoproteinas, dentre as quais galactomana e ramnomanana se destacam como principais
polissacarideos (TRAVASSOS, 1989). A secrecdo de enzimas por micro-organismos também
é considerada um fator importante na invasao tecidual, contribuindo para a patogenicidade do
fungo, além de se manifestar um potencial para auxiliar na identificacdo fenotipica de
diferentes espécies (DE BERNARDIS et al., 1999).

O itraconazol tem sido recomendado para tratamento das formas linfocutaneas da
esporotricose. Para as formas mais graves ou insucesso terapéutico com itraconazol
recomenda-se a administracdo de anfotericina B. Apesar da atividade destes agentes
antifngicos, o longo periodo de tempo requerido com o itraconazol e a nefrotoxicidade
associada a anfotericina B sdo algumas das limitacbes da atual antifungicoterapia que
evidenciam a necessidade de se disponibilizar novas alternativas para tratamento
(KAUFFMAN et al., 2007; TRILLES et al., 2005). Os registros de esporotricose disseminada
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em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) também justificam a busca
por novos esquemas terapéuticos (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001). A combinagdo de
antifangicos pode manifestar sinergismo, trazendo como vantagens: a) reducdo da toxicidade
pela administracdo de doses mais baixas; b) reducdo do tempo a resposta ao tratamento; c)
reducdo do tempo de hospitalizagdo; d) aumento do espectro de acdo além da reducdo da
aquisicao de resisténcia aos antimicrobianos (JOHNSON et al., 2004).

Recentemente, estudos e moleculares serviram como base para reavaliar a identidade
do Sporothrix schenckii que a partir de entdo, passou a ser considerado como “Complexo
Sporothrix schenckii”, definido com a identificacdo de cinco novas espécies: S. albicans, S.
luriei, S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana (MARIMON et al., 2007). Esses achados
confirmam investigacGes moleculares anteriores que constataram uma grande variabilidade
intraespecifica principalmente associada a origem geografica desses isolados clinicos
(MARIMON et al., 2006; WATANABE et al., 2004).

Neste contexto, é pertinente o aprofundamento de estudos abordando as novas
espécies de Sporothrix, notadamente nos aspectos relativos a suscetibilidade aos antifungicos,
suscetibilidade as combinacdes de farmacos e reconhecimento das diferencas entre os perfis
enzimaticos destas espécies, com vistas ao reconhecimento de seu papel na viruléncia e/ou

como marcador fenotipico para a rapida identificacdo destas espécies.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo identificar fenotipica e genotipicamente as
novas especies do complexo Sporothrix schenckii, investigando-se também sua
suscetibilidade aos antiflngicos e perfil enzimatico.

2.2 Objetivos especificos

- ldentificar, fenotipica e genotipicamente, 40 isolados previamente caracterizados
como Sporothrix schenckii, para reconhecimento das novas espécies do Complexo Sporothrix
schenckii.

- Avaliar a suscetibilidade, in vitro, das novas espécies de Sporothrix spp, frente ao
cetoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol, miconazol, terbinafina, caspofungina e
anfotericina B.

- Avaliar as interagdes das combinagdes: itraconazol + terbinafina, cetoconazol +
terbinafina e voriconazol + terbinafina.

- Relacionar a suscetibilidade das associacdes antiflngicas testadas as novas espécies
do complexo Sporothrix schenckii.

- Avaliar, fenotipicamente, o perfil enziméatico dos 40 isolados de Sporothrix spp,

buscando-se evidenciar identidade entre enzimas e as novas espécies.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Historico

O primeiro caso de esporotricose foi relatado em 1898 por Benjamin Schenck no
Johns Hopkins Hospital em Baltimore nos Estados Unidos da América, onde o entdo
estudante de Medicina documentou a doenca com descri¢do clinica minuciosa (SCHENCK,
1898). Apds avaliar o possivel agente etioldgico de uma infeccdo que acometia um paciente
de 36 anos com multiplos nddulos ulcerativos ascendentes no brago, o estudante encaminhou
0 patdgeno ao fitopatologista Erwin F. Smith que o identificou como uma espécie do género
Sporotrichum. Dois anos mais tarde o segundo caso foi relatado por Hektoen e Perkins em
Chicago, EUA, envolvendo um menino de cinco anos com ferimento no dedo causado por
martelo. Apds o isolamento do fungo, estes autores verificaram que se tratava do mesmo
agente descrito por Schenck, porém, eles adotaram uma nova nomenclatura, Sporothrix
schenckii (HECKTOEN; PERKINS, 1900).

Durante os primeiros anos do século XX, a esporotricose era uma doenga comum na
Franca. Em 1903, foi publicado o primeiro caso de esporotricose na Europa, em Paris, em um
paciente francés com multiplos abscessos subcutaneos. Este organismo foi identificado como
Sporothrix e foi nominado Sporotrichum beurmanni por Matruchot e Ramond. Nos 10 anos
seguintes, De Buermann e Gourgeot (apud BARROS et al., 2001) relataram mais de 200
casos de esporotricose na Franca, descrevendo tanto formas cutaneas, extracutaneas e
disseminadas da doenga.

Em 1927, foi reportado um surto envolvendo 14 mineiros em Witwatersrand, cidade
proxima a Johanesburgo, Africa do Sul. Apds este episodio, entre 1941 e 1944, no mesmo
local registrou-se o maior surto epidémico de esporotricose pulmonar ja documentado
envolvendo cerca de 3000 mineiros. O reservatorio para o crescimento saprofitico do fungo
foi identificado nas madeiras das estruturas de sustentacdo de uma mina de ouro (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992).

No Brasil, o primeiro relato de esporotricose ocorreu em 1907 quando o patégeno foi
isolado da mucosa oral de ratos (LUTZ; SPLENDORE, 1907). No ano seguinte, Splendore
(apud LACAZ et al., 2002) estudando a doenga em uma mulher com lesGes faciais, descreveu
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uma estrutura radiada ao redor das células leveduriformes do fungo chamando-a de “corpo

asteroide” o qual se tornou util na identificagdo do micro-organismo.

3.2 Agente etioldgico

O Sporothrix schenckii é o agente etiologico da esporotricose. E um fungo dimérfico
térmico encontrado na forma filamentosa na natureza (25°C) e, in vitro, quando incubado
entre 19 °C e 30 °C. Converte-se a forma leveduriforme apds inocula¢do no hospedeiro,
durante o processo infeccioso (37°C), ou quando cultivado a 37°C em meio de cultura
apropriado (HECKTOEN; PERKINS, 1900).

Nos ultimos anos, véarios estudos moleculares tém sido realizados envolvendo
isolados identificados morfologicamente como de Sporothrix schenckii provenientes de
diferentes regibes geograficas (MARIMON et al., 2006; ZHANG et al., 2006). Estas
investigacbes demonstraram uma alta diversidade genética deste género e a existéncia de
varias linhagens filogenéticas, o que determinou o entendimento de que S. schenckii € um
complexo fungico formado por S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. schenckii, S.
albicans e S. luriei (MARIMON et al., 2007, 2008; OLIVEIRA et al., 2011). A comprovagéo
da existéncia das cinco novas espécies do género Sporothrix nos traz a necessidade de
reavaliar estudos ja realizados e reconsiderar informacdes que possam ser relevantes. Esse
complexo fungico com suas variagdes intraespecificas pode ser a explicacdo para as
diferengas de suscetibilidade e de viruléncia observadas nos casos de esporotricose
(MARIMON et al., 2007, 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

3.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

Segundo a classificacdo taxonémica, 0 género Sporothrix pertence ao reino Fungi,
divisio Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales e familia
Ophiostomataceae (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

A fase miceliana do fungo é caracterizada pela presenca de hifas hialinas de 1-2 um de

diametro, delgadas, ramificadas e septadas, a partir das quais se desenvolvem conidiéforos em
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angulo reto, em cujo &pice dispbe-se uma vesicula com denticulos simpodiais e em cada
denticulo nasce um conidio que juntos assumem um aspecto floral, lembrando uma margarida
(DE HOOG et al., 2000). Os conideos medem aproximadamente de 2 a 4 um de comprimento
e 2 um de didmetro e podem ser hialinos, em forma de lagrima e ou apresentar formas
variadas (globosos, subglobosos, ovais, triangulares e irregulares) (DE HOOG et al., 2000).
Em meios de cultura utilizados na rotina clinica como &gar Sabouraud e agar batata,
incubados a temperatura ambiente, é possivel o desenvolvimento de coldnias Umidas de
aspecto coriaceas, com sulcos e dobras na superficie. No inicio do crescimento as coldnias sdo
brancas e cremosas e com o envelhecimento podem apresentar coloragdo marrom a negra
quando produtoras de melanina (DE HOOG; VITALE, 2007).

A fase leveduriforme do fungo encontrada nos tecidos parasitados é caracterizada por
revelar microscopicamente pequenas células ovais ou alongadas em forma de charuto
medindo 1,5-2 x 7-9 um, a morfologia revela blastoconidios que se coram positivamente pelo
Gram, alguns apresentando brotamentos multiplos. Nesta forma as col6nias apresentam-se
brancas e cremosas, semelhantes a outros fungos leveduriformes em meios de culturas sélidas
tradicionais. In vitro, a temperatura de 37°C esta fase pode ser encontrada depois de diversos
repiques do fungo em meios enriquecidos como &gar Brain Heart Infusion (BHI) (TORRES-
RODRIGUEZ et al., 1993).

3.2.2 Caracteristicas fisioldgicas

A avaliacdo microscopica das estruturas morfologicas é a técnica comumente usada
para a identificacdo de fungos filamentosos; todavia evidencia limitacGes até nas maos de
especialistas. Para contribuir na identificacdo fungica, caracteristicas fisioldgicas do fungo,
como termotolerancia, capacidade fermentativa ou de assimilacdo de diferentes carboidratos,
compostos nitrogenados e outras moléculas, tém revelado de valor diagnostico
(STEADHAM; GEIS; SIMMANK, 1986). Varios carboidratos podem ser assimilados pelo
Sporothrix spp como a glicose, frutose, manose e celobiose (MARIMON et al., 2008).

Poucos estudos abordaram a caracterizacao fisioldgica do género Sporothrix (GHOSH
et al., 2002; DE HOOG et al., 2000). O quadro 1 apresenta estas caracteristicas (MARIMON
et al. 2007).
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Espécies Halo> 50mm / | Assimilacdo da | Assimilacdo da [ Crescimento
P 21 dias/ 30°C. sacarose rafinose a37°C

S. brasiliensis - - - +

S. schenckii - + + +

S. globosa - + - -

S. mexicana + + + +

S. albicans + + - +

Quadro 1 - Caracterizacdo fenotipica das espécies do Complexo Sporothrix schenckii
Fonte: Marimon et al. (2007)

Diferencas fisiologicas entre as novas de Sporothrix spp ja foram reportadas. Na fase
filamentosa, o fungo pode ter bom crescimento em pH varidvel entre 3,0 a 11,5 enquanto que
na fase leveduriforme cresce em pH entre 3,0 e 8,8 (GHOSH et al., 2002). Em geral, a melhor
temperatura para Sporothrix spp crescer é entre 30 e 37 °C; a temperatura de 40 °C seu
crescimento comeca a ser impedido (GHOSH et al., 2002; MARIMON et al., 2007).

3.3 Epidemiologia da esporotricose

A historia natural da esporotricose vem mudando gradualmente em relacdo a
frequéncia, modo de transmissdao e distribuicdes geografica e demogréafica. Fatores
ambientais, aumento na urbanizacdo, melhor diagnéstico, podem contribuir para explicar as
alteracOes no perfil da doenca. Além disso, a esporotricose ndo € uma doencga constantemente
relatada em muitos paises, existindo poucas informacg6es sobre a sua incidéncia e a maioria

dos casos é descrito apenas nos relatos de casos publicados (BARROS et al., 2001).
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3.3.1 Distribuigdo geogréfica

No inicio do século passado, a esporotricose era comum na Franga, mas atualmente a
doenca aparece esporadicamente na Europa (CRISEO; ZUNGRI; ROMEO, 2008; MAGAND
et al., 2009). A doenca embora de distribuicdo geografica mundial, tem a maioria dos casos
reportada em zonas tropicais ou subtropicais. Embora seja uma doenca cosmopolita, €
possivel observar que, mesmo dentro de areas endémicas, sua incidéncia e distribuicdo nao
sdo homogéneas (FREITAS et al., 2011; RIVITTI; AOKI, 1999).

A esporotricose tem sido relatada como a mais frequente micose subcutanea no
México. Apresenta-se como doenca endémica no Brasil, Uruguai e Africa do Sul, sendo
também registradas em regides altamente endémicas na Guatemala e Peru (CASTREJON;
ROBLES; ZUBIETA ARROYO, 1995; CUADROS; VIDOTTO; BRUATTO, 1990;
KUSUHARA; HACHISUKA,; SASAI, 1990; MAYORGA et al., 1978).

No Peru, existe uma area hiperendémica ao sul das montanhas andinas, com uma
incidéncia anual estimada em 48 a 60 casos de esporotricose por 100.000 habitantes em
Abancay (PAPPAS et al., 2000). No Japéo, desde o final da Segunda Guerra Mundial, os
casos vém aumentando gradualmente: de 22 casos entre 1918 e 1939 passou para mais de 500
no periodo entre 1945 e 1968 (URABE; HONBO, 1986). Nos Estados Unidos havia menos de
200 casos de esporotricose relatados até 1932; a partir de entdo, a incidéncia aumentou
chegando-se a estimativa de 100 pacientes internados com esporotricose sistémica (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992). Na india, o primeiro caso relatado foi em 1932, na regido
noroeste; de 1996 e 1997 foram diagnosticados 25 casos em Himachal Pradesh, na regido
nordeste a qual, atualmente, apresenta focos endémicos (GHOSH et al., 1999).

No Brasil, entre 0s anos de 1945 e 1954 no Hospital de Clinicas de Sao Paulo, foram
diagnosticados 104 casos de esporotricose. Esta incidéncia representou 0,5% de todas as
dermatoses do periodo. Também em S&o Paulo, em Botucatu, houve o registro de 53 casos da
doenca entre 1976 e 1995 (MARQUES et al., 1997). A emergéncia de uma epidemia no
estado do Rio de Janeiro promoveu uma nova dindmica a doenga, modificando o perfil
epidemioldgico no Brasil (BARROS et al., 2001).
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3.3.2 Distribuigéo por sexo e idade

A esporotricose continua sendo a mais frequente micose subcutdnea humana no Rio
Grande do Sul, apesar de ter havido uma diminui¢do da incidéncia nas ultimas décadas.
Houve uma redugéo progressiva no acometimento de mulheres e, consequentemente, aumento
da proporcdo de casos masculinos; esta variacdo foi atribuida a entrada das mulheres no
mercado de trabalho urbano e a diminuicdo de suas atividades em jardinagem e horticultura
(LOPES JORGES et al., 1999).

Uma andlise retrospectiva dos casos de esporotricose registrados no Complexo
Hospitalar Santa Casa de Misericdrdia, na cidade de Porto Alegre, relatou 304 casos num
periodo de 35 anos (1967 a 2002). Neste estudo, a exposi¢do ao risco ocupacional para
infeccdo foi 13 vezes maior no sexo masculino do que no sexo feminino. Observou-se que a
maioria afetada era de homens (68,4%) acima dos 12 anos de idade (88,8%). A maioria dos
pacientes (74,3%) foi relacionada como pertencentes as categorias de riscos ocupacionais
tradicionalmente associadas a esta micose, como fazendeiros, apicultores, carpinteiros,
jardineiros, atividades de caca e pesca ou floricultura. A distribuicdo dos casos avaliados
quanto a procedéncia foi: 72% da regido metropolitana de Porto Alegre, 6,5% da regido
sudeste do estado, 6,2% da regido noroeste, 6,2% da regido centro-oeste, 4,2% da regido
nordeste, 3,2% da regido sudeste e 1,3% da regido centro-oeste. Na regido central do estado
do Rio Grande do Sul entre 1988 e 1997 foram observados apenas 31 casos de esporotricose
registrados no Hospital Universitario de Santa Maria. Na mesma cidade, um estudo
retrospectivo realizado entre 1957 e 1997 registrou 342 casos de esporotricose em humanos
(DA ROSA et al., 2005).

3.3.3 Transmisséo e contaminagéo

O género Sporothrix é ubiquo na natureza, sendo encontrado no solo associado a
material organico de plantas (espinhos, folhas secas e madeira), agua, material organico em
decomposicéo, entre outros locais. Atividades ocupacionais e de lazer, como manejo rural,
agricultura, construcdo civil, mineracdo, caca, pesca e outros estdo relacionados a maior
predisposicdo a infeccdo (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA., 2006). Também a
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jardinagem esta fortemente ligada ao contagio da doenca, por isto também conhecida como
“Doenca dos Jardineiros” devido aos diversos casos ligados ao cultivo de rosas (ENGLE;
DESIR; BERNSTEIN, 2007).

Na Guatemala, ha registro de surtos epidémicos relacionados a limpeza de pescado e
no Uruguai e sul do Brasil, com a caca ao tatu-mulita (Dasypus hybridus) chegando até 88%
dos casos (ALVES et al., 2010; GEZUELE; DA ROSA, 2005).

Ha relatos de transmissdao por mordidas ou arranhGes de animais como gatos e
esquilos, picadas de insetos e outros ferimentos. Estas condi¢cdes podem resultar em uma
inoculacédo direta ou como fator facilitador da entrada do fungo (BORREGO; MAYORGA;
TARANGO-MARTINEZ, 2009; MILLER; KEELING, 2002). A contaminacdo pode também
se dar pela manipulacdo de culturas de Sporothrix spp em laboratérios (COOPER; DIXON;
SALKIN, 1992).

As epidemias por esporotricose sdo raras, e quando ocorrem, S&0 comumente
relacionadas a uma Unica fonte de infeccdo. O maior surto ocorreu em Witwatersrand na
Africa do Sul, e sua descricdo contribuiu significantemente para o conhecimento da
esporotricose, representando até hoje, a mais completa investigacdo epidemioldgica da
doenca. Em 1941 a 1944, mais de 3.000 trabalhadores foram infectados pelo fungo que estava
presente nas madeiras usadas de escoras nos corredores de uma mina de ouro. Nos EUA, a
maior epidemia ocorreu em 1988, envolvendo 15 estados que participaram de um programa
de reflorestamento, quando 84 trabalhadores foram contaminados devido a exposi¢do ao
musgo Sphagnun usado para embalar as mudas em um viveiro na Pensilvania (BARROS;
PAES; SCHUBACH, 2011; DIXON; DUNCAN; HURD, 1992).

3.3.4 Transmissdo zoonotica

A esporotricose humana tem sido esporadicamente associada com mordidas e
arranhdes de animais (KAUFFMAN, 1999). Desde 1980, a transmissdo dessa micose por
felinos ganhou atencdo, quando pesquisadores relataram um surto envolvendo cinco pessoas
expostas a gatos com esporotricose (DUNSTAN et al., 1986; READ; SPERLING, 1982;
SCHUBACH et al., 2004).

A maior epidemia de esporotricose ja registrada, devido a transmissdo zoonética foi

descrita no Rio de Janeiro, entre 1998 e 2004. Apenas no Instituto de Pesquisa Clinica
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Evandro Chagas (IPEC) ligado a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, 1503
casos de esporotricose foram diagnosticados em gatos, 64 em cées e 759 em humanos. As
pessoas mais comumente afetadas nesse surto foram donas de casa que cuidavam de gatos
infectados (BARROS et al., 2001). Um estudo realizado entre 1998 e 2001 relatou que dos
178 de casos da doencga, 156 eram pacientes que referiram contato com gatos com
esporotricose (BARROS et al., 2004). Desde entdo, donos de gatos e veterinarios se
caracterizaram como um novo grupo de risco para a aquisicdo da doenca através destes
animais contaminados (HIRANO et al., 2006; YEGNESWARAN et al., 2009).

Alguns autores acreditam que 0s gatos sdo animais com maior poder de transmissao
zoondtica devido a grande quantidade de leveduras presentes nas lesGes. Entretanto, cdes
também sdo afetados, mas ndo sdo considerados como infectantes potenciais aos seres
humanos (SCHUBACH et al., 2003).

Nos ultimos anos, no Rio Grande do Sul, verifica-se um aumento no nimero de casos
de esporotricose em felinos no litoral sul do estado, particularmente no municipio de Rio
Grande (NOBRE et al., 2002). Em todo pais relata-se um aumento de esporotricose felina e
decréscimos na esporotricose canina, possivelmente pela menor gravidade da doenca em cées
e pela semelhanga com outras doengas. Estes dados reforcam a caracteristica zoonética desta
micose e atentam para o risco de transmissdo para humanos através de arranhaduras e
mordeduras por gatos com e esporotricose e mesmo por gatos higidos, visto que o felino
domeéstico carreia 0 agente em suas unhas e cavidade oral e suas lesdes tém exuberancia de
células leveduriformes (SCHUBACH et al., 2005).

3.4 Patogénese e formas clinicas

3.4.1 Esporotricose no homem

A esporotricose em humanos pode apresentar distintas formas com diferente evolucao
clinica, de acordo com o estado imunoldgico do hospedeiro, quantidade de indculo e
viruléncia do fungo, classificando-se inicialmente em cutaneas e extracutaneas. As formas
cutaneas sao classificadas em fixa, linfocutdnea ou disseminada. Também podem ser

consideradas situacdes em que hd comprometimento de mucosas tais como a conjuntiva
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ocular e mucosa nasal. Nas manifestacfes extracutdneas da micose sao incluidos casos como
esporotricose pulmonar, osteoarticular, meningea ou sistémica (LOPES-BEZERRA,;
SCHUBACH; COSTA, 2006).

A esporotricose cutanea fixa aparece como lesdo unica permanecendo restrita ao local
de infeccdo. Ndo h& migracdo da lesdo pelo trajeto linfatico contiguo a &rea afetada. S&o
normalmente papulas eritematosas ou placas que podem tornar-se ulceradas ou verrucosas.
N&o tendem a regressdo espontanea, por isto ha relatos com até 26 anos de evolucao.
Localiza-se com maior frequéncia na face ou nos membros superiores com manifestacdes
polimorficas que requerem diagnostico diferencial com leishmaniose, cromomicose,
blastomicose e piodermite vegetante. Representam em torno de 25% dos casos e s&o mais
frequentes em areas de alta endemicidade (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

A forma linfocuténea é a mais prevalente, representando 80% dos casos. Inicia com
um noédulo ou uma lesdo ulcerada no local da inoculacdo do fungo, que ap6s um periodo de
25 a 30 dias de incubacdo, segue o trajeto linfatico regional, contiguo a lesdo inicial,
formando novos nédulos que ulceram, fistulam e regridem. Estes sinais clinicos caracterizam
a denominacao desta forma como linfangite nodular ascendente (DONABEDIAN et al., 1994;
SHAW et al., 1989).

A esporotricose pulmonar é uma condicdo primariamente relacionada com inalacéo de
conidios ou, em alguns casos, consequéncia de disseminacdo hematogénica. Nos pacientes
com a forma pulmonar crénica, os sinais e sintomas nao sdo caracteristicos e podem
confundir-se com tuberculose pulmonar ou histoplasmose cavitaria; exames radiolégicos
exibem lesdes infiltrativas e nodulares localizadas nos apices pulmonares e cavitacdo em 75%
dos casos. O tipico paciente é classificado como sendo homem (relagdo homem/mulher em
6:1), alcoolista ou diabético e com média de idade estimada em 46 anos (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992). Trés casos na literatura relatam esporotricose pulmonar acometendo
pacientes infectados pelo virus Human Immunodeficiency Virus (HIV) (CALLENS et al.,
2006; GORI et al., 1997; LOSMAN; CAVANAUGH, 2004).

O envolvimento das articulacGes denota a forma osteoarticular da esporotricose com
artrite, localizando-se na maioria das vezes nos joelhos, cotovelos, punhos e quadris. Mais da
metade dos casos compromete apenas uma articulacdo podendo, na auséncia de tratamento,
afetar outras regides. Produz, inicialmente, sinovites e tenossinovites, podendo, com a
evolugéo do quadro, determinar alguns focos de osteomielites. Clinicamente manifesta-se por
dor articular, limitagcbes de movimento, tumefacdo e acimulo de liquido sinovial na cavidade

articular. A disseminacédo poliarticular acompanhada de lesdes cutaneas mdaltiplas observa-se
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em pacientes diabéticos, com linfomas, transplante de Orgdos, tratamento com
corticosteroides, sarcoidose e SIDA (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

Além da SIDA, outras condi¢des como diabetes, alcoolismo, doencas granulomatosas,
cirrose, transplante renal, neoplasias, corticosteroides e usos de agentes imunossupressores
sdo comumente relatados em pacientes com esporotricose extracutanea (FONSECA-REYES
et al., 2007; GOTTLIEB et al., 2003; GULLBERG et al., 1987). Pacientes infectados pelo
HIV, com imunidade preservada, parecem responder a infeccdo por Sporothrix spp da mesma
forma como os individuos sem confeccdo (SCHUBACH et al., 2005). Nos pacientes doentes,
a esporotricose assume o papel de uma doencga oportunista, com casos severos, envolvimento
sisttmico, e em muitos casos migragdo para as meninges (VILELA et al., 2007). Observando-
se 0 historico dos pacientes com SIDA/esporotricose pode-se inferir que em cerca de 20%, a
disseminacédo evolui para comprometimento do sistema nervoso central (SILVA-VERGARA
et al., 2005).

3.4.2 Esporotricose em animais

No Brasil, a esporotricose € a principal infeccdo micotica profunda em felinos,
pertencendo a literatura nacional as maiores coleces de casos diagnosticados. A
disseminacdo da infeccdo entre felinos parece estar relacionada a habitos como penetrar por
entre ninhos e frestas de materiais descartados, esfregar-se no solo, em cascas de arvores, e
por arranhdes ou mordidas, devido a brincadeiras e agressdes com outros gatos. A maior
frequéncia tem sido observada entre machos ndo castrados, em idade reprodutiva, e com livre
acesso a rua, o gque se relaciona ao comportamento mais agressivo destes animais na disputa
por fémeas (DIXON; DUNCAN; HURD, 1992; READ; SPERLING, 1982; SCHUBACH et
al., 2001).

Na espécie felina, hd uma tendéncia do quadro de esporotricose cutanea disseminada
com evolucéo para forma sistémica com comprometimento dos pulmdes, figado, baco, 0ssos e
linfonodos, sendo fator determinante dos obitos (MARQUES et al., 1993; SCHUBACH et al.,
2003). Assim como os aspectos clinicos e histoldgicos da esporotricose felina sao distintos da
esporotricose humana, também a abordagem terapéutica é mais complexa, pois 0s gatos sao

mais suscetiveis a iodo toxicose (MARQUES et al., 1993). Quando a terapia com iodeto de
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potéssio ndo é efetiva, terapia com itraconazol é indicada como uma alternativa terapéutica
importante para estes animais (DE-OLIVEIRA-NOBRE et al., 2001).

Em cées, as formas cutaneas e linfocutanea sdo as mais comuns e ndo ocorre
predisposicdo etaria ou sexual para a doenca, entretanto esta € mais comumente observada em
animais destinados a caca (SCOTT; TARIQ; MCCRORY, 1995). A esporotricose canina
disseminada pode ocorrer em animais imunocompetentes, no entanto, € de ocorréncia mais
rara. As lesdes apresentam-se principalmente na face, pavilhdo auricular, mucosa nasal,
tronco e membros. As lesdes sdo nodulares e ulcerativas, ndo pruriginosas e com presenca de
placas anulares e alopecia. Os nodulos ulcerados tipicamente drenam exsudato purulento,
mas, diferentemente dos felinos, o fungo € raramente observado (WHITTEMORE; WEBB,
2007).

Nos equinos, as formas de esporotricose assemelham-se as humanas, com nddulos
subcutaneos, que ulceram formando crostas, localizadas nos membros e no pescoco
(COPETTI et al., 2002).

3.4.3. Diagndstico da esporotricose

A esporotricose pode ser diagnosticada através de uma correlacdo de dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (BARROS et al., 2011).

O exame direto do pus oriundo das lesGes € geralmente realizado com solucéo de
hidréxido de potassio 10-20%, objetivando-se observar elementos leveduriformes tipicos da
fase parasitaria. Todavia, estas estruturas flngicas sdo pequenas (2 a 6 pum de diametro) e
escassas e, consequentemente, dificeis de detectar no exame direto de humanos
infectados. Por outro lado, quando 0 mesmo exame é realizado com amostras colhidas de
gatos infectados, devido a elevada carga fingica nestes animais, as células leveduriformes do
fungo podem ser facilmente encontradas. Quando a coloracdo de Gram é usada no material
clinico, células leveduriformes aparecem coradas e, ocasionalmente, dentro de células
gigantes ou linfocitos polimorfonucleares. A observagdo de estruturas leveduriformes no
exame direto com KOH néo €, portanto, conclusiva para o diagnostico de esporotricose
(LACAZ et al., 2002).

O Sporothrix spp pode ser observado nos tecidos com o uso de coloragdes como

hematoxilina e eosina (H & E), sais de prata (GMS) ou pelo acido periddico de Schiff (PAS),
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embora a busca por elementos leveduriformes em pesquisas histopatoldgicas das lesGes
cuténeas humanas € infrutifera, devido a baixa carga fungica (DE HOOG; VITALE, 2007).
Em condicGes habituais, a imagem histopatologica mais caracteristica € o0 corpo asteroide
caracteristico da reacdo de Splendore-Hoeppli, indicativa de resposta imunologica localizada
no hospedeiro frente aos antigenos de diversos organismos infecciosos, incluindo fungos,
bactérias e outros parasitas (GEZUELE; DA ROSA, 2005). Um ndmero maior de formas
parasitarias pode se encontrado em pacientes recebendo corticosteroides sistémicos ou
topicos. A exuberancia de células fungicas observadas intra e extracelular no tecido dérmico
em forma de charuto, pleomorfica ou em brotamento é um achado histopatolégico comum nas
lesGes cuténeas em felinos e que ndo se estende aos caninos (MARQUES et al., 1993).

O diagnostico definitivo da esporotricose baseia-se no isolamento e identificacdo do
agente etiologico em cultura (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). O isolamento de
Sporothrix spp é facilmente obtido depois de semeado em meios de culturas usuais na rotina
laboratorial de micologia, tais como agar Sabouraud e &gar Mycobiotic. Ap6s 5 a 7 dias de
incubacdo a 25 °C, ja é possivel visualizar col6nias filamentosas desenvolvendo-se, as quais
podem apresentar uma coloracdo escura, geralmente no centro da colénia (DE HOOG;
VITALE, 2007). Para identificar o Sporothrix schenckii, pode-se utilizar o dimorfismo,
promovendo-se a reversdo da fase filamentosa a fase leveduriforme, através de subcultivo em
meio enriquecido como o &gar BHI a 37 °C, durante 5 a 7 dias. Alguns isolados podem
apresentar dificuldade para reverter, podendo requerer maltiplas subculturas e incubacdo por
periodos mais longos (DE HOOG; VITALE, 2007).

As culturas positivas favorecem o reconhecimento do fungo, permitindo que quase
todos os casos de esporotricose cutdnea sejam diagnosticados. No entanto, o diagndstico
através da cultura tem limitacGes significativas, principalmente em algumas manifestacfes da
doenca, como na artrite induzida por Sporothrix spp, onde a coleta de material para a cultura é
dificil. Apds o crescimento, o fungo é facilmente identificado por microcultivo (BARROS et
al., 2001). Métodos moleculares tém sido desenvolvidos para facilitar e agilizar o diagnostico
micoldgico. A identificagdo molecular do Complexo Sporothrix schenckii € util para
diagnostico rapido da esporotricose e também valioso em casos de culturas negativas devido a
baixa carga fangica ou infec¢des secundarias (REISS et al., 2000).

Ainda ha poucos métodos moleculares voltados para deteccdo de acido
desoxirribonucleico (DNA) de espécimes de Sporothrix em materiais clinicos. Algumas
metodologias para identificar colénias de Sporothrix spp a partir de culturas puras foram

descritas. Os sistemas de detec¢do por polymerase chain reaction (PCR) podem ser uteis
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como ferramentas de diagndstico para a deteccdo de esporotricose em humanos e animais,
mas ainda fogem da realidade do diagnostico laboratorial usual de esporotricose (KANBE et
al., 2005; LINDSLEY et al., 2001).

3.5 Agentes antifungicos e mecanismo de acao

No tratamento das micoses superficiais a diversidade de farmacos disponiveis para a
terapia € maior. Além dos poliénicos como anfotericina B e nistatina, da flucitosina e de
maior variedade de azdis (clotrimazol, econazol, isoconazol, oxiconazol, sertaconazol,
miconazol, terconazol e tioconazol), existem ainda outros antifingicos: o derivado da
morfolina, amorolfina; os tiocarbamatos tolnaftato e tolciclato; as alilaminas naftifina,
terbinafina e butenafina e o composto ciclopirox, além da griseofulvina (BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004).

Diferentes antifingicos estdo disponiveis no mercado, mas o numero de farmacos
usados para o tratamento de infec¢bes fungicas sistémicas €, ainda hoje, limitado. As quatro
principais classes de antiflngicos para uso sistémico sdo os poliénicos, azoélicos, alilaminas e
equinocandinas. A anfotericina B e os azdlicos - principalmente cetoconazol, fluconazol e
itraconazol - tém sido os agentes mais utilizados nas Gltimas décadas para o tratamento da
maioria das micoses sistémicas. A terbinafina e caspofungina, respectivamente uma alilamina
e uma equinocandina se encontra disponivel para uso sisttmico (CHEN; SORRELL, 2007).

Com mais de 50 anos de uso clinico e, apesar das limitacGes relacionadas com a
toxicidade e restricdo a administracdo endovenosa, a anfotericina B ainda é considerada como
0 “padrdo ouro” para o tratamento de infec¢des fingicas graves. Atualmente, a anfotericina B
é sugerida como primeira escolha nas formas disseminadas, pulmonares e meningeas de
esporotricose (GUBBINS; ANAISSIE, 2009; KAUFFMAN et al., 2007). No entanto, seu uso
¢ associado a efeitos adversos significativos como febre e calafrios durante a administracéo e,
com maior gravidade, relacionando-se a nefrotoxicidade em até 30% dos pacientes com
quadro de falha renal aguda. Isto se deve as interacdes do desoxicolato de anfotericina B com
0 colesterol da membrana plasméatica dos mamiferos, embora esta interagdo evidencie menor
afinidade do que pelo ergosterol da membrana celular fungica (DERAY, 2002). Os poliénicos

ligam-se, basicamente, ao ergosterol presente na membrana de fungos sensiveis, formando
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poros ou canais. O resultado é um aumento na permeabilidade da membrana que permite o
extravasamento de diversas moléculas pequenas, levando a morte celular.

Os antifungicos azdlicos incluem duas subclasses: os imidazolicos e os triazélicos,
cuja atividade antifingica se faz através da alteracdo da permeabilidade de membrana,
promovida pela inibicdo da sintese do ergosterol por ligagdo as enzimas da Citocromo P450
do fungo, e consequente inibicdo da demetilacdo do lanosterol, um precursor do ergosterol
(TERREL, 1999).

No inicio da década de 1980 o cetoconazol foi o primeiro azolico a ser administrado
por via oral no tratamento das infec¢fes fingicas sistémicas, mas havia a necessidade de
agentes com espectro de atividade mais amplo e mais potente. O itraconazol pertencente a
primeira geracdo dos triazolicos e apresenta amplo espectro antifungico sem efeitos colaterais
importantes, sendo 0 medicamento de escolha no tratamento de esporotricose local e sistémica
e também na forma osteoarticular da doenca (KAUFFMAN et al., 2007; TERREL, 1999).

As investigacBes sobre novos antifungicos tem se concentrado em melhorar antigas
formulag@es, tornando-as menos toxicas e, a0 mesmo tempo, desenvolver novos farmacos a
partir das estruturas ja conhecidas. A partir da primeira geracdo de triazolicos, surgiu a
segunda geragdo, sendo o voriconazol um de seus exemplares mais potentes, com amplo
espectro de acdo sobre leveduras e fungos filamentosos e sendo capaz de penetrar a barreira
hematoencefélica (NEELY; GHANNOUM, 2000). O voriconazol ¢é indicado como alternativa
contra infecgbes invasivas graves, mas para Sporothrix spp foi verificada sua atividade in
vitro, contudo a significancia clinica é ainda desconhecida (CHEN; SORRELL, 2007).

Outra classe de agentes antifungicos disponiveis para utilizacdo clinica sdo as
alilaminas. Entre elas, a terbinafina, que atua inibindo seletivamente a biossintese de
ergosterol pelo fungo e, também, pelo acimulo de esqualeno no interior da célula fungica.
Este mecanismo de acdo, tanto no aspecto funcional como quimico, se distingue de outros
antimicoticos sistémicos, como os derivados azolicos, que inibem numa etapa posterior a
sintese de ergosterol (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001). A terbinafina € um composto
fungicida queratinofilico e altamente lipofilico, sendo ativa contra uma ampla variedade de
fungos filamentosos e alguns leveduriformes (HAY, 1999; KAUFFMAN et al., 2007).

Uma nova classe de antifingicos é representada pelas equinocandinas. O novo
mecanismo de agdo desta classe através de inibigdo enzimatica da B-(1,3) glucana-sintetase
que atua na sintese do 1,3-B-glicano, polimero de glicose necessario para a manutencdo da
estrutura da parede fldngica. Até o momento, trés equinocandinas destacam-se pela

importancia clinica ja evidenciada: caspofungina, anidulafungina e micafungina (CHEN;
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SORRELL, 2007). A caspofungina foi a primeira a receber aprovacdo em 2001, pelo Food
and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
em 2002 e tem como indicacdo a terapia empirica para presumiveis infeccdes fungicas em
pacientes neutropénicos e febris e os tratamentos de infec¢bes por Candida spp. (BERGOLD;
GEORGIADIS, 2004).

3.6 Tratamento da esporotricose

O iodeto de potassio (IK) foi o primeiro tratamento utilizado para a esporotricose. Este
é preparado como solucdo saturada de aproximadamente 1 g de iodeto de potassio em 1 mL
de agua e administrado, geralmente, misturado com leite ou suco para mascarar 0 gosto por
via oral sendo administrado apds a refeicdo para evitar o aparecimento de gastrite. Este
tratamento € considerado de baixo custo e efetivo para lesdes localizadas no homem e
animais, mas apresenta efeitos adversos como gosto metalico, inflamacdo das glandulas
salivares, nauseas, hipotireoidismo e iodismo dentre outros (DIAZ, 2011; MORRIS-JONES et
al., 2003).

Segundo Kauffman et al. (2007) a monoterapia com itraconazol € a primeira escolha
para o0 tratamento da esporotricose subcutdnea, mas também é usada para pacientes
imunocomprometidos com quadro clinico mais grave e até sistémico.

A anfotericina B é indicada para o tratamento de formas clinicas de grau moderado,
em pacientes imunocomprometidos e naqueles individuos que ndo respondem as terapéuticas
anteriormente descritas. Pacientes co-infectados com o HIV devem receber posteriormente
supressiva terapia com itraconazol, até a restauracdo do sistema imunoldgico. Em gestantes, a
anfotericina B pode ser usada ap6s 12 semanas da gravidez, mas este medicamento deve ser
reservado para formas pulmonares e disseminadas da doenga (KAUFFMAN et al., 2007).

O fluconazol é considerado um medicamento de eficAcia moderada no tratamento de
esporotricose. Segundo estudo realizado por Kauffman et al. (2007) uma dose de 400mg/dia
foi eficaz em 71% dos casos de esporotricose linfocutanea, no entanto casos extra cutaneos
apresentaram apenas 31 % de cura. O cetoconazol, além de ter maior toxicidade, nédo
demonstrou uma boa resposta (KAUFFMAN et al., 2007).

Os estudos de sensibilidade sobre boa atividade in vitro da terbinafina e posaconazol
contra Sporothrix spp tém sido encorajadores (MEINERZ et al., 2007; SILVEIRA et al.,



32

2009). Os trés estudos usando terbinafina em pacientes humanos demonstrou uma boa
eficécia de doses variando de 250 a 1.000 mg/dia (CHAPMAN et al., 2004; FRANCESCONE
et al., 2011; FRANCESCONE et al., 2009). Um estudo que comparou 250 mg/dia de
terbinafina a 100 mg/dia de itraconazol resultou em cura em 92,7% e 92% dos pacientes,
respectivamente, indicando a terbinafina ser uma opgédo eficaz e bem tolerada para o
tratamento da esporotricose cutanea (FRANCESCONE et al., 2009).

Embora exista uma proposta terapéutica para o tratamento de esporotricose, nos
ultimos anos, a doenca tem sido associada com significantes casos de morbidade e
mortalidade em pacientes imunocomprometidos (FREITAS et al., 2011; HARDMAN et al.,
2005; SILVA-VERGARA et al., 2005).

3.7 Avaliacdo da suscetibilidade aos antifangicos

Usualmente as infecces fangicas requerem tratamentos mais prolongados do que as
infeccbes bacterianas, visto que os organismos fungicos multiplicam-se mais lentamente e
muitas vezes. Assim como as bactérias, os fungos também desenvolvem mecanismos de
resisténcia aos farmacos, resultando em falhas terapéuticas associadas ao aumento nas
prevaléncias de morbidade e mortalidade dos pacientes acometidos por micoses sistémicas
(L1U; LIN, 2001; NEELY; GHANNOUM, 2000).

Infec¢des fungicas graves tornaram-se mais comuns devido ao aumento de pacientes
imunocomprometidos. Nesses pacientes, especialmente aqueles acometidos pela SIDA, a
esporotricose pode aparecer nas formas mais graves e com prognostico sombrio
(DONABEDIAN et al., 1994; HARDMAN et al., 2005; WARE et al., 1999).

Considerando esses agravos na evolucdo das doencas fungicas em humanos, tornou-se
imprescindivel o aperfeicoamento das metodologias laboratoriais para determinagdo das
suscetibilidades in vitro dos diferentes patdgenos frente aos agentes antifingicos disponiveis
para uso clinico. A possibilidade de predizer o sucesso terapéutico denota a importancia da
correlagéo entre os ensaios de suscetibilidade e a resposta clinica. Estes testes também podem
ser utilizados para avaliagdo da atividade antifingica de novos farmacos e estudos
epidemiolégicos da suscetibilidade de patdgenos fungicos (REX et al., 2001).

Inicialmente o conceito de concentracdo inibitéria minima (CIM) era irrelevante, visto

que ndo existiam alternativas terapéuticas a anfotericina B. Com a introducdo da 5-
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fluorocitosina nos anos 1970 e dos azdlicos nos anos 1980, a determinacdo da CIM surge
como um auxilio interessante para a definicdo de um tratamento adequado. Em 1983 o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) estabeleceu um subcomité para
padronizacdo de teste de suscetibilidade in vitro para fungos patogénicos. Pesquisadores
foram desafiados a desenvolver metodologias reprodutiveis que refletissem, através dos
ensaios in vitro, as concentracdes sericas atingidas com doses usuais dos farmacos
antifingicos e sensiveis 0 bastante para detectar variacGes reais de suscetibilidades de
diferentes isolados. Dez anos mais tarde, as principais variaveis como concentracdo do
indculo, tempo e temperatura de incubagdo, meio de cultura e determinacdo do ponto final de
leitura estavam ja definidas e contornadas. Isto foi importante porque testes ndo padronizados
geravam CIMs com divergéncias de até 50.000 vezes. Em 1997, os esforgos resultam na
aprovacdo do protocolo M27-A do CLSI para teste de suscetibilidade em fungos
leveduriformes (NEELY; GHANNOUM, 2000).

A aprovacdo de um protocolo normatizando a metodologia para testes de
suscetibilidade com fungos filamentosos patogénicos, M-38A, concretizou-se em 2002. O
documento abrange espécies de Aspergillus, Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydii e a
forma miceliana de S. schenckii (CLSI 2008).

Mc Ginnis et al. (2001) avaliaram 100 isolados clinicos de esporotricose humana
frente ao voriconazol, itraconazol e anfotericina B utilizando fase leveduriforme seguindo
metodologia do protocolo M27-A modificado. Outros autores também utilizaram o protocolo
M27-A2 adaptado para fungos dimorficos avaliando atividade da terbinafina, cetoconazol,
itraconazol, fluconazol, voriconazol, ravuconazol, albaconazol, eberconazol e micafungina
(MEINERZ et al., 2007; TRILLES et al., 2005). Um estudo recente de suscetibilidade in vitro
de S. schenckii faz uma correlacéo entre kits comerciais - Sensititre YeastOne e ATB Fungus
2 -, inicialmente padronizados para leveduras, com a metodologia estabelecida como padrao
seguindo o protocolo M38-A (ALVARADO-RAMIREZ; TORRESRODRIGUEZ, 2007).

Na década de 1990 o itraconazol, atual antifingico de eleicdo para as formas cutanea e
linfocutanea da esporotricose, emergiu como uma opc¢ao terapéutica eficaz com menos efeitos
colaterais em relacdo aos antifingicos tradicionalmente utilizados para a micose. Porém,
estudos posteriores vém demonstrando que sdo crescentes 0s casos de resisténcia in vitro,
assim como recidiva e falha terapéutica em individuos e animais, especialmente felinos
(BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001; KOHLER et al., 2004; NOBRE et al., 2002b;
OLIVEIRA et al., 2011).
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Estudos de suscetibilidade in vitro de Sporothrix spp frente a terbinafina, sdo
encorajadores. A terbinafina tem sido avaliada como uma alternativa para o tratamento da
esporotricose, sendo que estudos in vitro e in vivo demonstraram boa atividade frente ao
agente, assim como, boa tolerabilidade e acdo no tratamento da esporotricose cutdnea e
cutanea linfatica (KAUFFMAN; HAIJJEH; CHAPMAN, 2000; KHOLER et al., 2006;
TRILLES et al., 2005).

Os trés estudos usando terbinafina demonstraram boa eficacia (CHAPMAN et al.,
2004; FRANCESCONI et al.,, 2009; FRANCESCONI et al., 2011). Comparando-se a
administracdo de 250 mg/dia de terbinafina com 100 mg/dia de itraconazol evidenciou taxas
de cura em 92,7% e 92% dos pacientes, respectivamente, indicando a terbinafina como uma
opcao eficaz e bem tolerada para o tratamento da esporotricose cutanea (FRANCESCONE et
al., 2009). Testes de suscetibilidade com voriconazol e outros novos agentes antifungicos
ainda sdo pouco explorados (ODABASI et al., 2004; MORERA-LOPEZ et al., 2005;
ALVARADO-RAMIREZ; TORRES-RODRIGUEZ, 2007).

A distribuicdo geogréafica das cepas de Sporothrix spp também parece desempenhar
um papel importante na suscetibilidade antifingica. Isolados oriundos das areas endémicas do
Rio de Janeiro sdo mais suscetiveis ao itraconazol e terbinafina do que isolados da Espanha ou
mesmo do estado de Sdo Paulo (GUTIERREZ GALHARDO et al., 2008). Baixos valores de
CIM para a terbinafina foram descritas entre isolados da Venezuela enquanto que de valores
elevados de CIM para o posaconazol foram encontrados em isolados peruanos (SILVEIRA et
al., 2009).

As variagdes na suscetibilidade de Sporothrix spp estdo associadas a distribuicdes
geogréficas o que também pode envolver as novas espécies que formam o Complexo
Sporothrix. Assim, em estudos preliminares e limitados, S. mexicana evidenciou perfil de
suscetibilidade com elevados valores de CIM frente a anfotericina B e azolicos, sendo
sensivel apenas a terbinafina. J& S. brasiliensis € mais sensivel a azélicos do que as demais
espécies (MARIMON et al., 2008).
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3.8 Associacgoes antifungicas

A necessidade de se dispor de novas alternativas terapéuticas para tratar infeccdes
fangicas tem renovado o interesse por tratamentos baseados em combinacGes de farmacos. A
monoterapia com itraconazol no tratamento da esporotricose tem demonstrado excelente
resposta terapéutica em humanos (BARROS et al., 2011); todavia, relatos de casos refratarios
ao tratamento oral com itraconazol, principalmente em animais, tém sido descritos; estes fatos
tém justificado e encorajado a avaliacdo de combinagdes terapéuticas antifungicas (BUNCE et
al., 2011; GREMIAO et al., 2011). De modo geral, as elevadas taxas de mortalidade
relacionadas a infec¢Bes fungicas em pacientes imunocomprometidos e a relativa ineficacia
dos farmacos em uso, justificam o interesse por associacdes antifingicas relevantes
(JOHNSON et al., 2004).

A combinacdo de farmacos entre diferentes classes antifungicas sugere melhor
atividade no tratamento, sobretudo, quando o sinergismo é observado. Além de combinacdes
entre farmacos convencionalmente utilizados na clinica, surgem possibilidades de associacdes
entre antiflngicos e outras classes de farmacos, com alguma atividade antifungica descrita na
literatura, mesmo que limitada (SCOTT; TARIQ; MCCRORY, 1995).

As combinacdes de farmacos podem ser utilizadas para melhorar a eficacia da terapia
antifangica, em infec¢bes de dificil tratamento, por expandir o espectro de atividade
antimicrobiana (AFELTRA et al., 2004). Por outro lado, a administracdo de combinacdes
entre farmacos de diferentes classes terapéuticas deve ser utilizada com cautela para que o
antagonismo entre os farmacos ndo seja observado (BAVA; NEGRONI, 1992).

3.8.1 Combinagdes com terbinafina e az6licos

O mecanismo sinérgico proposto para combinacgdes entre azdlicos e terbinafina baseia-
se na inibicdo de diferentes estagios da mesma via bioguimica. O resultado é a inibicdo da
biossintese do ergosterol debilitando o funcionamento da membrana celular (BARCHIESI;
DIFRANCESCO; SCALISE, 1997; BARCHIESI et al., 1998).

De todas as associagOes antifungicas frente a Candida spp, as combinacgdes entre

terbinafina e azolicos demonstram-se como as mais promissoras. Na maioria dos isolados
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avaliados, esta combinacéo resultou em interacdo sinérgica ou indiferente e, antagonismo néo
foi registrado (BARCHIESI; DIFRANCESCO; SCALISE, 1997; BARCHIESI et al., 1998).

3.9 Viruléncia

Os processos infecciosos dependem da viruléncia dos microrganismos bem como da
habilidade do hospedeiro em prevenir ou combater a invasdo microbiana. Os fungos possuem
fatores de patogenicidade que permitem aumentar suas chances de sobrevivéncia no
hospedeiro, levando ao desenvolvimento da doenca. A elucidacdo da origem da viruléncia
microbiana tem sido o principal objetivo de varios estudos. Em geral, a teoria mais aceita é a
de que, com as interagfes microbianas com outros organismos presentes no habitat natural do
patdgeno, este pode vir a adquirir estratégias de sobrevivéncia tendendo a maior viruléncia
guando acidentalmente encontrar um hospedeiro (CASADEVALL, 2006).

Dentre os principais fatores de patogenicidade do Sporothrix spp destacam-se a
termotolerancia, presenga de melanina, composicdo da parede celular e atividade de enzimas
extracelulares (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996; LOPES-BEZERRA et al., 2006). Esses
fatores auxiliam na invasdo tecidual e interferem na eficécia da resposta imune, propiciando a
instalacdo do micro-organismo no tecido e sua transicdo para a forma leveduriforme. O tempo
de transicdo micélio-levedura requer aproximadamente 13 dias, sendo que 24-48 hs apds
incubagdo ocorre o desaparecimento das hifas e iniciando-se a conversdo dos conidios em
leveduras (CORREA et al., 1991).

3.9.1 Termotolerancia

Um dos principais fatores de viruléncia do Sporothrix spp e de outros fungos
patogénicos € a termotolerancia (CASADEVALL, 2006). Assim, os isolados capazes de
crescer a 35°C, mas ndo a 37°C, sdo incapazes de causar esporotricose linfatica e extracutanea
e estariam, apenas, associados a forma cutdnea fixa da doenca (DEALBORNOZ;
MENDOZA; DETORRES, 1986; TACHIBANA et al., 2001). Os fungos isolados a partir da

esporotricose linfocutanea e extracutdnea mostraram tolerancia e crescimento a 37°C, sendo
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capazes de reproduzir a doenca de forma sisttmica em seus hospedeiros (KWON-CHUNG,;
BENNETT, 1992).

3.9.2 Melanina

Ambos os estagios morfoldgicos de Sporothrix spp tém a capacidade de sintetizar
melanina. Este € um composto insolivel em agua, &cidos e solventes orgénicos, sendo
altamente relacionado a viruléncia em varias espécies fungicas (BUTLER; DAY, 1998;
JACOBSON, 2000). Embora ndo seja essencial a sobrevivéncia da célula fungica, esse
pigmento (marrom-escuro ou preto) contribui para o crescimento e desenvolvimento das
espécies, auxiliando na sobrevivéncia e competicdo dos fungos no meio ambiente
(JACOBSON, 2000).

As melaninas flangicas sdo sintetizadas na parede celular como polimeros
extracelulares formados por varios monémeros indolicos ou fendlicos, normalmente
combinados com proteinas ou carboidratos. Conferem resisténcia a célula fangica frente as
células efetoras do sistema imune, através da reducdo da fagocitose, protecdo contra derivados
de oxigénio e nitrogénio, e frente a enzimas hidroliticas, como quitinase e glucanase
(JACOBSON, 2000; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003; WHEELER et al., 2000).

Recentemente, foi demonstrado que Sporothrix spp também pode produzir melanina a
partir de substratos fendlicos como 3,4-diidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA), tanto nas fases
filamentosa como leveduriforme (ALMEIDA-PAES et al., 2009). E interessante notar que a
melaninizacdo dos conidios s6 ocorre pela via metabélica do 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN);
ja se L-DOPA estiver presente, somente as hifas serdo ser melanizadas (ALMEIDA-PAES et
al., 2009; MORRIS-JONES et al., 2003; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000).

Estudos in vitro indicam que a melanizagdo do Sporothrix spp é controlada por
diversos fatores, tais como temperatura, pH, e presenca de alguns nutrientes (ALMEIDA-
PAES et al., 2009). A melanizagdo também tem um papel na patogénese da esporotricose
cutanea, uma vez que os isolados pigmentados apresentaram maior capacidade invasiva do
que a cepa mutante albino em um modelo experimental de esporotricosse em ratos. As cepas
albinas também permaneceram restritas no nicleo do granuloma, enquanto que as cepas
melanizadas promoveram a formacgéo de granulomas multifocais (MADRID et al., 2009). A

melanina promove reducdo da suscetibilidade de H. capsulatum e C. neoformans a
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anfotericina B e caspofungina (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002).
Suspeita-se que este pigmento em Sporothrix spp possa dificultar o tratamento de alguns
casos, principalmente em se tratando de esporotricose extracutanea ou em pacientes com
SIDA (MORRIS-JONES et al., 2003). No entanto, ainda nédo foi evidenciado nenhum estudo
para confirmar esta hipdtese.

3.9.3 Proteinas relacionadas com a viruléncia

Diversas proteinas tém sido relacionadas como fatores de viruléncia de fungos. Por
exemplo, o antigeno imunodominante de Paracoccidioides brasiliensis, uma glicoproteina de
43kDa, € a molécula responsavel pelo reconhecimento e ligagdo da laminina e fibronectina, o
que aumenta a viruléncia do fungo (MENDES-GIANNINI et al., 2006; VICENTINI et al.,
1994). Proteinas de ligacdo do célcio sdo importantes na viruléncia de H. capsulatum,
permitindo a aquisicdo do célcio em ambientes com limitacdo deste ion (WOODS, 2003).
Uma série de proteinas tais como as adesinas, tém sido descritas para Aspergillus fumigatus,
incluindo uma hemolisina de 30-kDa contendo varias proteases que favorecem a colonizacdo
pulmonar e destruicdo de moléculas humorais importantes e uma catalase de 350-kDa que é
necessaria para a sobrevivéncia do fungo a fagocitose (LATGE, 1999).

Embora diversas proteinas estejam relacionadas a viruléncia de fungos dimorficos
como os exemplos acima citados, a funcdo das proteinas na viruléncia do Sporothrix spp
ainda é uma questdo a ser esclarecida. Acredita-se que enzimas como as fosfatases acidas
atuem na interacdo fungo-macréfago, embora evidéncias definitivas para apoiar esta sugestao,

aguardam novas prospeccdes (KANO et al., 2001).

3.9.3.1 Parede celular

A parede celular dos fungos é altamente versatil, sendo continuamente expandida
durante o crescimento e excessivamente remodelada durante o desenvolvimento.
Quimicamente, a parede contém entre 80 e 90 % de polissacarideos, sendo o restante

constituido de proteinas e lipideos. Em algumas espécies sdo encontrados quantidades
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aprecidveis de pigmentos (melanina), polifosfatos e ions inorgéanicos. Fisicamente, a parede
celular é formada por microfibrilas entrelagadas, embebida numa matriz amorfa. A quitina e a
celulose séo os principais componentes microfibrilantes da maioria dos fungos filamentosos,
enquanto que nas leveduras a parede contém principalmente glucanas nao celulésicas. As
proteinas e varios polissacarideos (glucanas, mananas, galactanas e heteropolissacarideos) séo
as principais substancias cimentantes. Os monossacarideos mais frequentemente encontrados
na parede celular dos fungos sdo D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, D-manose, D-galactose,
D-galactosamina, L-fucose, D-glicosamina, xilose e acido D-glicurénico. Desses, glicose, N-
acetil-D-glicosamina e manose séo encontrados na maioria dos fungos (KITAIJMA, 2000).

A parede celular de Sporothrix spp é composta por B-glucanas e peptideo-
ramnomanana, sendo a ramnose e a manose 0s principais agucares. Estudos demonstraram
que isolados cultivados em meios com maior proporcdo de ramnose em relacdo a manose,
evidenciaram maior viruléncia quando inoculadas experimentalmente, causando a morte de
todos os animais (FERNANDES; MATHEWS; LOPES BEZERRA., 1999). A peptideo-
ramnomanana estimula a mitose de linfdcitos, incitando uma reacdo de hipersensibilidade
tardia, assim como a producdo de anticorpos (CARLOS; SGARBI; PLACERES, 1998;
FERNANDES; MATHEWS; LOPES BEZERRA, 1999; FIGUEIREDO et al., 2004;
KAJIWARA et al., 2004). Esta fracdo antigénica também é responsavel pela adesdo das
células de Sporothrix spp a proteinas da matriz extracelular, como a fibronectina, laminina e
colageno tipo Il, sendo este um fator crucial para a capacidade do micro-organismo em
colonizar e disseminar-se no hospedeiro (FIGUEIREDO et al., 2004; LIMA et al., 2001).

3.9.3.2 Adeséo

A adesdo primaria nas células endoteliais e epiteliais, bem como a componentes da
matriz extracelular é essencial para o sucesso da invasao fungica nos tecidos do hospedeiro.
Tanto os conidios quanto células da fase leveduriforme do Sporothrix spp sdo capazes de
reconhecer e de se ligarem a trés importantes glicoproteinas da matriz extracelular:
fibronectina, laminina e colageno tipo Il e desta forma aderirem ao hospedeiro (LIMA et al.,
1999; LIMA et al., 2001). Alguns estudos tem demonstrado que o fungo possui integrinas ou
adesinas que reconhecem a fibronectina humana em diversos pontos da molécula (LIMA et

al., 2001). As adesinas estdo localizadas na superficie de células leveduriformes e sua
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expressdo é relacionada com a viruléncia do fungo (TEIXEIRA et al., 2009). Os receptores
para adesdo celular estdo presentes em hifas e leveduras, embora nas leveduras apresente
maior capacidade ligante do fungo a matriz extracelular. A existéncia dessas adesinas pode
favorecer a adeséo no tecido do hospedeiro e disseminagédo do fungo por todo o corpo (LIMA
et al., 2004). A presenca destas moléculas em Sporothrix spp estd provavelmente relacionada
a viruléncia, uma vez que a expressdo preferencial delas esta na fase parasitaria do fungo.
Recentemente, foi relatada uma glicoproteina de 70 kDa de um isolado do género Sporothrix,
a qual exerce participacdo na adesdo do fungo a matrix extracelular da pele (RUIZ-BACA et
al., 2009).

O fungo ainda dispGe de processos que facilitam a sua penetracdo na corrente
sanguinea e posterior disseminacdo. Segundo estudos de Figueiredo et al. (2004) de interacdo
in vitro, células endoteliais humanas podem internalizar células fungicas leveduriformes que
permaneceriam intactas ou com menor viabilidade. Este fator somado a capacidade do fungo
atravessar espacos intercelulares, sdo processos que vem a contribuir para a maior viruléncia

do género Sporothrix.

3.9.3.3 Perdxido de ergosterol

Com base na utilizacdo de métodos espectroscopicos, Sgarbi et al. (1997), analisando
os lipidios de Sporothrix, identificaram o peréxido de ergosterol em células leveduriformes.
Este composto pode ser convertido em ergosterol quando em contato com extrato enzimatico
do fungo. O perdxido de ergosterol encontrado no género Sporothrix funciona como um
mecanismo de protecdo contra espécies reativas de oxigénio durante a fagocitose, podendo
por isto, também ser considerado um fator de viruléncia. Por outro lado, ap6s a fagocitose do
Sporothrix por polimorfonucleares, a desintoxicacdo das células sobreviventes baseia-se em
outras estratégias de desintoxicacdo além da sintese de peréxido de ergosterol (CARLOS et
al., 2009).



41

3.9.3.4 Proteinases extracelulares

Pesquisas relacionadas com a habilidade de fungos em produzir enzimas extracelulares
como proteases, queratinases e lipases, permitem estabelecer a relagdo com a patogenicidade
(MAGO; KHULLER, 1990). Alguns fungos de interesse médico produzem proteases que
podem atuar como fator de viruléncia, devido ao envolvimento com a propagacéo do fungo no
hospedeiro, causando consequentemente invasao através da degradacdo de proteinas da pele,
anexos ou mucosas (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Dentre as enzimas extracelulares, as proteinases desempenham importante funcdo na
invasdo tecidual do género Sporothrix, hidrolisando o estrato cdrneo, colageno tipo | e
elastina da pele, permitindo dessa forma, o desenvolvimento fangico. As fosfatases atuam na
membrana celular, sendo capazes de catalisar e liberar fosfato de fosfoproteinas, apresentando
também, importante papel na interacdo das células leveduriformes com macréfagos
(ARNOLD et al., 1986; HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996, 1996).

O Sporothrix spp na forma leveduriforme, produz as proteinases, tipo | e Il, quando
cultivado em meios contendo albumina ou coldgeno como fonte de nitrogénio. A producao
destas enzimas sugere que tais enzimas tenham participacdo na degradacdo dos constituintes
da pele para facilitar a invasdo tecidual do fungo. A proteinase Il produzida pelo S. schenckii
tem propriedades muito semelhantes aquelas de Candida albicans (TSUBOI et al., 1987).

Uma preparacdo antigénica da fase leveduriforme do Sporothrix spp mostra a
atividade proteolitica contra diferentes subclasses de imunoglobulina G (IgG) humana,
sugerindo que algumas proteinas secretadas podem intervir na resposta imune do hospedeiro
(DA ROSA et al., 2009).

3.10 API ZYM - Sistema de deteccdo de atividade enzimatica

O sistema APl ZYM® da Biomérieux® é um micrométodo semiquantitativo de
deteccdo de atividades enzimaéticas que pode ser aplicado a diferentes tipos de amostras
(micro organismos, suspensdes celulares, tecidos, liquidos bioldgicos, etc.). Permite o estudo
rapido e simultaneo da atividade enzimatica de micro-organismos a partir de pequenas

quantidades de amostra. A partir deste kit é possivel avaliar a atividade de 19 enzimas:
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fosfatase alcalina, esterase, esterase lipase, lipase, leucina arilamidase, valina arilamidase,
cistina arilamidase, tripsina, a-quimotripsina, fosfatase acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase, a-
galactosidase, [B-galactosidase, P-glucuronidase, o-glucosidase, B-glucosidase, n-acetil-p-
glucosaminidase, a-manosidase e a-flucosidase.

O API ZYM® apresenta-se sob a forma de galerias de 20 micro-pocos (ctpulas) cujo
fundo é constituido por um suporte que contém o substrato enzimatico com tampé&o. Este
suporte destina-se a favorecer o contato entre a enzima e o substrato geralmente insoltvel. Os
substratos sdo inoculados com uma suspensdo densa de micro-organismos, que, a0 mesmo
tempo, reidrata os substratos. As rea¢des produzidas durante o periodo de incubacdo
traduzem-se por viragens de cor, reveladas pela adi¢do de reagentes (Quadro 2).

Reacdo
N° Enzima detectada Substrato pH Positiva | Negativa
Incolor ou cor da
1 | Controle Negativo amostra se esta tiver
cor pronunciada

2 | Fosfatase alcalina 2-naftil fosfato 8,5 Violeta

3 | Esterase 2-naftil-butirato 6,5 Violeta

4 | Esterase lipase 2-naftil-caprilato 7,5 Violeta

5 | Lipase 2-naftil-miristato 75 Violeta

6 | Leucina arilamidase L-leucil-2-naftilamida 7,5 Laranja

7 | Valina arilamidase L-valil-2-naftilamida 7,5 Laranja

8 | Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida 7,5 Laranja

9 | Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida 8,5 Laranja

10 | a-quimotripsina N-glutaril-fenilalamina-2-naftilamida 75 Laranja

11 | Fosfatase acida 2-naftil-fosfato 54 Violeta Incolor
12 | Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase | Naftol-AS-Bl-fosfato 54 Azul

13 | o-galactosidase 6-Br-2-naftil-aD-galactopiranosida 54 Violeta

14 | B-galactosidase 2-naftil-BD-galactopiranosida 54 Violeta

15 | B-glucuronidase Naftol-AS-BI-BD-glucuronida 54 Azul

16 | a-glucosidase 2-naftil-aD-glucopiranosida 54 Violeta

17 | B-glucosidase 6-Br-2-naftil-BD-glucopiranosida 54 Violeta

18 | N-acetil-B-glucosaminidase | 1-naftil-N-acetil-BD-glucosaminida 5,4 | Castanho

19 | a-manosidase 6-Br-2-naftil-aD-manopiranosida 54 Violeta

20 | a-fucosidase 2-naftil-aL-fucopiranosida 54 Violeta

Quadro 2 - Quadro de leitura do kit APl ZYM®
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Saenz-de-Santamaria, Guisantes e Martinez (2006), utilizaram o Sistema APl ZYM®
como um método de triagem para detectar possiveis atividades enziméticas associadas aos
alérgenos de Alternaria alternata (Alt, a, 1). Os resultados demonstraram elevada
variabilidade intraespecifica da atividade enzimatica, 0 que poderia ser a resposta para avaliar
o0 papel bioldgico dos alergenos Alt, a, 1. A atividade correspondente as fosfatases, esterases e
B-glucosidases foi expressa em 100% dos isolados de Alternaria alternata.

3.11 Anéalise Molecular

3.11.1 Filogenia Molecular

O conhecimento da evolucdo de que todos os seres vivos compartilham um ancestral
comum e que a estrutura dos organismos traz armazenada em si, parte da sua historia
evolutiva, tem estimulado o estudo das relagfes de parentesco entre os organismos. Desta
forma, quando buscamos descobrir a existéncia de conexdes entre as espécies, ou seja, a
existéncia de uma filogenia, devemos considerar que tanto as espécies quanto suas
caracteristicas sdo conectadas historicamente. Assim, poderiamos definir como filogenia uma
suposta reconstrucdo da histéria evolutiva de um grupo, indicando os niveis de ancestralidade
das especies com suas espécies descendentes (AMORIM, 2002).

Os estudos filogenéticos das espécies consideram as relaces de parentesco e a histéria
evolutiva, sob a premissa de que as espécies mais proximas compartilham maior numero de
caracteristicas em comum do que as mais distantes. A filogenia representa uma hipdtese das
relacfes de ancestralidade comum entre taxons ou grupos, compreendida a partir de caracteres
morfolodgicos, fisiolégicos e moleculares, entre outros. Enfim, por meio de uma anélise
filogenética, podem-se compreender 0s processos evolutivos tais como a extincdo e a
adaptacao, e dessa forma inferir a historia da evolugdo (MIYAKI et al., 2001).

Com base em estudos moleculares anteriores e na analise de regides sequenciais
especificas, foi proposta a existéncia de mais de uma espécie dentro do género Sporothrix
(ISHIZAKI et al., 1998; ISHIZAKI, 2003; MESA-ARANGO et al., 2002; NEYRA et al.,
2005; WILHELM DE BEER et al.,, 2003). Ghosh et al. (2002) também encontraram

diferencas morfologicas e fisioldgicas entre os isolados de origem clinica. As diferencas na
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viruléncia entre estirpes clinicas e ambientais foram relatadas, mas nenhuma correlacéo foi
encontrada com as diferentes formas clinicas da esporotricose (DIXON, DUNCAN, HURD,
1992; NEYRA et al., 2005).

3.11.2 Método de reconstrucdo filogenética

A reconstrucdo filogenética estima as relagdes de ancestralidade existentes em um
determinado numero de organismos pela construgdo de uma arvore filogenética, que
representa a historia evolutiva dos taxons nela presentes. Esses taxons podem ser: familias,
géneros, espécies, populacdes, ou qualquer grupo taxondmico que se deseja inferir dados
sobre a sua historia evolutiva (ARRIEL et al., 2006). Os métodos de reconstrucéo de arvores
filogenéticas baseiam-se em duas metodologias principais: fenéticas e cladisticas (AMORIM,
2002).

As analises fenéticas utilizam medidas de distancia ou de similaridade genética, que
mostram as diferengas entre os caracteres em nimeros, temos como modelo deste método de
reconstrucdo o agrupamento de vizinhos ou Neighbor-Joining (NJ). Uma matriz de distancia
entre todos o0s possiveis pares do grupo de estudo € criada, e as arvores sdo desenvolvidas
agrupando os individuos com menor diferenca em um fenograma. Entre os principios que
guiam a taxonomia numérica, alguns sdo: a melhor classificacdo usualmente resulta de
analises baseadas em um grande nimero de caracteres; onde todo caractere tem 0 mesmo
peso; as classificagcbes sdo baseadas em medidas quantitativas de similaridade ou distancia
entre 0s taxons e o0s padrdes de correlacdo entre caracteres podem ser usados para
reconhecimento de um taxon distinto (AVISE, 2004).

A andlise NJ é um método simples de evolugdo minima o qual se baseia no calculo das
distancias evolutivas para todos os individuos e reconstrucdo de uma arvore que leva em
consideracdo as relacGes entre todas as distancias (RUSSO, 2001). No caso do NJ, a
metodologia ndo busca examinar todas as possiveis topologias, mas aquelas que produzem
uma arvore refletindo a organizacdo sequencial de vizinhos e que possam minimizar seu
comprimento total (SCHENEIDER, 2001). Trata-se de um método rapido, pois requer menor
capacidade computacional, é apropriado para grandes conjuntos de dados, permitindo

linhagens com diferentes tamanhos de ramo e substituicdes multiplas. No entanto este método



45

demonstra na arvore filogenética apenas uma topologia possivel (NEI et al., 1998; NEI,
KUMAR, 2000).

3.11.3 Marcador genético

Os genomas eucaridticos fornecem uma vasta gama de genes de proteinas que sao
codificados para andlise filogenética. No entanto, a utilizagdo destes genes para estudar
filogenia deve superar alguns obstaculos, tais como o desenho dos primers. . Porque para a
selecdo dos genes codificados por proteinas, a selecdo atua a nivel de aminoacidos e,
diferentes tripletos de DNA podem codificar o mesmo aminoacido, deste modo um primer
que funciona para um fungo, pode ndo funcionar para outro intimamente relacionado. Este
problema € resolvido utilizando-se primers degenerados, consistindo em sequéncias mistas
gue complementam varios segmentos da sequéncia padrdo. O sequenciamento de proteinas de
genes de codificacdo, tais como calmodulina, fator de alongamento, quitina sintase e tubulina
entre outros, vem para resolver problemas taxonémicos em diferentes grupos de fungos
(GILGADO et al. 2005; LIU; LIN, 2001; O'DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG, 1998).

A calmodulina é uma proteina de ligacéo ao calcio, atuando como um mediador dos
ions calcio em muitos sistemas bioldgicos. Esta presente em todas as células eucarioticas e
sua acdo ocorre atraves de uma série de proteina quinase dependente. A quitina sintetase é a
enzima responsavel pela sintese de quitina, um polissacarideo que fornece estruturas que tém
grande resisténcia mecanica. A tubulina é uma proteina globular polar com uma sequéncia de
aminoacidos altamente conservados evolutivamente. Tubulina é a unidade estrutural basica
qgue forma os microtdbulos, um importante componente do citoesqueleto. O fator de
alongamento é uma proteina encontrada no citoplasma e esta envolvida na fase de traducéo
durante o crescimento da cadeia polipeptidica (O'DONNELL; CIGELNIK; NIRENBERG,
1998; LIU; LIN, 2001; GILGADO et al., 2005).

Sessenta isolados de Sporothrix de diferentes regides do mundo tiveram seus DNAs
extraidos, amplificados, sequenciados e classificados em seis possiveis espécies filogenéticas
por Marimon et al. (2007). Regides de seguimentos de genes nucleares foram amplificadas
por PCR: o0 gene da quitina sintetase com primers CHS-79F e CHS-354R, o0 gene da
calmodulina com primer CL1 e CL2A e gene B-tubulina com primers desenhados pelos

proprios autores. Nestas condicdes a espécie Sporothrix schenckii revelou-se como um
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complexo de espécies, com algumas delas prevalecendo em regides geogréficas especificas.
Ao mesmo tempo 0s autores sugeriram que tais espécies poderiam se constituir num
importante achado para a clinica, ja& que poderiam estar relacionados a distintos padrdes

clinicos e evidenciar diferentes respostas a antifungicoterapia (MARIMON et al., 2006).
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We studied 40 strains of the species complex formerly classified as the single species Sporothrix schenckii to
identify new species within this complex and evaluate their antifungal susceptibility profiles. Based on
phenotypic tests (ability to grow at 37°C, colony diameters, and pigmentation of the colonies, as well as
assimilation of sucrose and raffinose) and molecular assays (amplification of a fragment of the calmodulin
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gene), here we report the identification of S.

is, S. luriei, and S. schenckii; two isolates of

these species were detected as itraconazole-resistant strains.

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis affecting humans
and animals caused by Sporothrix schenckii. It has a worldwide
distribution, especially in tropical and subtropical areas of
Latin America, where areas of endemicity have been recog-
nized (1, 3, 4, 12). Recently, Marimon et al. (9, 11). proposed
that Sporothrix schenckii is a complex encompassing six cryptic
species that had been previously identified by others (4). In this
context, variation in the antifungal susceptibility profiles
among these new species was hypothesized. The aim of this
study was to explore a collection of 40 isolates formerly clas-
sified as Sporothrix schenckii in order to identify new species
and evaluate their susceptibility to antifungal agents.

The isolates were from cases of human (» = 31) and animal
(n 9) sporotrichosis diagnosed in the hinterlands of Rio
Grande do Sul (Brazil) and were maintained in the Depart-
ment of Microbiology of the Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), Santa Maria, Brazil. Among the human-de-
rived strains, 18 (58.06%) were from fixed cutaneous sporotri-
chosis and 13 (41.9%) were from the lymphocutaneous form of
the mycosis. Of the strains isolated from animals (n = 9), eight
were from cats and one (S. luriei) was isolated from a dog with
sporotrichosis. As proposed by Marimon et al. (9, 11), the
phenotypic tests included the ability/inability to grow at 37°C
on potato dextrose agar (PDA; HiMedia, Mumbay, India),
different colony diameters (mm) after 21 days of incubation at
30°C on PDA, the pigmentation of the colonies on cornmeal
agar (CMA), and the assimilation of sucrose and raffinose. The
susceptibility tests were conducted according the procedures
proposed for the M38-A2 technique (2). For molecular iden-
tification, a fragment of the calmodulin (CAL) gene was am-
plified from genomic DNA using the degenerate primers CL1
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[5-GA(GA)T(AT)CAAAGGAGGCCTTCTC-3'] and CL2A
(5'-TTTTTGCATCATGACTTGGAC-3") (9). DNA sequenc-
ing was performed on the purified amplicons using a Mega-
Bace 500 automatic sequencer. The sequences were aligned
against sequences available in GenBank with ClustalX (version
1.8) followed by manual adjustments with a text editor. The
phylogenetic analysis was performed with MEGA (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis) software version 4.0 (17).
Based on recently proposed procedures (9, 11), we pheno-
typically identified four species: Sporothrix schenckii (n = 37),
Sporothrix brasiliensis (n = 1), Sporothrix luriei (n = 1), and
Sporothrix albicans (n = 1). The phenotypic identification was
easy to perform and was concordant with the molecular find-
ings. The molecular sequencing confirmed 37 isolates as Sporo-
thrix schenckii. The GenBank search also revealed three new
species: (i) strain PG1 (Sporothrix brasiliensis) (GenBank acces-
sion no. HQ404315), (ii) strain PG2 (Sporothrix schenckii var.
luriei) (GenBank accession no. HQ404316), and (iii) strain PG3
(Sporothrix albicans) (GenBank accession no. HQ404317), all
showing high bootstrap support values (Fig. 1) and corresponding
with the species identified in the phenotypic tests. Based on stud-
ies by Marimon et al. (9) and reinforced by Romeo et al. (13),
only the sequencing of highly informative genetic loci such as
the calmodulin-encoding gene is, at present, useful for eluci-
dating relationships and differentiating among cryptic species
of the S. schenckii complex. The new species, S. brasiliensis, S.
luriei, and S. albicans, were isolated from feline, canine, and
feline sporotrichosis, respectively. To date, S. brasiliensis has
been associated only with human sporotrichosis (9). Table 1
describes the susceptibility parameters, highlighting terbin-
afine as the most active drug. By restricting the comparisons to
studies employing the same susceptibility tests, our results are
in accordance with those of Marimon et al. (10) and Silveira
et al. (15). Terbinafine, ketoconazole, and amphotericin B
showed the best activities, while fluconazole (MIC range, 32 to
128 pg/ml) and caspofungin (MIC range, 8 to 32 pg/ml) were
less active. The results of our tests with itraconazole against S.
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. brasiliensis strain PG1 (HQ404315)
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FIG. 1. Evolutionary relationship of 15 taxa (linearized). The evolutionary history was inferred using the neighbor-joining method (14). The
optimal tree is shown, with the sum of branch lengths = 0.63953762. The percentages of replicate trees in which the associated taxa clustered
together in the bootstrap test (1,000 replicates) are shown next to the branches (5). The tree is drawn to scale, and branch lengths are in the same
units as the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the maximum composite
likelihood method (16) and are in units representing the number of base substitutions per site. All positions containing gaps and missing data were
eliminated from the data set (complete deletion option). There were a total of 265 positions in the final data set. Phylogenetic analyses were

conducted with MEGA software version 4.0 (17).

brasiliensis and S. albicans agreed with the results reported by
Marimon et al. (10), but in general, our S. schenckii strains
were more susceptible. S. schenckii has been reported to show
a high MIC to itraconazole by several authors (6, 7, 10). Al-
though breakpoints have not been established for S. schenckii,
document M38-A3 (2) suggests that, for analytical purposes, a
MIC of =4.0 pg/ml for itraconazole may be considered resis-
tant for some filamentous fungi. In keeping with this finding,
the itraconazole-resistant strains (S. albicans and S. luriei)
showed cross-resistance with all other azoles. Kohler et al. (7)
and Meinerz et al. (12), prior to the studies of Marimon et al.
(9), reported that isolates from animals were more resistant to
itraconazole than isolates from humans. This observation was

supported by our results because, among 9 strains from ani-
mals, 2 showed itraconazole resistance, and among 31 strains
from human cases of sporotrichosis, none showed itraconazole
resistance. In addition, our results indicated the presence of
the greater proportion of itraconazole-resistant species in an-
imal sporotrichosis (2/9) than in human sporotrichosis (0/31).
Although the Mann-Whitney test did not show differences
between the two groups, the geometric mean showed that in
general S. schenckii animal-derived isolates were more suscep-
tible than human-derived isolates. However, when the new
Sporothrix species (S. albicans, S. brasiliensis, and S. luriei) were
included, the animal-derived strains showed less sensibility to
azoles than human-derived strains. The MIC values for am-

TABLE 1. Parameters of susceptibilities of the new Sporothrix species to antifungal agents

MIC (pg/ml) for isolates from”:

Antifungal Humans (8. schenckii; n = 31) Animals (n = 9)
e Range i - i S. schenckii (n = 6) S. brasiliensis S. albicans . lurei
Range 0% 9%  GM (=1 =1 =5
ITZ 0.06-1 0.25 0.5 0261 0.06-0.5 0.125 0.5 0.14 0.25 32 32 0.46
KTZ 0.125-2 0.5 0.5 0.37 0.06-2 0.125 2 0.26 0.5 4 4 0.5
MCZ 0.54 1 2 1.25 0.5-1 0.5 1 0.63 2 8 8 1.26
VCZ 2-16 8 8 6.39 1-16 4 16 5.66 8 4 2 5.03
FLZ 16-128 128 128 87.52 64-128 64 128 90.5 64 128 64 87.1
TRB 0.03-0.25 0.125 0.25 0.12 0.06-0.25 0.125 0.25 0.14 0.25 0.125 0.25 0.16
AMB 0.03-2.0 0.25 1 0.34 0.03-0.25 0.125 0.25 0.08 05 1 0.5 0.16
CAS 8-32 32 32 25.58 8-32 8 32 11.31 16 32 32 14.81

@ ITZ, itraconazole; KTZ, ketoconazole; MCZ, miconazole; VCZ, voriconazole; FLZ, fluconazole; TRB, terbinafine; AMB, amphotericin B; CAS, caspofungin.

b50% and 90%, MICs, and MICq,, respectively; GM, geometric mean.
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photericin B and terbinafine were similar for both groups of
strains. Due to the low number of animal isolates included
here, these observations require further studies.

Finally, our findings emphasize two main points. (i) S. luriei
had a remarkable azole resistance, as reported here for the first
time. (ii) The recent studies focusing on the susceptibility of
the former species S. schenckii (8, 15) or the new Sporothrix
species (9, 10) included strains from different countries. How-
ever, here we included only strains isolated in the central
region of Rio Grande do Sul State. Even in this limited area,
we found a varied susceptibility profile to antifungal agents and
detected four of the six new Sporothrix species. Therefore, our
findings reinforce the importance of identifying Sporothrix iso-
lates as proposed by Marimon et al. (9) and of evaluating their
susceptibility patterns to better determine the best therapeutic
option for each case of sporotrichosis.

We report that we have no conflicts of interest.

REFERENCES

1. Alves, S. H., et al. 2010. Sporothrix schenckii associated with armadillo hunt-
ing in Southern Brazil: epidemiological and antifungal susceptibility profiles.
Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 43:523-525.

2. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2008. Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing for filamentous fungi: ap-
proved standard. Document M38-A2. Clinical and Laboratory Standards
Institute, Wayne, PA.

3. da Rosa, A. C,, et al. 2005. Epidemiology of sporotrichosis: a study of 304
cases in Brazil. J. Am. Acad. Dermatol. 52:451-459.

4. de Oliveira, M. M. E., et al. 2010. Sporotrichosis caused by Sporothrix globosa
in Rio de Janeiro, Brazil: case report. Mycopathologia 169:359-363.

4.2 Artigo 2

-

o

17.

49

NOTES 3049

. Felsenstein, J. 1985. Confidence limits on phylogenies: an approach using

the bootstrap. Evolution 39:783-791.

. Gutierrez-Galhardo, M. C., R. M. Zancopé-Oliveira, A. Monzén, J. L.

Rodriguez-Tudela, and M. Cuenca-Estrella. 2010. Antifungal susceptibility
profile in vitro of Sporothrix schenckii in two growth phases and by two
methods: microdilution and E-test. Mycoses 53:227-231.

. Kohler, L. M., P. C. F. Monteiro, R. C. Hahn, and J. S. Hamdan. 2004. In

vitro susceptibilities of isolates of Sporothrix schenckii to itraconazole and
terbinafine. J. Clin. Microbiol. 42:4319-4320.

. Madrid, H., et al. 2009. Sporothrix globosa, a pathogenic fungus with wide-

spread geographical distribution. Rev. Iberoam. Micol. 26:218-222.

. Marimon, R., et al. 2007. Sporothrix brasiliensis, S. globosa, and S. mexicana,

three new Sporothrix species of clinical interest. J. Clin. Microbiol. 45:3198—
3206.

. Marimon, R., C. Serena, J. Gené, J. Cano, and J. Guarro. 2008. In vitro

antifungal susceptibilities of five species of Sporothrix. Antimicrob. Agents
Chemother. 52:732-734.

. Marimon, R., J. Gené, J. Cano, and J. Guarro. 2008. Sporothrix luriei: a rare

fungus from clinical origin. Med. Mycol. 46:621-625.

Meinerz, A. R. M., et al. 2007. Suscetibilidade in vitro de isolados de Spo-
rothrix schenckii frente a terbinafina e itraconazol. Ver. Soc. Bras. Méd.
Trop. 40:60-62.

. Romeo, O., F. Scordino, and G. Criseo. 14 December 2010, posting date.

New insight into molecular phylogeny and epidemiology of Sporothrix
schenckii species complex based on calmodulin-encoding gene analysis of
Italian isolates. Mycopathologia doi:10.1007/s11046-011-9420-z.

. Saitou, N., and M. Nei. 1987. The neighbor-joining method: a new method

for reconstructing phylogenetic trees. Mol. Biol. Evol. 4:406-425.

. Silveira, C. P., et al. 2009. MICs and minimum fungicidal concentrations of

amphotericin B, itraconazole, posaconazole and terbinafine in Sporothrix
schenckii. J. Med. Microbiol. 58:1607-1610.

. Tamura, K., M. Nei, and S. Kumar. 2004. Prospects for inferring very large

phylogenies by using the neighbor-joining method. Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 101:11030-11035.

Tamura, K., J. Dudley, M. Nei, and S. Kumar. 2007. MEGA4: molecular
evolutionary genetics analysis (MEGA) software version 4.0. Mol. Biol. Evol.
24:1596-1599.

Sporothrix schenckii, S. luriei, S. brasiliensis and S. albicans: Susceptibilities to

Combinatorial Antifungal Agents and Characterization of Enzymatic Profiles

Authors:
M. P. 2 Santurio, J. M.%% Alves, S. H.2?"

Institution address:

Oliveira, D. C.%?; Loreto, E. S. »% Lopes, P. G. M. »2; Neves, L. V. % Rocha,

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Avenida Roraima, 1000, Cidade Universitaria,
Bairro Camobi, Santa Maria-RS, Brasil, 97105-900.

! Submetido.



50

Affiliations:

Programa de P6s-Graduacdo em Farmacologia, Centro de Ciéncias da Sadde, Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

2 Laboratério de Pesquisas Micolégicas (LAPEMI), Departamento de Microbiologia e
Parasitologia, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

“Corresponding author: Prof. Dr. Sydney Hartz Alves, Rua Andradas 1985/201, 97010-033.
Santa Maria - RS. Phone/Fax: +55 32208906. E-mail: hartzsa@smail.ufsm.br

Abstract

We evaluated the susceptibility of Sporothrix albicans (n=1), S. brasiliensis (n=1), S.
luriei (n=1) and S. schenckii (n=37) to terbinafine (TRB) alone and in combination with
itraconazole (ITZ), ketoconazole (KTZ) and voriconazole (VRZ) by a checkerboard
microdilution method and also determined the enzymatic profile of these species with the
API-ZYM Kkit. Most interactions were additive (27.5%, 70% and 2.5%) or indifferent (35%,
52.5% and 55%) for TRB+KTZ, TRB+ITZ and TRB+VRZ, respectively. Antagonisms were
observed in 42.5% of isolates for the TRB+VRZ combination. Based on enzymatic profiling,
the Sporothrix schenckii strains that were tested could be categorized into 15 separate
biotypes, with the major biotype accounting for 37.8% of strains with positive reactions to
esterase, esterase lipase, alkaline phosphatase, naphthol-AS-Bl-phosphohydrolase and f-
glucosidase. Lipase and leucine arylamidase activity were observed only for S. albicans and
S. brasiliensis, respectively. S. luriei was the only strain for which naphthol-AS-BI-
phosphohydrolase activity was not observed. These results will contribute to a better
understanding of virulence and resistance among species of the genus Sporothrix in future

studies.

Keywords: Sporothrix, enzyme, profile, synergism, antifungal association

1. Introduction
Sporotrichosis is caused by the dimorphic fungus Sporothrix schenckii, which is one
of the predominant microorganisms responsible for cutaneous and lymphocutaneous mycosis,

affecting humans and animals. The sporotrichosis has a worldwide distribution, especially in
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tropical and subtropical areas of Latin America where endemic areas have been recognized
(Barros et al., 2001; da Rosa et al., 2005; Freitas et al., 2010). Furthermore, an increase in the
frequency of sporotrichosis as an opportunistic disease has been observed in the last few
years, and this increase is associated with significant morbidity and mortality rates in
immunocompromised patients (Freitas et al., 2011; Hardman et al., 2005; Silva-Vergara et al.,
2005).

For many years, local hyperthermia and oral potassium iodide solution have been
therapeutic options for the treatment of sporotrichosis (Diaz, 2011; Xue and Li, 2009).
Additionally, with over 50 years of clinical use, amphotericin B (AMB) is still considered the
“gold standard” for the treatment of serious fungal infections. However, the use of AMB is
associated with significant adverse effects related to toxicity (Kauffman et al., 2007).
Currently, according to Clinical Practice Guidelines for the Management of Sporotrichosis
(Kauffman et al., 2007), monotherapy with itraconazole is the first choice for subcutaneous
sporotrichosis treatment. Although treatment with itraconazole has been shown to elicit an
excellent therapeutic response in humans (Barros et al., 2011), reports of sporotrichosis
refractory to oral itraconazole treatment have been described, particularly in animals.

In vitro susceptibility studies for terbinafine have been encouraging (Meinerz et al.,
2007; Silveira et al., 2009), and three studies using terbinafine with human patients showed
good efficacy (Francesconi et al., 2011; Meinerz et al.,, 2007). Additionally, cases of
refractory and disseminated sporotrichosis have been treated with a combination of antifungal
drugs with satisfactory results (Bunce et al., 2011; Gremiao et al., 2011).

Recently, it was proposed that Sporothrix schenckii is a species complex
encompassing six cryptic species (Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008a), which calls
for the reassessment of clinical and epidemiological data, principally with regard to variation
in antifungal susceptibility and virulence (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Marimon et al.,
2008b; Oliveira et al., 2011). In this context, the aim of this study was to evaluate the in vitro
susceptibility of Sporothrix albicans, S. brasiliensis, S. luriei and S. schenckii to terbinafine in
combination with itraconazole, ketoconazole or voriconazole as well as the enzymatic profile

of these species.

2. Material and methods

2.1. Microorganisms
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Isolates were obtained from human (18 fixed cutaneous sporotrichosis isolates and 13
lymphocutaneous sporotrichosis isolates), feline (n=8) and canine (n=1) cases of
sporotrichosis diagnosed in the hinterlands of Rio Grande do Sul (Brazil) and were
maintained in the Department of Microbiology of the Federal University of Santa Maria,
Santa Maria, Brazil. S. schenckii (n=37), S. albicans (n=1), S. brasiliensis (n=1) and S. luriei
(n=1) were previously identified by phenotypic and molecular tests (Oliveira et al., 2011).

2.2. Antifungal drugs, in vitro susceptibility and drug interactions test

The antifungal agents itraconazole (ITZ), ketoconazole (KTZ) (ITZ and KTZ: Janssen
Pharmaceutica, Beerse, Belgium), terbinafine (TRB) (Novartis, Basel, Switzerland) and
voriconazole (VRZ) (Pfizer, Rome, Italy) were obtained commercially. Susceptibility tests
were performed according to the CLSI protocol M38-A2 microdilution technique (Clinical
and Laboratory Standards Institute, 2008). Aspergillus flavus (ATCC 204304) was included
as a control strain. Drug interactions were evaluated by the checkerboard method (Velasquez
et al., 2000), and the fractional inhibitory concentration (FIC) was calculated for each agent
by dividing the minimal inhibitory concentration (MIC) of each drug in combination by the
MIC of the drug alone. When computing the FIC index, off-scale MICs (itraconazole: >16
pg/ml and >128 pg/ml for S. luriei and S. albicans, respectively) were converted to the next
highest concentration (32 and 256 pg/ml, respectively).

FIC values were then summed to determine the fractional inhibitory concentration
index (FICI) resulting from the combination. Synergism was defined as FICI < 0.5 and
additionally as 0.5 < FICI < 1.0. Indifference was defined as 1.0 < FICI < 4, whereas
antagonism was defined as FICI > 4 (Johnson et al., 2004).

2.3. Enzymatic profile

Enzymatic activity was determined using the API-ZYM® commercial kit system
(BioMérieux, Marcy-1’Etoile, France) in accordance with the manufacturer’s instructions. The
kit consists of 19 enzymatic substrates: alkaline phosphatase (KP), esterase (ES), esterase
lipase (EL), lipase (LP), leucine arylamidase (LA), valine arylamidase (VA), cystine
arylamidase (CA), trypsin (TR), a-chymotrypsin (CH), acid phosphatase (AP), naphthol-AS-
Bl-phosphohydrolase (NP), a-galactosidase (GL), B-galactosidase (GA), B-glucuronidase
(GU), a-glucosidase (GC), PB-glucosidase (GS), N-acetyl-p-glucosaminidase (NG), o-

mannosidase (MN) and a-fucosidase (FU).
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To prepare a conidia suspension with a turbidity of 5-6 McFarland in API suspension
medium (2 mL), 65 pL of liquid phase from incubated cultures was added to each cupule of
the APY-ZYM® tray and maintained at 37°C for 4 h. Tests were carried out in triplicate. The
enzymatic activities of all strains were analyzed, and the results of reactions were recorded.
Interpretation of the results was based on the production and intensity of color development: 0
corresponded to a negative reaction, 5 to a reaction of maximum intensity and values 1, 2, 3,
and 4 were intermediate reactions with varying levels of intensity, but according to the kit

only to intensities3and 4 being considered positive intermediate reactions).

3. Results

The results of the in vitro susceptibility test, FIC index and the resulting drug
interactions against the 40 Sporothrix isolates are described in Table 1. MICs ranged from
0.03 to 0.25 pg/mL for TRB, 0.06 to 4.0 pg/mL for KTZ, 0.03 to >128 pg/mL for ITZ and 1.0
to 16 pg/mL for VRZ. The MIC of the control strain (A. flavus ATCC 204304) was within the
range provided by CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008).

When TRB was combined with KTZ, ITZ or VRZ, synergism was observed only with
1 isolate (2.5%) for TRB+ITZ. Additive interactions were observed for TRB+KTZ (27.5% of
isolates), TRB+ITZ (35% of isolates) and TRB+VRZ (2.5% of isolates). Most interactions
were indifferent, as was the case for TRB+KTZ (70% of isolates), TRB+ITZ (52.5% of
isolates) and TRB+VRZ (55% of isolates). Antagonism was observed only with 1 isolate
when TRB was combined with KTZ, with 4 (10%) isolates for the TRB+ITZ combination and
with 17 (42.5%) isolates for the TRB+VRZ combination.

The enzymatic profiles of the Sporothrix spp. analyzed using the API ZYM® system
are listed in Table 2. Based on the 19 substrate sources assimilated, the 37 isolates of
Sporothrix schenckii tested could be categorized into 15 separate biotypes, with the major
biotype accounting for 37.8% of isolates with positive reactions for ES, EL, AP, NP and GS.
S. brasiliensis, S. albicans and S. luriei strains presented unique and very unusual features, as
shown in Table 2. S. brasiliensis was the only species that showed lipase activity, and S.
albicans was the only strain with a positive reaction for LA. NP activity was absent only in S.

luriei. AP and GS activities were observed for all isolates (Table 2).

4. Discussion
To overcome antifungal resistance and the toxicity of monotherapy with AMB,

antifungal combinations represent an alternative approach to enhance the efficacy of
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individual drugs and lower dosages; these combinatorial drug treatments may result in
reduced toxicity and therapeutic success for cases that do not respond to treatment with single
antifungal agents. High success rates for the treatment of sporotrichosis with ITZ alone
(Barros et al.,, 2011) have not encouraged the use of antifungal combinations against
Sporothrix spp. in the past few years. However, the recent description of Sporothrix complex
species that are refractory to ITZ treatment has stimulated the search for combinatorial
antifungal therapeutic alternatives to treat sporotrichosis (Bunce et al., 2011; Gremiao et al.,
2011; Zhang et al., 2011).

Interestingly, in our study, S. luriei and S. albicans, which were isolated from feline
and canine sporotrichosis, respectively, were the only isolates resistant to ITZ. Compared to
the 1TZ susceptibility described in most cases of human sporotrichosis (Barros et al., 2011), it
appears that animal sporotrichosis is more refractory to treatment with ITZ (Gremiao et al.,
2011) and can also be associated with non-S. schenckii species. This finding reinforces the
importance of correctly identifying Sporothrix species, especially in cases of animal
sporotrichosis, for adequate treatment.

Taking this into account, we evaluated the activity of TRB, the second choice for
subcutaneous sporotrichosis treatment (Kauffman et al., 2007), in association with ITZ, KTZ
and VRZ. The TRB+KTZ and TRB+ITZ combinations produced indifferent and additive
interactions for 97.5% and 87.5% of isolates, respectively. These data are in accordance with
Zhang et al. (2011), who found predominantly additive and indifferent interactions with
TRB+ITZ, and highlight the use of TRB alone or in combination with other antifungal agents
in sporotrichosis cases that are not responsive to ITZ treatment.

We observed that VRZ demonstrated the highest MICs against Sporothrix spp. when
compared to KTZ and ITZ. This reduced susceptibility has been previously described
(Alvarado-Ramirez and Torres-Rodriguez, 2007; Gutierrez-Galhardo et al., 2010; Marimon et
al., 2008b), and the TRB+VRZ combination employed here predominantly showed indifferent
(55%) and antagonistic (42%) interactions. Thus, the use of VRZ alone or in combination
with TRB in sporotrichosis treatment does not appear to be advantageous.

Research has demonstrated the ability of fungi to produce extracellular enzymes such
as proteases, lipases, keratinases and others, which represents a useful tool to identify
microorganisms and thus provides an understanding of the relationships between enzyme
production and pathogenicity. The use of the APl ZYM® system to study the enzymatic
profiles of different fungal species was previously reported (Coutinho and Paula, 2000; Garcia
et al., 1997; Leone et al., 1998; Saenz-de-Santamaria et al., 2006). The Api Zym® detection
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system can be considered as a suitable option for the characterization of S. luriei, S. albicans,
S. brasiliensis and S. schenckii, which present well-defined profiles.

Our results demonstrated high intraspecific variability for the enzymatic activity of S.
schenckii strains and revealed the presence of 15 different biotypes. The main biotype (35%
of S. schenckii) demonstrated ES, EL, AP, NP and GS activities, and these enzymatic
activities were also observed for S. albicans, S. brasiliensis and S. luriei, with the exception of
negative NP activity for S. luriei. Thus, these enzymes could be associated with virulence
factors required for the development of sporotrichosis.

Differential identification of the Sporothrix complex by phenotype is based on the size
of radial colony growth, the morphology of conidia, the assimilation of sucrose and raffinose
and the ability to grow at 37°C (Marimon et al., 2007; Marimon et al., 2008a). Considering
that S. brasiliensis was the only species to show LP activity, S. albicans was the only strain to
show LA activity and S. luriei was the only strain that did not demonstrate NP activity, it is
suggested that tests for differential enzymatic activity may be used in association with other
phenotypic tests to identify Sporothrix species. Further studies with a larger number of non-
schenckii species are required for the development of tests to compare the intraspecific
characteristics of the Sporothrix complex.

In conclusion, the in vitro combinations of TRB with KTZ and TRB with ITZ were
shown to be advantageous compared to use of these drugs individually, but antagonism was
common with the TRB+VRZ combination. The enzymatic screening data represent a
significant addition to the available methods for phenotypic characterization of new
Sporothrix schenckii complex species as well as an interesting area for further research to
identify and explore the virulence of the Sporothrix complex.
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Table 1: In vitro susceptibility and interactions between terbinafine (TRB), itraconazole

(ITZ), ketoconazole (KTZ), and voriconazole (VRZ) against clinical isolates of Sporothrix

schenckii (SS), Sporothrix brasiliensis (SB), Sporothrix luriei (SL) and Sporothrix albicans

(SA).
MIC (ug/mL) MIC combination MIC combination MIC combination
Isolate TRB KTz ITZ VRZ TRB/KTZ FICI Int* TRB/ITZ FICI Int* TRB/VRZ FICI Int*
SBO1 0.25 0.5 0.25 8 0.125/0.25 1.00 Ad 0.125/0.25 1.50 | 0.5/0.5 2.06 |
SS02 0.25 0.25 0.125 8 0.125/0.125 1.00 Ad 0.03/0.125 1.12 | 0.25/0.25 1.03 |
SS03 0.125 0.25 0.125 2 0.125/0.25 2.00 | 0.016/0.125 1.12 | 0.25/0.25 3.0 |
SS04 0.06 0.125 0.125 4 0.125/0.03 2.33 | 0.125/0.25 2.0 | 0.25/0.25 4.23 A
SS05 0.25 0.25 0.125 8 0.125/0.25 1.50 | 0.125/0.25 2.0 | 0.5/0.5 2.06 |
SS06 0.03 0.5 0.5 4 0.016/0.5 1.52 | 0.016/0.125 0.77 Ad 0.25/0.25 8.36 A
SS07 0.125 0.25 0.25 4 0.125/0.25 2.00 | 0.016/0.125 0.62 Ad 0.5/0.5 4.12 A
SS08 0.25 0.5 0.25 8 0.125/0.25 1.00 Ad 0.125/0.25 2.0 | 0.25/0.125  1.02 |
SS09 0.06 0.25 0.125 8 0.125/0.25 3.08 | 0.125/0.125 3.08 | 0.25/0.125 4.18 A
SS10 0.125 0.125 0.03 4 0.125/0.25 2.00 | 0.125/0.25 2.0 | 0.25/0.25  2.06 |
SS11 0.03 0.125 0.125 8 0.016/0.5  4.52 A 0.016/0.125 1.52 | 0.25/0.25 8.36 A
SS12 0.25 0.5 0.5 8 0.125/0.125 075 Ad 0.016/0.125 0.31 S 0.25/0.25 1.03 |
SS13 0.25 0.06 0.03 1 0.25/0.016 1.26 | 0.5/0.016 2.52 | 1.0/0.016 4.01 A
SS14 0.06 0.25 0.25 8 0.125/0.25 3.00 | 0.016/0.125 0.76 Ad 1.0/0.25 16.7 A
SS15 0.125 0.125 0.125 4 0.125/0.25 3.00 | 0.25/1.0 10.0 A 1.0/05 813 A
SS16 0.25 0.5 0.25 8 0.125/0.125 075 Ad 0.016/0.125 0.56 Ad 0.25/0.125  1.02 |
SS17 0.125 0.125 0.125 16 0.125/0.125 2.00 | 0.016/0.125 1.13 | 0.25/0.125  2.00 |
SS18 0.03 0.5 0.25 4 0.016/1.0 2.52 | 0.016/0.125 1.02 | 0.25/0.125  8.36 A
SS19 0.125 2 0.5 16 0.016/1.0 062 Ad 0.06/0.125 0.75 Ad 0.25/0.25 2.01 |
SS20 0.25 0.25 0.125 8 0.125/0.25 1.50 | 0.125/0.25 25 | 1.0/0.5 4.06 A
SS21 0.125 0.5 0.25 16 0.125/0.25 1.50 | 0.031/0.25 1.25 | 0.25/0.125 2.0 |
SS22 0.06 0.25 0.125 4 0.125/0.25 3.08 | 0.016/0.5 4.26 A 2.0/0.016 333 A
SS23 0.125 0.25 0.5 8 0.125/0.25 2.00 | 0.016/0.25 0.62 Ad 0.25/0.25  2.03 |
SS24 0.25 0.125 0.25 4 0.5/0.016 2.12 | 0.125/0.016 0.56 Ad 0.25/0.125  1.03 |
SS25 0.06 0.5 0.25 4 0.125/0.25 2.58 | 0.125/0.25 3.08 | 0.25/0.125  4.20 A
SS26 0.06 1 0.25 4 0.016/0.5 0.76 Ad 0.016/0.125 0.76 Ad 0.25/0.125  4.20 A
SS27 0.125 0.5 0.25 8 0.125/0.25 1.50 | 0.125/0.25 2.00 | 0.25/0.125  2.02 |
SS28 0.125 0.25 0.25 4 0.125/0.25 2.00 | 0.016/0.125 0.62 Ad 0.5/1.0 4.25 A
SS29 0.06 0.5 0.125 4 0.016/1.0 2.26 | 0.125/0.25 4.08 A 0.25/0.25 4.23 A
SS30 0.125 0.5 0.25 8 0.016/0.5 11 | 0.06/0.25 15 | 0.25/1.0 2.13 |
SL31 0.25 4 >16 4 0.125/0.25 0.56 Ad 0.125/0.25 0.51 Ad 0.25/1.0 1.25 |
SA32 0.25 4 >128 8 0.125/0.25 0.56 Ad 0.5/2.0 2.0 | 0.125/1.0 0.63 Ad
SS33 0.25 2 1 16 0.125/0.25 0.63 Ad 0.125/0.25 0.75 Ad 0.25/0.125 1.01 |
SS34 0.125 0.5 1 4 0.125/0.25 1.50 | 0.016/1.0 1.12 | 0.5/0.03  4.01 A
SS35 0.125 0.5 0.5 8 0.125/0.25 1.50 | 0.125/0.25 1.50 | 0.25/0.125  2.02 |
SS36 0.125 0.5 0.5 8 0.1250.25 1.50 | 0.016/0.25 0.62 Ad 0.25/0.125  2.02 |
SS37 0.125 0.25 0.5 16 0.125/0.25 2.00 | 0.016/0.25 1.13 | 0.25/0.125  2.02 |
SS38 0.125 2 1 8 0.125/0.25 1.13 | 0.5/0.5 1.0 Ad 0.25/0.125  2.02 |
SS39 0.25 0.5 0.5 8 0.125/0.25 1.00 Ad 0.125/0.25 1.00 Ad 1/0.016 4.01 A
SS40 0.125 0.25 0.03 8 0.125/0.25 2.00 | 1.0/0.016 8.52 A 0.25/0.125  2.02 |

YInteraction; A: antagonism; Ad: additive; S: synergism; I: indifference.



Table 2: Enzymatic profile of clinical isolates of Sporothrix schenckii (SS), Sporothrix
brasiliensis (SB), Sporothrix luriei (SL) and Sporothrix albicans (SA).

Strains showing activity for Number of
Biotype isolates (%)
KP ES EL LP LA AP NP GC GS NG MN
SB + + + + + + - - 1(2.5)
SS + + + + + + + - 2 (5.0)
SS + + + + + + - - 3(7.5)
SS + + + + + - - 14 (35)
SS + + + + + 1(2.5)
SS + + + + + + 1(2.5)
SS + + + + - - 1(2.5)
SS + + + + - - 2(5.0)
SS + + + + + - - 3(7.5)
SS + + + + + - - 1(2.5)
SS + + + - - 1(2.5)
SS + + + - - 2(5.0)
SS + + + + + 3(7.5)
SS + + + 1(2.5)
SS + + + + + - - 1(2.5)
SS + + + + + + + 1(2.5)
SL + + + - - 1(2.5)
SA + + + + + - - 1(2.5)
TOTAL 10 36 34 1 1 40 39 6 40 9 3

? Substrates for enzymes: alkaline phosphatase (KP); esterase (ES); esterase lipase (EL); lipase (LP);
leucine arylamidase (LA); acid phosphatase (AP); naphthol-AS-Bl-phosphohydrolase (NP); a-
glucosidase (GC); B- glucosidase (GS); N-acetyl-p-glucosaminidase (NG); a —mannosidase (MN).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescente registro de casos de esporotricose em animais € no homem tornou esta
micose uma importante doenca em saude publica (BARROS et al., 2004). Isto determinou a
busca e o aprofundamento de pesquisas a respeito da identificacdo e tratamento para a
infeccdo causada pelo Sporothrix spp, com a finalidade de conhecer melhor a patogenicidade
da doenca e o comportamento frente a antifungicoterapia usual nas diferentes espécies do
complexo Sporothrix schenckii.

A analise genotipica dos isolados de Sporothrix avaliados em nosso trabalho
demonstrou que o sequenciamento do locus genético altamente informativo que codifica a
calmodulina permitiu a diferenciagdo das espécies do Complexo Sporothrix schenckii, 0 que
esta de acordo com os trabalhos de Marimon et al. (2007, 2008), resultando na identificacdo
de trés novas espécies: S. brasiliensis (n=1), S. luriei (n=1), e S. albicans (n=1),
respectivamente isolada de esporotricose felina, canina e felina entre os exemplares
inicialmente identificados como S. schenckii.

AvaliacGes fenotipicas como a capacidade de crescimento em PDA a 30°C, didmetro
do halo apds 21 dias de incubacdo a 30°C em PDA, capacidade de assimilacdo de sacarose e
ou rafinose foram também realizadas. Resultados caracteristicos de cada espécie foram
encontrados. S. albicans foi a Unica espécie capaz de crescer apresentando um halo maior de
50 mm em 21 dias a 30°C. S. brasiliensis apresentou resultado negativo para a fermentacao de
sacarose e rafinose e S. schenckii mostrou-se capaz de fermentar tanto a sacarose quanto a
rafinose. Os resultados obtidos na analise fenotipica corroboraram com os obtidos na anélise
molecular.

O protocolo que padroniza a metodologia para testes de suscetibilidade com fungos
filamentosos patogénicos, M38-A2 (2008) abrange, dentre outras espécies, a forma miceliana
de S. schenckii. Os perfis de suscetibilidade in vitro foram assim avaliados de acordo com
M38-A2 para os 40 isolados de Sporothrix spp, onde foram testados miconazol, itraconazol,
cetoconazol, fluconazol, terbinafina, voriconazol, caspofungina e anfotericina B. As CIMs
obtidas para as leveduras utilizadas no controle de qualidade, Candida krusei ATCC 6258 e
Candida parapsilosis ATCC 22019, estiveram dentro dos limites estabelecidos pelos
protocolos do CLSI (M38-A2).



Os testes de suscetibilidade frente a anfotericina B variaram em um intervalo de
suscetibilidade entre 0,0312 pg/ml e 2 pg/ml com média geométrica(MG) de 0,287 pg/ml; a
CIMse= 0,25 pg/ml e CIMgo= 1 pg/ml. Verificamos apenas 7,32% dos isolados com CIM =
2,0 ug/mL, todos provenientes de infeccbes humanas e classificados como S. schenckii.
Outros autores demonstraram um perfil de suscetibilidade com valores mais elevados de
médias geométricas: 1,23 pg/mL (MCGINNIS et al., 2001), 1,73 pg/mL (TRILLES et al.,
2005) e 3,1 ug/mL (MARIMON et al., 2007).

A avaliacdo da suscetibilidade ao miconazol evidenciou mais de 80% dos isolados com
reduzida sensibilidade ao miconazol (CIM > 1,0 ug/mL), com intervalo de suscetibilidade
encontrado de 0,5 — 16 pg/ml e média geométrica de 1,158; a CIMsp= 1 pug/ml e a CIMgp= 2
pg/ml.

Quanto aos resultados frente ao fluconazol, os ensaios de suscetibilidade deste estudo
evidenciaram uma faixa de suscetibilidade de 16 pg/ml a 128 ug/ml com média geométrica de
87,927 ug/ml; a CIMs e ClIMgg foram superiores a 64 pg/ml. O perfil de suscetibilidade de S.
schenckii evidenciou mais de 60% dos nossos isolados com CIMs de 128 pg/mL. Apesar
deste perfil de suscetibilidade, o fluconazol é considerado uma possivel opcédo terapéutica em
casos de esporotricose linfocutanea ou cutanea, mas segundo Kauffman et al. (2007), o
tratamento de esporotricose com altas doses (até 800 mg/dia) de fluconazol resulta em taxas
de cura de no méximo 64%.

A suscetibilidade ao cetoconazol evidenciou mais de 80% dos isolados (CIM< 1,0
pg/mL). A faixa de suscetibilidade variou entre <0,0625 pg/ml e 4 pg/ml com média
geométrica de 0,363 pg/ml; CIMso= 0,5 pg/ml ¢ CIMoo= 2 ug/ml. A média geométrica das
CIMs aqui encontrada foi menor que a verificada por Trilles et al. (2005) (0,84 ug/mL) e por
Marimon et al. (2007) (0,81 pg/mL). Por outro lado, Alvarado-Ramirez e Torres-Rodrigues
(2007) verificaram uma média geométrica das CIMs de cetoconazol mais baixa (0,2 pg/mL).
Ao cetoconazol, € recomenda cautela na interpretacdo dos testes, pois, ainda ndo ha dados
disponiveis normatizados indicando uma correlacéo entre a CIM e o resultado de tratamento
com o0 mesmo (M38-A2).

O perfil de suscetibilidade ao itraconazol evidenciou variagdes de suscetibilidade de
<0,0625 pg/ml a >128 pg/ml com média geométrica de 0,258 ug/ml; CIMso= 0,25 pg/ml e
CIMgo= 1 pg/ml. Tomando por base a concentracdo de 1 ug/ml, 85% dos isolados aqui
estudados foram sensiveis a este triazdlico. Kohler et al. (2006) observaram que 24% de seus

isolados evidenciaram CIM > 1,0 pg/ml ao itraconazol o que sugeriram como “reducdo da



sensibilidade”. Segundo Meinerz et al. (2007) CIMs < 1,0 pg/ml de itraconazol estdo
associadas a sensibilidade dos isolados a este triazolico.

Os resultados dos testes de suscetibilidade frente ao itraconazol estdo de acordo com
outros estudos anteriores (MEINERZ et al., 2007; ALVARADO-RAMIREZ; TORRES-
RODRIGUEZ, 2007). No entanto, alguns autores observaram menor suscetibilidade de S.
schenckii ao itraconazol com médias geométricas das CIMs calculadas em 1,56 pg/mL
(MCGINNIS et al., 2001), 1,0 ug/mL (LOPEZ et al., 2005), 4,08 pug/mL (TRILLES et al.,
2005) ¢ 4,65 pg/mL (MARIMON et al., 2007).

A suscetibilidade dos isolados de Sporothrix spp sugere tratar-se de um fendmeno
complexo com base em observagdes relativas a forma clinica da esporotricose ou a
procedéncia dos isolados: Trilles et al. (2005) observaram que os isolados da forma
disseminada da esporotricose eram menos sensiveis ao itraconazol quando comparados com
isolados da esporotricose cutanea.

Meinerz et al. (2007) e Kohler et al. (2004) observaram que os isolados clinicos de
animais (cdes e gatos) eram menos sensiveis (CIMs mais elevadas) do que isolados de
esporotricose humana. Nossos resultados também permitiram observar essa caracteristica,
visto que dos nove isolados provenientes de animais, dois mostraram resisténcia ao
itraconazol, e entre os 31 isolados de casos humanos de esporotricose, nenhum pode ser
classificado como itraconazol resistente. Nossos resultados permitiram detectar duas amostras
isoladas de felinos cujas CIMs ao itraconazol foram superiores a 16 pg/mL. Mas além de
serem provenientes de esporotricose animal, esses isolados foram caracterizados
molecularmente como exemplares das novas espécies de Sporothrix: S. albicans e S. luriei.

Embora neste estudo, a quantidade de isolados de Sporothrix spp isolados de animais
(n=9) seja menor frente aos isolados de humanos (n=31), a observacdo de que a menor
susceptibilidade frente ao itraconazol foi observada nos isolados ndo-S. schenckii e
provenientes de animais ressalta a necessidade da correta identificacdo e da avaliacdo da
suscetibilidade dos isolados, especialmente os da esporotricose animal. Estudos futuros com
um “n” maior de isolados provenientes de animais serdo necessarios para confirmar tal perfil
de resisténcia.

As avaliagOes de suscetibilidade de S. schenckii frente ao voriconazol puderam
evidenciar uma faixa de suscetibilidade de 1 pg/ml a 16 ug/ml e média geométrica de 6,178
pug/ml; a CIMso= 8 pug/ml e CIMgy= 16 pg/ml. Outros autores ja investigaram o perfil de
suscetibilidade a este agente e relataram CIMs mais altas, apresentando médias geométricas
de 6,5 pg/mL (MCGINNIS et al., 2001), 9.8 pg/mL (TRILLES et al., 2005), 13,2 pug/mL



(MARIMON et al., 2007) e 9,3 ng/mL (ALVARADO-RAMIREZ; TORRES-RODRIGUEZ,
2007). No entanto, Gonzélez et al. (2005) declararam como potente a atividade in vitro do
voriconazol contra S. schenckii com média geométrica das CIMs em 1,44 ug/mL. Mas, ndo ha
nenhuma experiéncia clinica documentada sobre o uso de voriconazol na esporotricose.

Sporothrix spp, frente aos antifungicos avaliados, demonstrou maior sensibilidade in
vitro a terbinafina. A faixa de suscetibilidade variou entre < 0,0312 pg/mL a 0,25 pg/mL com
media geométrica de 0,127 pug/mL; a CIMs5;=0,125 ug/mL e CIMg= 0,25 ug/ml. Estudos
avaliando a suscetibilidade in vitro do fungo a terbinafina reportam potente atividade deste
farmaco. Kohler et al. (2006) descrevem 65% dos isolados com CIM < 0,125 pg/mlL,
enguanto constatamos em nosso estudo 68% nesta condicdo. Trilles et al. (2005)
relataram valores mais elevados para as CIMs de terbinafina (MG= 0,8 pg/mL) quando
comparados aos resultados do presente trabalho. Comparando com estudos que empregam 0s
mesmos testes de suscetibilidade, nossos resultados estédo de acordo com os de Marimon et al.
(2008) e Silveira et al. (2009) os quais, com base nos parametros de susceptibilidade,
destacam a terbinafina como o antifingico mais ativo, constituindo-se numa sugestdo de
opcao frente aos isolados resistentes ao itraconazol (S. albicans e S. luriei). Ndo observamos
variagcOes na suscetibilidade a terbinafina na comparacéo entre os isolados de origem humana
e os de origem felina, fato ja observado por outros autores (KOHLER et al., 2004; MEINERZ
et al., 2007).

Embora restrita a experiéncia clinica, a terbinafina estd indicada como segunda
escolha para tratamento da esporotricose linfocutdnea e cutanea (KAUFFMAN et al., 2007;
CHAPMAN et al., 2004).

Frente & caspofungina, verificou-se intervalo de suscetibilidade entre 8 pg/mL e >32
pg/mL, com média geométrica de 22,632 pg/mL; a CIMsg e CIMg foram de 32 pg/mL. Com
base nas CIMs de caspofungina para Candida sp. e Aspergillus sp., as CIMs obtidas para S.
schenckii sugerem reduzida sensibilidade de Sporothrix spp a esta equinocandina.

Considerando que se identificou apenas um isolado de cada uma das espécies
itraconazol-resistente - S. albicans e S. luriei - e, a recente possibilidade destas identificacdes,
é prematuro estabelecer afirmagdes. Por outro lado, considerando-se que este é o segundo
estudo relatando as novas espécies S albicans, S. brasiliensis e S. luriei e sendo esta ultima
especie, S. luriei, 0 segundo exemplar até hoje identificado, qualquer achado é importante e
deve ser considerado. A grande indagacdo é se a resisténcia ao itraconazol é uma
caracteristica destas espécies ou se a resisténcia aqui detectada € um achado dentro da

variabilidade de suscetibilidade destas espécies.



No intuito de vencer a resisténcia antifungica e a toxicidade da monoterapia com
anfotericina B, combinagBes de antifingicos podem representar uma alternativa para
aumentar a eficacia dos antimicoticos, ao mesmo tempo, utilizando-se doses mais baixas. A
vantagem das combinac6es que evidenciam sinergismo € a reducdo da toxicidade e provavel
sucesso terapéutico nos casos ndo responsivos a monoterapia antifungica habitual. Altas taxas
de sucesso no tratamento da esporotricose com itraconazol (BARROS et al., 2011) nédo tém
incentivado a utilizacdo de combinag6es de antifungicos contra Sporothrix spp; no entanto, a
descricdo de novas espécies de Sporothrix com marcada resisténcia a este triazdlico
descortinam novo panorama, o qual requer alternativas onde as combinagdes entre
antiflngicos poderdo ser uteis (BUNCE et al., 2011; GREMIAO et al., 2011; ZHANG et al.,
2011).

Considerando-se que as variacdes de suscetibilidade no género Sporothrix estdo bem
evidentes, a escolha do melhor tratamento poderd estar assegurada na associagdao entre
farmacos. Neste sentido, no presente estudo foram avaliadas combinagdes antifungicas
voltadas aos isolados resistentes. As combinagdes usadas foram terbinafina (TER) com os
azélicos voriconazol (VRZ), cetoconazol (CTZ) e itraconazol (ITZ) frente a 40 cepas de
Sporothrix spp.

Quando a TER foi combinada com CTZ, ITZ e VRZ, a interagdo sinérgica so foi
observado frente a 1 isolado (2,5%); para TER+ITZ.

Interacdes aditivas foram observadas nas associacdes de TER+CTZ (27,5% dos
isolados), TER+ITZ (35%) e TER+VRZ (2,5%); todavia, a maioria das interacGes foi
indiferente: TER+CTZ (70%), TER+ITZ (52,5%) e TER+VRZ (55%). Intera¢Ges antagonicas
foram observadas frente a um isolado de TER+CTZ, com quatro isolados (10%) da
combinacdo TER+ITZ e, com 17 isolados (42,5%) para a combinacdo de TER+VRZ.

Nossos achados sdo similares aos reportados por Zhang et al. (2011), que relataram
predominantemente interagdes aditivas e indiferentes pela combinagdo TER+ITZ. Ao mesmo
tempo indicaram a utilizagdo da TER isolada ou em combinagdo com outros agentes
antifangicos, para os casos de esporotricose ndo responsivos ao tratamento com ITZ.

Embora a esporotricose ndo seja considerada micose oportunista, a emergéncia de
novas espécies a coloca sob a mira de novas investigacfes. As exuberantes formas da
esporotricose na SIDA sdo causadas por quais espécies de Sporothrix? As formas
disseminadas em pacientes sob corticoidoterapia devem-se a qual espécie? Estas duas
situagbes configuram-se como ‘“‘oportunistas”? Estudos enfocando quadros clinicos em

pacientes com algum grau de imunocomprometimento e a identificacdo das novas espécies de



Sporothrix serd fundamental para melhor relacionar estas espécies com os quadros clinicos,
que até entdo, eram relacionados a uma so espécie.

A busca por marcadores fenotipicos para uso rotineiro nos laboratorios de
Microbiologia é de interesse como ferramenta para identificar as novas espéecies do complexo
Sporothrix schenckii . Apesar dos ensaios de Marimon et al. (2007) indicarem alguns testes, o
aprofundamento da questdo é urgente. Nesta linha de pesquisa e, em resposta as novas
necessidades de identificacdo, a caracterizacdo de proteinas como algumas enzimas fungicas
pode trazer respostas importantes no reconhecimento de fatores de viruléncia do Sporothrix
spp, podendo ser fundamentais para o0 melhor entendimento da patogénese da esporotricose e,
ao mesmo tempo, permitir o rapido reconhecimento de alguma(s) espécie(s).

As variacgdes fisiologicas dos isolados oriundos de diferentes formas clinicas de
esporotricose vem sendo estudadas e observadas e, recentemente, relacionadas as novas
espécies; todavia, as enzimas das espécies do Complexo Sporothrix schenckii ndo haviam
ainda sido estudadas. Diante disso, pela primeira vez, evidenciamos um perfil enzimatico para
as diferentes espécies do complexo Sporothrix schenckii. Neste estudo, as caracteristicas
enzimaticas foram analisadas usando o sistema API ZYM® o qual é constituido por 19
substratos. Os resultados indicaram a presenca das seguintes enzimas: fosfatase alcalina (FA);
esterase (ES); lipase esterase (LE); lipase (LP); leucino arilamidase (LA); fosfatase &cida
(FA); naftol-AS-Bl-fosfohidrolase (NF); a-glucosidase (AG); B- glucosidase (BG); N-acetil-
B-glucosaminidase (NG); o—mannosidase (AM).

O sistema APl ZYM® empregado revelou-se satisfatorio e promissor como proposta
para diferenciar fenotipicamente as espécies: S. brasiliensis, S luriei e S. albicans com
caracteristicas bem peculiares. Os isolados identificados molecularmente como S. luriei, S.
brasiliensis e S. albicans evidenciaram caracteristicas bem especificas com base no perfil
enzimatico. S. brasiliensis foi a Gnica espécies com atividade de lipase (LP); S. albicans foi a
Unica espécie que evidenciou atividade de leucino-arilamidas (LA). J& S. luriei foi a Unica
espécie sem atividade da enzima naftol-AS-Bl-fosfohidrolase (NF). Todos os isolados
evidenciaram atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA) e a-glucosidase (AG). Os 37
isolados de Sporothrix schenckii testados poderiam ser classificados em 15 biotipos
diferentes, com 37,8% dos isolados apresentando reacdes positivas para ES, LE, FA, NF e
AG.

Baseados nos resultados anteriores sugerem-se que os testes de atividade enzimatica
podem se constituir em testes fenotipicos Uteis para identificar espécies de Sporothrix.

Todavia, estudos adicionais, com um maior numero de espécies nao-schenckii, sdo



necessarios para caracterizar melhor o achado. Também o desenvolvimento de testes futuros
para comparar as caracteristicas intraespecificas do complexo Sporothrix, serd bem-vindo.
Finalmente, entendemos que os achados do presente estudo podem ser assim
resumidos: a) as espécies do complexo S. schenckii podem ser mais comuns do que se admite,
visto identificarmos trés delas numa amostra de 40 isolados; b) h& problemas de resisténcia ao
itraconazol entre elas; c¢) o perfil enzimético pode se constituir numa alternativa para a

identificacdo fenotipica.



6 CONCLUSOES

Os estudos genotipicos e fenotipicos permitiram a identificacdo das espécies: S. brasiliensis
(2,5%), S. luriei (2,5%), S. albicans (2,5%) e S. schenckii (92,5%) dentre os 40 isolados
testados.

Com base nas CIMs, os isolados evidenciaram maior sensibilidade a terbinafina, cetoconazol
e anfotericina B; ja, ao fluconazol e a caspofungina foram menos sensiveis. Frente ao
itraconazol a maioria dos isolados foi sensivel; todavia, S. luriei e S. albicans evidenciaram
CIM >16pg/mL e CIM >128 16pug/mL, respectivamente.

A avaliacdo das combinacGes [terbinafina + cetoconazol] e [terbinafina + itraconazol]
mostraram-se vantajosas quando comparadas a atividade individual destes farmacos.
Nenhuma espécie de Sporothrix evidenciou sensibilidade ao voriconazol quando testado
isoladamente. A associacdo [voriconazol + terbinafina] foi sinérgica frente a alguns isolados,
mas expressivo antagonismo (45%) foi também detectado.

O APl ZYM® evidenciou distintos perfis enzimaticos entre espécies de S. luriei, S. albicans,
S. brasiliensis e S. schenckii. Na espécie S. schenckii foram detectados 15 diferentes bidtipos

de perfis enzimaticos.
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