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RESUMO

A esporotricose ¢ uma infec¢do subaguda ou cronica causada por fungos pertencentes ao

Complexo Sporothrix. Relato do caso: esporotricose de localizagdo nasal foi tratada com
iodeto de potassio e como ndo se obteve sucesso, reiniciou-se o tratamento com associagao
de iodeto de potassio e itraconazol. Porém, ocorreu nova recidiva. As culturas dos exames
micologicos foram submetidas a ensaios de atividade antifingica in vitro para auxiliar no
tratamento. A terbinafina foi o antiflingico que apresentou melhores resultados, por isso o
tratamento foi reiniciado com este antifungico e ap6s dois anos do término do mesmo nao
recidivou. Adicionalmente, ambas as culturas foram comparadas por RAPD, obtendo
padrdes de fragmentos distintos, indicando que os isolados sdo diferentes ou demonstrando

um processo microevolutivo do microrganismo.

Palavras-chave: Sporothrix, esporotricose, teste de sensibilidade microbiana, antimicéticos,

micoses.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subacute or chronic infection caused by fungi belonging to the
Sporothrix Complex. Case report: Nasal sporotrichosis was treated with potassium iodide
but, as no success was obtained, the treatment was replaced with a combination of
potassium iodide and itraconazole. However, there was another recurrence. The
mycological cultures were tested for in vitro antifungal activity to assist in the
treatment. As terbinafine proved to be highly effective, it was used for the rest of the
treatment period, without any recurrence after two years of completion. Additionally, both
cultures were compared using RAPD, and different band patterns were observed, indicating

that the isolates are different, or showing the microevolutionary process of this fungus.

Keywords: Sporothrix, sporotrichosis, microbial sensitivity tests, antifungal agents,

mycoses.
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INTRODUCAO

Esporotricose ¢ uma infeccao subaguda ou cronica causada por fungos pertencentes
ao Complexo Sporothrix: S. schenckii, S. brasiliensis, S. mexicana, S. globosa e S.
albicans." A esporotricose apresenta distribui¢do geografica universal, predominando nas
zonas tropicais e temperadas, sendo a micose subcutanea de maior incidéncia no estado do
Rio Grande do Sul.> A infec¢do geralmente ocorre devido a inoculagdo traumatica do fungo
na pele ou nos tecidos subcutaneos, podendo limitar-se ao ponto de inoculag¢do ou atingir o
sistema linfatico regional ou, ainda, disseminar-se pela corrente sanguinea causando
infeccdo sistémica. J& a esporotricose extracutanea ¢ uma condi¢do rara que afeta, quase
que exclusivamente, pacientes imunocomprometidos.’

O tratamento de escolha da esporotricose enquanto lesdo cutanea ¢ a quimioterapia
sistémica com iodeto de potassio.* Nas formas cutineas disseminadas, linfocutineas
recidivantes e extracutaneas, a anfotericina B ¢ o firmaco mais efetivo. Porém, a frequéncia
de intolerancia ao iodo e a alta toxicidade da anfotericina B, muitas vezes, representam
fatores que limitam o seu uso.” Nas ultimas décadas, aumentou o emprego de derivados
azolicos, dentre eles cetoconazol, itraconazol e fluconazol como alternativa terapéutica aos
esquemas classicos, sendo o itraconazol o mais efetivo deles.® Por outro lado, a terbinafina,
em virtude da sua elevada atividade in vitro e in vivo esta sendo utilizada para diversas
infecgdes fungicas. No entanto, a experiéncia clinica da terbinafina no tratamento da
esporotricose ainda € restrita.’

Neste trabalho, relatamos um caso de esporotricose nasal localizada em que as

amostras isoladas no exame micoldgico cultural foram submetidas a ensaios de atividade



antifingica in vitro para auxiliar no tratamento. Adicionalmente, foram utilizados

marcadores moleculares para realizar analise comparativa entre os isolados.

RELATO DO CASO

Uma paciente de 65 anos, diabética, artesa, procurou assisténcia médica no Servigo
de Dermatologia do Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil, em agosto de 2006, apresentando lesdo nodular nasal apos ter sido submetida a
cauterizacdo de um poélipo nasal. O resultado do exame andtomo-patoldgico indicou uma
inflamacao cronica ulcerada com tecido de granulagdo, nao havendo presenca de estruturas
fungicas. Quatro dias apds, foi realizada uma bidpsia do local, sendo que parte do material
foi submetido a exame micoldgico cultural, com cultivo em meio Agar Sabouraud e
incubado a 25°C por sete dias. Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo fenotipica
segundo Marimon et al. (2007)', na qual foi identificado o fungo patogénico Sporothrix
schenckii. O tratamento inicial foi realizado com vinte gotas de iodeto de potassio (KI) trés
vezes ao dia durante trés meses. Apds este periodo, a lesdo apresentava-se curada e o
tratamento foi suspenso. No entanto, quatro meses depois, a paciente apresentou novamente
a lesdo, a qual submetida a exame micologico, o patéogeno foi identificado como sendo
Sporothrix spp. Um novo tratamento foi realizado com KI (25 gotas, 3 vezes/dia) associado
a itraconazol (200 mg/dia) durante 11 meses e apods este periodo, a lesdo apresentava
aspecto de curada. A paciente retornou ao Servigo dois meses apds o término do tratamento
com uma nova recidiva. Um novo exame micoldgico seguido pela caracterizagao fenotipica
confirmou a presenga de Sporothrix schenckii. Devido a dificuldade de cura da doenga, um

teste de atividade antifungica foi requerido, o qual seguiu o protocolo M38-A2 do Clinical



and Laboratory Standards Institute (CLSI)*. Foram utilizados os dois isolados obtidos, um
antes de qualquer tratamento (primeiro) e um apo6s os dois tratamentos sem Sucesso
(segundo). Os antifungicos avaliados foram itraconazol, cetoconazol, fluconazol e
terbinafina, nas concentragdes entre 0,25 e 128 pg/mL para o fluconazol, 0,01 ¢ 8 ug/mL
para a terbinafina e 0,03 e 16 ug/mL para itraconazol e cetoconazol. Foram incluidos
nesses ensaios um controle livre de antifingico (controle de crescimento) € um controle
livre de microrganismo (controle de esterilidade). A determinacdo da concentragdo
inibitoria minima (CIM) foi realizada visualmente por comparacdo com o controle de
crescimento. A CIM foi definida como a menor concentracdo de farmaco capaz de inibir
totalmente o crescimento flingico para itraconazol e terbinafina e 50% do crescimento para
fluconazol e cetoconazol. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Os perfis de atividade antifingica in vitro para os dois isolados de S. schenckii estdo
representados na Tabela 1. O primeiro isolado apresentou maior sensibilidade aos
antifingicos do que o segundo, porém ambos mostraram-se mais sensiveis a terbinafina.
Por isso, este medicamento foi escolhido para reiniciar o tratamento da paciente com
dosagem de 500 mg/dia durante cinco meses. Ap6s dois anos do término do tratamento ndo
ocorreram recidivas.

Adicionalmente, o DNA dos isolados foi extraido pelo kit de extragdo Power Soil
DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories) e entdo submetido a Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) utilizando os primers OPG-10, OPG-14 ¢ OPG-19 (Prodimol
Biotecnologia SA, Brasil) sendo os componentes e condigdes de amplificacdo de acordo
com Landell et al.’. Os padrdes polimorficos amplificados foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1% a 60 V por 90 minutos com posterior visualizacdo em transluminador

sob luz ultravioleta. Os dois isolados apresentaram padrdes de fragmentos diferentes



quando utilizado o primer OPG-10. No entanto, usando o primer OPG-19 observaram-se
duas bandas de mesmo peso molecular. J& com OPG-14 nenhum fragmento foi visualizado

(Figura 1).

DISCUSSAO

As infecgdes fungicas sdo uma das condi¢des dermatologicas mais comuns que
afetam a populagdo geriatrica'®, sendo varios os fatores que contribuem para o aumento da
prevaléncia destas doencas em idosos, incluindo a diminuicdo da fungdo de barreira da
pele, a redugcdo da capacidade funcional das células do sistema imune e doengas que
reduzem a cicatriza¢do, como diabetes."

Na derme, e as vezes, no tecido subcutaneo, S. schenckii provoca nddulos
esporotricoticos que podem ser confundidos com neoplasias.> A origem da esporotricose
neste relato pode estar relacionada a este fato ou ser conseqiiéncia de uma contaminagdo
apos a cauterizacao do pdlipo nasal apresentado pela paciente, ja que a mesma deixaria uma
porta de entrada para o fungo.

A auséncia de estruturas fingicas no exame anatomo-patoldgico, como ocorreu neste
caso, se da devido as leveduras de S. schenckii serem geralmente escassas e de dificil
visualizacdo, por isso raramente sdo encontradas no exame direto, sendo necessario o
cultivo do isolado para diagnosticar a doenga.’ Além disso, 0 exame micoldgico cultural foi
requerido porque a presenca de nddulos que tendem a ulceragdo ¢ comum para as chamadas
micoses gomosas, que sdo causadas principalmente por S. schenckii e, com menor

freqiiéncia, por outras espécies de fungos como Aspergillus spp.’



Os isolados analisados apresentaram perfil de sensibilidade aos antifingicos semelhante
ao estudo de Marimon ef al."?, sendo mais sensiveis a terbinafina, seguido pelo cetoconazol
e itraconazol. Além disso, apresentaram resisténcia para o fluconazol, assim como ja
relatado por outros autores.”'*!'* O insucesso da terapéutica com itraconazol pode dever-se
a resisténcia adquirida pelo microrganismo ao medicamento apos o tratamento com este
antifingico® e/ou até a reducdo da producdo de suco gastrico, que ocorre frequentemente
em idosos, diminuindo a biodisponibilidade do medicamento e assim, ndo atingindo a
concentracdo sérica necessaria para combater o fungo. Assim, a terbinafina apresenta-se
como antifingico preferencial para utilizagdo em idosos em comparagao com o itraconazol,
pois a terbinafina nao sofre influéncia do pH géstrico além de apresentar menos interagdes
com outros medicamentos. "

A diferenga de perfil genotipico observada remete a duas hipoteses: a primeira que os
dois isolados sdo diferentes, indicando que a infeccdo fungica teria sido curada apds os
tratamentos e ocorrido uma nova contamina¢do. Porém, esta hipotese parece ser pouco
provavel. Observando o perfil genotipico obtido pelos trés primers, apenas com um deles,
OPG-10, obteve-se pequenas diferengas, o que nos leva a sugerir outra hipdtese mais
provavel: que o fungo teria sofrido um processo microevolutivo, ocorrendo mutagdes que
levaram a redug¢do da sensibilidade aos antifingicos. A microevolucdo é um fator
importante durante a coloniza¢do do hospedeiro.”” Estas mutagdes podem ter ocorrido
durante os tratamentos, pois o intervalo de tempo entre a primeira € a segunda coleta foi de
22 meses. Entretanto, para elucidar esta questdo seria necessario realizar RAPD com vérios
outros primers ou sequenciar regioes hipervariaveis no DNA dos isolados.

Ha poucos relatos da correlacdo entre a suscetibilidade in vitro e a resposta terapéutica

no tratamento da esporotricose.” Neste caso, o ensaio de sensibilidade a antifungicos foi



muito importante na escolha do antifingico adequado, mostrando a terbinafina como uma

alternativa para o tratamento da esporotricose.
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ANEXO 1:

Tabela 1: Perfil de sensibilidade a antifingicos para os dois isolados de S. schenckii

Antifiingicos CIM (pg/mL)

1° isolado 2° isolado
Itraconazol 0,25 16,0
Cetoconazol 0,25 2,0
Fluconazol 32,0 64,0
Terbinafina 0,03 0,12

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima

Figura 1: Fragmentos de DNA obtidos por RAPD. Marcador de peso molecular Ladder (M);
primeiro e segundo isolados amplificados com OPG-10; primeiro ¢ segundo com OPG-14;

primeiro e segundo com OPG-19.



ANEXO 2:

Normas da revista Anais Brasileiros de Dermatologia

Desenvolvimento, elementos essenciais

Encaminhar os originais por meio do sistema de submissdo online, de acordo com as
indicagdes do mesmo. A fonte a ser utilizada devera ser Times New Roman, tamanho 12,
com espago duplo.

Optar pela secdo a que se destina o manuscrito e verificar, na pagina de rosto, o titulo
completo do artigo (no idioma original e em inglés), o(s) nome(s) do(s) autor(es), por
extenso e abreviado(s), seus titulos académicos maximos, o nome da instituicdo e o local
em que o trabalho foi realizado, a instituicdo a que estd/estdo vinculado(s) e suas
respectivas funcdes, o endereco completo do autor principal, seus telefones, e-mail,
eventual suporte financeiro e conflitos de interesse. Informar ainda, em declaragdo assinada
pelo autor principal, a participagdo especifica de cada autor na execucdo do trabalho,
quando solicitado pelo Conselho Editorial, para as se¢des de Investigacdo e Revisdo (ver
adiante "Critérios de autoria").

Ao final do Resumo e do Abstract, indicar, no minimo, trés e, no maximo, dez descritores
(palavras-chave), em portugués e em inglés, que identifiquem os assuntos tratados no texto
e que estejam incluidos na publicagdo da Bireme "Descritores em Ciéncias da Satde"
(DeCS), disponivel no enderego http:/decs.bvs.br, ou no Medical Subject Headings
(MeSH), do Index Medicus, disponivel no endereco www.nlm.nih.gov/mesh

Critérios de autoria

A inclusdao como autor subentende substancial contribui¢dao intelectual na elaboragao do
trabalho, que compreende a participagdo na concepgdo e no planejamento do estudo; na
obtencdo, analise e interpretacao dos dados; na redagdo ou revisdo critica do manuscrito; e
na aprovacao de sua versao final. Outras participagdes, como obtencdo de financiamento,
simples coleta e catalogagdo de dados, auxilio técnico na execugdo de rotinas,
encaminhamento de pacientes, interpretagdo de exames de rotina e chefia de servico ou
departamento que nao seja diretamente envolvida no estudo, ndo constituem critérios para
autoria. Entretanto, caso tenham contribuido substancialmente para o estudo, merecerdo
citacdo nos "Agradecimentos", ao final do texto, para o que serd preciso autorizagao escrita
dos responsaveis.

Os Anais consideram aceitavel o limite maximo de seis autores para artigos de qualquer das
secoes. Entretanto, poderdo admitir, em carater excepcional, maior nimero de autores em
trabalhos de maior complexidade, que deverdo ser acompanhados de justificativa
convincente da participagdo excedente, nos casos de artigos de Investigacao e Revisao.
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da URL.

Esté disponivel também uma lista completa de exemplos de citacdes bibliograficas (requer
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ILUSTRACOES

As ilustragcdes compreendem quadros, tabelas, graficos e figuras, justificando-se sua
inclusdo apenas quando servirem, efetivamente, para complementar as informagdes do
texto ou simplificar sua compreensdo. Por esse motivo, serdo aceitas somente até o limite
determinado para o tipo de artigo, salvo melhor juizo da Equipe Editorial.

Referir as ilustragdes no texto e numera-las em algarismos arabicos, em sequéncia propria
para cada tipo, conforme a ordem de entrada.

Anexar todas as ilustragdes no campo especifico para tal que ha no sistema de submissao.
Nao serao aceitos trabalhos com ilustragdes introduzidas no corpo do texto.

Inserir imagens digitalizadas sob a forma de arquivos nos formatos com extensdo ".jpg" e
resolucdo minima de 300 dpi.

(] Quadros, Tabelas e Graficos

Os quadros servem para a apresentagdao tabular de informagdes textuais, sem empregar
dados estatisticos, ao contrario das tabelas, que tém por objetivo a apresentacdo de
resultados numéricos e valores comparativos, permitindo avaliacdo estatistica. Nos
graficos, os dados sdo apresentados sob a forma de desenho, preferencialmente, como
diagramas de barras ou circulares.

Quadros, tabelas e graficos devem ter titulo sucinto e claro, com explicacdes, se
necessarias, como notas de rodapé.

Se, nos quadros e nas tabelas, se usarem dados de outra fonte, publicados ou ndo, serd
necessario obter permissdo e informar o autor, a data e a localizagdo dos dados.


http://www.adobe.com.br/products/acrobat/readstep2.html
http://www.anaisdedermatologia.org.br/download_file.aspx?TargetFile=instrucoes/sbd_anais_ref.pdf

1 Figuras

Figuras compreendem as demais formas de ilustracdo, principalmente, fotografias e
microfotografias. Anexar as fotos na extensao ".jpg" e especificar e identificar as legendas
com a respectiva numeracao.

Se uma figura ja tiver sido publicada, mencionar a fonte original e enviar permissdo por
escrito do detentor dos direitos autorais para a sua reproducdo. Documentos de dominio
publico constituem excecao.

Para usar fotografias de pacientes, a identidade destes devera ser resguardada; do contrario,
sera preciso anexar-lhes permissdo, por escrito, para divulgacao (ver Prote¢ao aos direitos e
privacidade dos pacientes).

Protecao dos Direitos e Privacidade dos Pacientes que Participam de Pesquisas

Informagdes que possam identificar participante de pesquisa ou relato de caso clinico nao
devem ser publicadas sob a forma de descri¢des, fotografias ou genealogias, a menos que a
informacao seja essencial para os propositos cientificos € o paciente ou seu responsavel dé
permissao, por escrito, para a publicacao.

O consentimento, por escrito, para esses propdsitos exige que se mostre ao paciente ou
responsavel o manuscrito a ser publicado. Na publicagdo devera constar que se obteve a
autorizacao.

Na busca do anonimato, nunca alterar nem falsificar os dados do paciente. Omitir os
detalhes que sirvam para identificar as pessoas, caso nao sejam essenciais.

Nao usar o nome do paciente, suas iniciais ou registro que lhe tiver sido conferido no
hospital, especialmente, no material ilustrativo.

Quando se tratar de experimentacdo com animais, informar se foram seguidas as
recomendacodes da instituicao sobre cuidado e utilizacdo de animais de laboratorio.

Unidades de Medidas e Abreviacoes

Abreviacdes ndo sdo permitidas no Titulo nem recomenddveis no Resumo, exceto em
situagdes excepcionais. O termo completo devera preceder a abreviatura, quando esta for
utilizada pela primeira vez no texto.

Todas as medidas devem estar de acordo com o Sistema Internacional de Medidas (SI),
encontradas no portal http://physics.nist.gov/cuu/Units/units.html Informar as temperaturas
em graus Celsius (°C) e a pressao arterial em milimetros de merctrio (mmHg).



http://physics.nist.gov/cuu/Units/units.html

Conteudo

Redigir o original para publicacdo nos Anais Brasileiros de Dermatologia em portugués ou
espanhol, conforme o idioma de origem do autor principal, ou em inglés, no caso de autores
com outros idiomas, e enquadra-lo em uma das diferentes seg¢oes da revista:

» CASO CLINICO

Relatar um ou mais casos com justificada razao para publicacdo (raridade, aspectos
inusitados, evolugdes atipicas, inovacdes diagnosticas e terapéuticas, entre outras). O texto
nao deve exceder 1.500 palavras, excluidas ilustracdes e referéncias. Sao permitidas, no
maximo, seis ilustragdes e 15 referéncias bibliograficas. Os seguintes topicos devem ser
contemplados:

1. Resumo, no idioma original e em inglés, com no maximo 120 palavras;
2. Introdugao;

3. Relato do(s) caso(s);

4. Discussio;

5. Referéncias.



