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RESUMO

O fungo Sporothrix schenckii foi considerado, por longo periodo, como a Unico agente
etioldgico causador da esporotricose, micose predominantemente subcutanea, de curso subagudo
ou cronico. Esta micose € considerada, atualmente, uma enfermidade emergente de grande
importancia, sendo necessarias acfes de salde publica de carater urgente para controla-la,
principalmente em areas endémicas. O objetivo do trabalho foi, através da revisdo da literatura,
evidenciar que e possivel identificar espécies novas de Sporothrix spp. com a utilizacdo de
analises filogenéticas das sequencias dos genes da Calmodulina. O fungo é termodimorfico e
apresenta uma forma leveduriforme quando parasita e uma forma filamentosa quando saprobico.
Essa transicdo é induzida por temperatura, uma caracteristica de adaptacdo morfoldgica
fundamental que o permite infectar mamiferos. Acomete diversos animais, incluindo o homem, e
tem distribuicio mundial. E transmitido pela inoculacdo dos conidios fingicos na pele que pode
ser em decorréncia de traumatismos ou ferimentos, bem como pelo contato dos conidios com a
pele lesada. Os felinos, principalmente machos ndo castrados semidomiciliados, apresentam o
maior potencial de transmissdo zoonotica, pois nessa espécie ha abundante quantidade do fungo
nas lesdes, cavidade oral e unhas, e seu comportamento de disputar territério e fémeas com outros
machos, e seus habitos de cavar e afiar as unhas em troncos, tornam estes animais importantes

hospedeiros e transmissores do Sporothrix spp.

Palavras-chave: Sporothrix spp., Complexo Sporothrix, zoonose micotica.



ABSTRACT

Sporothrix spp. is the causative agent of sporotrichosis, a predominantly subcutaneous
mycosis of subacute or chronic course. It is considered an emergent disease of great importance,
requiring urgent public health actions to control it, especially in endemic areas. For a long period
S. schenckii was described as the species responsible for this disease, but, through phylogenetic
analysis of the sequences of Calmodulin genes, it was possible to identify new species of
Sporothrix spp. It is a thermodymorphic fungus, presenting as yeast when parasite and in
mycelial form when saprophyte. This transition is temperature induced, a fundamental
morphological adaptation feature that allows it to infect mammals. It affects several animals,
including man, and has worldwide distribution. It is transmitted by the inoculation of fungal
conidia in the skin that may be due to trauma or injury, as well as by the contact of the conidia
with the injured skin. Felines, mainly semi-domiciled non-castrated males, present the greatest
potential for zoonotic transmission, since in this species there is abundant amount of fungus in
the lesions, oral cavity and nails, and their behavior of disputing territory and females with other
males, and their habits of digging and sharpening the nails into trunks, make these animals

important hosts and transmitters of Sporothrix spp.

Key-words: Sporothrix spp., Sporothrix schenckii complex, fungal zoonosis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sporothrix spp.

Sao os agentes etioldgicos da esporotricose, doenca de evolugdo subaguda ou cronica, de
localizagdo predominantemente subcutidnea e caracterizada pelo envolvimento da cadeia
ganglionar, com formacdo de nodulos que podem ulcerar; 6rgdos internos e 0ssos podem ser
acometidos, 12836

O agente etioldgico da esporotricose foi caracterizado inicialmente nos EUA e Brasil,
respectivamente, em 1898 por Schenck apud Larsson, et al.>? e em 1907 por Lutz e Splendore
apud Larsson, et al.*

E um fungo considerado saprébio do solo rico em matéria organica e celulose, crescendo
em locais de clima quente e umido. Este fungo j& foi isolado de plantas, cascas de arvores,
musgos, palhas, grdos de trigo, madeira, arbustos, solo e roseiras. No meio ambiente e in vitro em
temperatura de 25-27°C se desenvolve a forma filamentosa, enquanto que a fase leveduriforme é
observada nas éareas lesionais ou in vitro a 37°C.3

A fase filamentosa € caraterizada por hifas hialinas, septadas, ramificadas, com 1 a 2 um
de largura. Essas hifas contém conidi6foros finos que no &pice possuem uma pequena vesicula
com denticulos, capazes de produzir conidios de 2 a 4 um organizados em grupos parecidos com
“flores de margaridas” (FIGURA 1), denominados de simpodioconidios e que constituem uma
caracteristica importante do Sporothrix spp.2®3*45 Quando presente no tecido do hospedeiro o
fungo desenvolve a fase leveduriforme, que é encontrada préxima aos granulomas, geralmente
em formato alongado, fusiforme, semelhante a um charuto. Também é possivel observar formas
arredondadas ou ovais, com 2 a 6 um de didmetros com pequenas células em brotamento
(FIGURA 2)'27,29,42,43,45,68



Figura 1. Microscopia da fase filamentosa evidenciando hifas finas e septadas e os
conidios pigmentados.

[Fonte: Cruz, LCH, 2013].

Figura 2. Sporothrix sp. em forma de leveduras ovaladas e arredondadas, livres ou no interior de

macrofagos.

[Fonte: Cruz, LCH, 2013].



1.2 Complexo Sporothrix

Embora classicamente S. schenckii fosse a Unica espécie considerada, ensaios
filogenéticos sugerem a denominacdo de Complexo Sporothrix schenckii como uma nova
terminologia. Estudos demonstraram que h& pelo menos seis diferentes espécies de importancia
clinico-epidemioldgica, com sua ocorréncia em diferentes regides geograficas. Sdo elas: S.
albicans, S. brasilienses, S. mexicana, S. globosa, S. luriei, além da original S. schenckii sendo
agora conhecida como S. schenckii sensu stricto.83%40:41,51.66

Relatos na literatura utilizando sequenciamento genético demonstram que existe
variabilidade genética entre as amostras de Sporothrix schenckii. Desta forma sugere-se que a
espécie de Sporothrix schenckii seja composta por um complexo de espécies.?*

Diferencas fenotipicas também foram observadas nas novas espécies, como caracteristicas
macroscopicas, assimilacdo de agucares, presenca de conidios sésseis, capacidade de crescer a
37°C, resisténcia ao pH e viruléncia.l’

As espécies que pertencem ao Complexo Sporothrix apresentam como caracteristicas
serem dimorficos, termo-tolerantes, e cujo habitat natural sdo principalmente plantas e vegetais
em decomposicio. 31

Com base nos recentes estudos sobre a gendmica e analisada com base nos conceitos
modernos da taxonomia polifasica que inclui, além do sequenciamento de DNA, informacdes
sobre morfologia, nutricdo e fisiologia, a espécie S. schenckii passou a ser considerada como um

complexo de espécies cripticas.*

1.3 Esporotricose

A esporotricose € uma micose piogranulomatosa, aguda, subaguda ou cronica que afeta o
tecido subcutineo, causada pelo fungo dimdrfico Sporothrix spp., o qual apresenta ampla
distribuicdo mundial e acomete varias espécies animais tais como: cées, gatos, cavalos, mulas,
bovinos, aves e seres humanos.!*1:2

Nos humanos a esporotricose foi diagnosticada em varios grupos raciais e em todas as
faixas etarias. Classicamente, a doenga tinha maior casuistica nos individuos do sexo masculino,

sendo esse fato relacionado diretamente as atividades ocupacionais em consequéncia ao maior



contato com o solo em trabalhos como jardinagem, agricultura e mineragdo.3! Entretanto, estudos
no estado do Rio de Janeiro, demonstraram a predominancia da afeccdo em mulheres.5*%° Barros
et al. (2004)%® citam que em relagdo as atividades ocupacionais houve mais relatos de
enfermidade em domeésticas (30%), estudantes (18%), médicos veterinarios (5%), trabalhadores
rurais (2%), e 7% em outras profissfes. Os estudos esclarecem que esse fato esta diretamente
relacionado aos frequentes relatos zoonéticos ocorridos naquele estado.

Devido a evidéncia da transmissdo zoondtica, veterinarios, técnicos de veterinaria e
proprietarios de gatos sdo considerados uma nova categoria de risco para a aquisi¢o da doenca.*
Profissionais de laboratério, que manipulam culturas de Sporothrix spp. também pertencem ao
grupo de risco.’?0

A esporotricose foi descrita pela primeira vez por Benjamim Schenck, em 1898 nos
Estados Unidos, em lesio de paciente humano.3?33

No Brasil, foi relatada por Lutz & Splendore (1907)® que descreveram a doenga em
humanos e em ratos, demonstrando a presenca de corpos asteroides nos tecidos que foram Uteis
para o diagndstico histopatologico da esporotricose. Até o ano de 1997 a esporotricose era
considerada uma doenca rara no pais, sendo maior nimero de casos registrados em humanos. A
ocorréncia foi principalmente nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul e Parand. No Rio Grande do Sul é a micose de maior incidéncia em
humanos, e no sul do estado no periodo de 1996 - 2007, foram diagnosticados mais de 60 casos
em pequenos animais, principalmente em felinos domésticos.*

A transmissao da doenca esta associada a inoculacdo de conidios ou leveduras no tecido
subcutaneo por meio de um trauma envolvendo vegetais em decomposic¢ao ou arranhfes de gatos
doentes ou contaminados nas unhas pelo fungo.>® Por muito tempo a transmissdo da doenca foi
relacionada estritamente a um trauma no tecido subcutaneo, porém ja existem alguns relatos de
transmissdo pelas vias aéreas.*°

E considerada uma zoonose emergente com éreas hiperendémicas no Brasil,
principalmente no estado do Rio de Janeiro, além de S&o Paulo® e Sul do Rio Grande do Sul.5138
Com isso é necessario realizar agdes de saude publica de forma urgente, visando o controle da

doenca, especialmente em areas endémicas.™



2. DIAGNOSTICO

O diagnostico da esporotricose € baseado na historia, no exame fisico, no exame
citopatologico da secrecdo e do aspirado por agulha fina, no exame histopatoldgico da pele
acometida e na cultura fungica.*® O diagndstico diferencial inclui diversas doengas bacterianas e
flngicas, condigBes neoplasicas e infecgOes parasitarias.>® Por isso, a correta colheita do material

suspeito é de fundamental importancia para que se conclua o diagnéstico.3!
2.1 Coleta de Material

Para o diagnostico do fungo S. schenckii o isolamento em meio de cultivo, é considerado
o0 teste padréo de referéncia, a partir de material bioldgico obtido a partir do local da lesdo por
aspiracdo, meio de “swab” ou biopsia.?6:">3

Quando houver ulceragdes, o material pode ser obtido com o auxilio de um “swab” estéril
(FIGURA 3) que deve ser friccionado na superficie da lesdo, que é rica em células do fungo.
Bidpsias podem ser feitas utilizando coloracdes como o PAS (Periodic acid-Schiff) para
evidenciar o fungo pela histopatologia. Quando se tratar de infeccbes disseminadas ou de
localizacdo especifica, a forma de coleta e o tipo de material irdo variar em cada caso. Assim,
pode ser necessario coletar sangue, urina, secrecdo nasal, saliva, fluido sinovial ou liquido

cefalorraquidiano.

Figura 3. Material coletado na superficie de lesdo ulcerada com o auxilio de swab estéril.

[Fonte: Cruz, LCH, 2013].



2.2 Diagnéstico Convencional

A visualizacdo dos blastoconidios da fase leveduriforme em exame direto corado com
Gram, Giemsa, Panotipo (FIGURA 4) ou Azul de Metileno, é mais facilmente observada,
especialmente nas lesbes ulceradas em gatos, pelo grande numero de células fangicas. Nos
humanos e em outras espécies animais, bem como em lesGes ndo ulceradas, as leveduras séo
pouco ou ndo encontradas.3330

O cultivo micolégico é fundamental para o diagndstico definitivo.* O material bioldgico
pode ser semeado em placas de Petri ou tubos de ensaio contendo um dos meios classicos
primarios como Sabouraud, Sabouraud com cloranfenicol, ou Sabouraud com cloranfenicol e
cicloheximida, e incubados por uma média de 15 dias em temperaturas de 25°c e 37°c.
(FIGURAS 5 e 6) Este processo tem a finalidade de visualizar a caracteristica dimdrfica do
agente e analisa-lo macro e micromorfologicamente.*®3!

O diagnostico presuntivo da micose é obtido através da anamnese, epidemiologia, sinais
clinicos e exame direto das lesdes.*

Para o diagndstico definitivo podem ser realizados outros exames, tais como: analise
histopatol6gica, inoculacdo em animais experimentais para retroisolamento do agente, teste
cutdneo com esporotriquina* A citologia das lesdes cutaneas € o meio mais comum de
diagndstico, devido as lesdes nos felinos conterem grande quantidade de micro-organismos, 0
que torna o diagndéstico razoavelmente facil. Os fungos podem ser vistos no meio intracelular, no
interior de macrofagos ou neutrofilos ou no meio extracelular.”

As lesBes de esporotricose se assemelham aquelas que ocorrem em outras dermatopatias
de cédes e gatos, como criptococose, leishmaniose, micobacteriose, neoplasias e piodermites,

sendo importante a realizagdo do diagndstico diferencial.*



Figura 4. Células leveduriformes em abundante quantidade em exame direto de lesdo ulcerada de

paciente felino.

[Fonte: Foto da propria autora de 1dmina. Laboratério de Micologia Veterinaria da
UFRGS].

Figura 5. Fase filamentosa em meio de Sabouraud evidenciando a pigmentacao escura associada

a producdo de melanina.

[Fonte: Cruz, LCH, 2013].



Figura 6. Cultura com colénia de coloragdo variando do branco ao bege, com superficie
enrugada.

[Fonte: Bernardes Filho, 2014].

2.3 Diagnostico Molecular

Das tecnologias diagndsticas atualmente disponiveis, os métodos baseados em Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) predominam, porque eles normalmente tém maior sensibilidade
e especificidade entre as espécies de Sporothrix em comparacéo aos testes fenotipicos.>>#"’

A primeira PCR para identificacdo de S. schenckii sensu lato foi descrita por Kano et al.
em 2001%* Mais recentemente, o0 mesmo ensaio foi usado para detectar DNA de S. schenckii de
38 cepas coletadas de diferentes areas do mundo, e de tecidos de bidpsias experimentalmente
infectados.” Os autores demonstraram que nested-PCR poderia identificar corretamente todas as
cepas e amostras clinicas de S. schenckii, corroborando os dados obtidos por Hu et al.?* de que o
ensaio nested-PCR ¢ altamente sensivel, especifico e rapido para o diagndstico de esporotricose
sob condicdes livres de contaminagdo.”

Poucos ensaios de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram descritos para a
deteccdo de Sporothrix em amostras de tecidos e eles ndo sdo empregados rotineiramente no
diagndstico de esporotricose. Um ensaio de PCR utilizando como alvo a quitina sintase 1 (CHS
1) foi realizado com sucesso para deteccdo rédpida e especifica de DNA de Sporothrix e

identificacdo em nivel de género a partir da biopsia cutdnea de gato com esporotricose.???



Marimon et al.*® descreveram, através de uma combinagéo de caracteristicas fenotipicas e
genéticas, quatro espécies relacionadas ao Complexo: S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei e S.
mexicana, identificando que a S. globosa tem distribuicdo mundial>3"4! quando S. mexicana é
restrita ao México e S. brasiliensis ao Brasil.*> Embora um caso de esporotricose humana por S.
mexicana tenha sido relatado em 2011 por Dias et al. em Portugal.*® A ferramenta molecular
proposta para diferenciar estas espécies intimamente relacionadas foi o sequenciamento parcial
do gene da calmodulina (CAL).

Apdbs a descricdo do complexo Sporothrix, tornou-se importante a busca de métodos
rapidos para identificacéo e tipagem de espécies. Oliveira et al.*® relataram uma impresséo digital
por PCR usando o primer universal T3B para distinguir as espécies do complexo Sporothrix. A
impressdo digital T3B gerou padrbes de bandeamento claramente distintos, permitindo a
identificacdo correta de todos os 35 isolados clinicos ao nivel da espécie, o que foi confirmado
por analises parciais da sequéncia do gene da CAL. No geral, houve uma concordancia de 100%
entre a identificacdo das espécies usando ambas as metodologias genotipicas.

A relevancia da identificacdo ao nivel da espécie foi sublinhada por estudos genéticos
que reconheceram diferencas de espécies por divergéncias nas associacdes de hospedeiros,
viruléncia e distribuicbes geograficas.’2>18

As espécies classicas, como S. Schenckii, sdo patdgenos cosmopolitas que seguem uma
rota ambiental de contaminacdo via inoculacdo traumatica de material vegetal contaminado em
decomposicdo.”> . No outro extremo, a ramificacdo clonal altamente virulenta, S. brasiliensis,
estd associada a infec¢bes em animais e transmissao zoondtica através de arranhdes profundos e
mordeduras de animais infectados,®®? bem como esta associada a apresentacdes clinicas mais
graves em humanos.2% Um exemplo de sua alta viruléncia é o caso de esporotricose 6ssea em um
paciente felino do Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, que ndo apresentava lesdo cutanea externa, mas aumento de volume no membro pélvico
esquerdo e lise 0ssea no exame radiogréafico, relatado em 2017. Apos cultura micologica com
crescimento de colbnias de Sporothrix spp. foi realizado extracdo de DNA de micélio aéreo para
PCR e sequenciamento, onde houve identificagdo do agente como S. Brasiliensis.”

A identificacdo de espécies de Sporothrix tem importantes implicaces na escolha da
terapia antifngica*>” em diferentes grupos de risco epidemioldgico.%® Tipicamente, S.

brasiliensis apresenta melhor resposta aos antifingicos in vitro*® e in vivo'®*?® enquanto S.
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schenkii, S. globosa e S. mexicana podem apresentar resposta pior*:#4. Identificacdes incorretas
podem ter impacto no resultado clinico.?>%” Sem tratamento adequado, a doenga pode evoluir
com manifestacBes gvaves em humanos e animais.

Recentemente, foi descrita a deteccdo e identificacdo de Sporothrix em nivel de espécie
utilizando sequéncias de genes de calmodulina especificas para espécies alvo de PCR, que foram
usadas em diferentes amostras de tecido e fezes de camundongos infectados
experimentalmente.>®

Os métodos de referéncia para reconhecimento de espécies sdo baseados em sequéncias
de DNA abrigadas em locos gendmicos que codificam proteinas, como calmodulina’>%%4° e beta-

tubulina, 83915

3. TRANSMISSAO

A esporotricose do gato doméstico apresenta algumas caracteristicas diferentes daquela
observada em outras espécies, a mais importante € a grande quantidade de células leveduriformes
nas lesbes da pele. Essa superpopulacdo de fungos potencializa a capacidade infectante das

lesBes, quer a0 homem, quer a outros animais.>

3.1 Felinos

A transmissdo da doenca se da através da inoculacdo de conidios do S. schenckii
diretamente na pele, através de traumatismos ou contaminagdo de ferimentos com vegetais
contaminados com o fungo ou pelo contato da pele lesada com os conidios.®

Esta forma de transmissdo é facilitada pelo comportamento da espécie felina, cujos
adultos saem durante a noite em busca de caca ou em funcdo dos rituais reprodutivos, quando a
fémea no cio costuma atrair os machos que irdo disputa-la através de brigas, e nessas ocasides,
animais portadores de lesdes ulcerativas poderdo transmitir a esporotricose através do contato
com a superficie ulcerada, ou através de ferimentos produzidos por mordedura ou arranhaduras
de gatos doentes.!! As lesdes situam-se, preferencialmente, na regido cefalica, nos membros e

cauda.®?
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3.2 Zoonotica

A potencialidade zoonotica da esporotricose felina passou a ser reconhecida a partir da
década de 80 quando a doenca em seres humanos foi pela primeira vez associada ao contato com
gatos infectados.>

Existe atualmente um aumento do contato dos animais de estimagcdo com seus
proprietarios, sendo que o felino doméstico tem ocupado um lugar de destaque como animal de
companhia,® fator que torna o gato o principal transmissor da doenca.* Dessa forma, crescente
também é o nOimero de casos com possivel envolvimento dermatozoondtico, que adquire
importancia ainda maior em individuos imunocomprometidos.®

Gatos acometidos de esporotricose constituem um importante reservatério da doenca
tendo o fungo sido isolado a partir de 100% das lesdes cutaneas, 66,2% das cavidades nasais,
41,8% das cavidades orais e 39,5% das unhas destes animais. Em estudos recentes foi
comprovada a existéncia de semelhanca genética entre as cepas de S. schenckii isoladas de gatos
e as obtidas de seus donos com a micose.>

O numero de casos zoonoticos com envolvimento de felinos tem aumentado nos ultimos
dez anos, por esse motivo deve se destacar o papel epidemiolégico dos felinos domésticos,
devido ao héabito de cavar buracos, para cobrirem seus dejetos com terra, afiar as unhas em
arvores e arranharem-se entre si, principalmente machos néo castrados e com livre acesso a rua.*

A transmissdo da esporotricose felina ao homem ocorre através de mordeduras e
arranhaduras de gatos doentes, ou ainda pelo contato da pele ou mucosa com as secrecdes das
lesbes. Na maioria das vezes a enfermidade evolui como infeccdo benigna, limitada a pele e ao
tecido subcutaneo (FIGURA 7), mas em raras ocasides pode se disseminar, acometendo 0S 0SS0S
e 6rgaos internos.*®

Em trabalho publicado em 2008, Schubah, Barros e Wanke®* registraram que no periodo
de 1998 a 2004 foram diagnosticados no laboratorio de Micologia Médica da Fiocruz, 759 casos
de esporotricose em humanos, 64 em cées e 1503 em gatos. Deste total de casos, 85% dos caes e
83,4% dos pacientes humanos, tiveram contato com gatos com esporotricose. Deve-se salientar
que 55,8% dos pacientes humanos relataram que foram mordidos ou arranhados por gatos

portadores desta micose.%*



Figura 7. Ulceras no segundo dedo da méo direita e na
face do gato da paciente.

[Fonte: Bernardes Filho, 2014].
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4., CONCLUSAO

As espécies de Sporothrix pertencem ao denominado Complexo Sporothrix, que é
composto por seis espécies cripticas. A diferenciacdo entre elas é possivel através de técnicas de
diagnostico molecular, como PCR com primers do Complexo e primers espécie-especificos,
sendo que hoje ja existe um banco de dados com a descri¢do destes iniciadores especificos para
cada uma das seis espécies. Através dessas técnicas foi possivel identificar, no Brasil, maior
prevaléncia da espécie S. brasiliensis em relagdo as demais, e a S. schenckii como a segunda mais
prevalente. A S. brasiliensis também foi caracterizada por, aparentemente, provocar lesées mais
severas, sendo assim sua identificacdo de fundamental relevancia para a definicdo do tratamento
adequado e prognostico para cada paciente, seja felino ou humano. As técnicas moleculares
também permitiram a identificacdo e limitacdo de espécies em determinadas regides do mundo,
como por exemplo, a S. brasiliensis que foi identificada somente no Brasil, e a S. mexicana que,
além do Meéxico, teve apenas um relato em outro pais. O conhecimento das caracteristicas
morfologicas, fisiologicas e moleculares das novas espécies do Complexo Sporothrix é de
fundamental importancia para conhecer a epidemiologia de cada espécie criptica, preparar planos
de prevencdo e controle da doenga, evitando e contendo grandes endemias dessa enfermidade que

tem crescido em grande escala em determinadas regides no Brasil.
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