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RESUMO

A esporotricose ¢ uma zoonose negligenciada de distribui¢do mundial, que afeta pele e
mucosas e pode evoluir para forma sistémica. A doenga ¢ causada por fungos saprobios
do género Sporothrix. A micose acomete espécies animais € humanos, sendo uma
zoonose de grande importancia para a saude unica. A esporotricose esta difundida em
todo o pais, sendo a maior parte dos casos concentrados na regido Sul e Sudeste do Brasil.
Um aumento de casos de esporotricose animal foi descrito em Minas Gerais. Em Belo
Horizonte, mais precisamente na regido do Barreiro, iniciou-se um surto de casos em
felinos € humanos em 2015. Desde entdo, um aumento de casos em caninos foi
observado. Dessa forma, este estudo realizou a identificagdo molecular de 15 isolados
caninos provenientes de Belo Horizonte e regido metropolitana, a analise filogenética
desses isolados, com alvo no gene da Calmodulina (CAL) e Fator de Alongamento de
Tradug¢do 1 Alfa (EFla), bem como avaliou também o perfil de suscetibilidade
antifingica através da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para Itraconazol e
Anfotericina B dos isolados caninos. Todos os isolados analisados sdao da espécie
Sporothrix brasiliensis, sendo um deles resistente ao itraconazol e o outro a anfotericina
B. As analises filogenéticas evidenciaram duas arvores filogenéticas, com a formagao de
um grande clado monofilético para S. brasiliensis para ambos os genes analisados.
Ademais, as redes de haplotipos formadas trouxeram novos dados moleculares sobre a
esporotricose canina, como a hipotese de que ndo ha uma estruturacdo por hospedeiro,
reforgcando o aspecto da expansdo clonal de S. brasiliensis e também o fato de que a
mesma espécie do fungo circula entre cdes e gatos. O estudo também descreve dois casos
de esporotricose humana que comprovaram a transmissao zoondtica envolvendo caes, um
deles a partir da mordedura e outro por contato com secre¢ao de lesdes. Dessa forma, os
dados da dissertacdo demonstram que o cdo, que antes era visto como um hospedeiro
acidental, assume um novo papel no ciclo epidemioldgico da esporotricose. Além disso,
o estudo € pioneiro em apresentar novos dados sobre a doencga, exclusivamente em caes

de Belo Horizonte, Minas Gerais.

Palavras-chave: Sporothrix brasiliensis, cao, filogenia, saide publica, epidemiologia.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a neglected zoonosis with worldwide distribution, which affects the skin
and mucous membranes and can evolve into a systemic form. The disease is caused by
saprobic fungi of the genus Sporothrix. Mycosis affects animal and human species, being
a zoonosis of great importance for unique health. Sporotrichosis is widespread throughout
the country, with most cases concentrated in the South and Southeast regions of Brazil.
An increase in cases of animal sporotrichosis has been described in Minas Gerais. In Belo
Horizonte, more precisely in the Barreiro region, an outbreak of cases in felines and
humans began in 2015. Since then, an increase in cases of canines has been observed.
This study carried out the molecular identification of 15 isolated canines from Belo
Horizonte and metropolitan region, the phylogenetic analysis of these isolates, targeting
the Calmodulin gene (CAL) and Translation Elongation Factor 1 Alpha (EFla), as well
as evaluating the antifungal susceptibility profile through the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) for Itraconazole and Amphotericin B of the canine isolates. All
isolates analyzed are of the Sporothrix brasiliensis species, one of which is resistant to
itraconazole and the other to amphotericin B. Phylogenetic analyses showed two
phylogenetic trees, with the formation of a large monophyletic clade for S. brasiliensis
for both analyzed genes. In addition, the haplotype networks formed brought new
molecular data on canine sporotrichosis, such as the hypothesis that there is no structure
per host, reinforcing the aspect of clonal expansion of S. brasiliensis and also the fact that
the same species of fungus circulates between dogs and cats. The study also describes
two cases of human sporotrichosis that prove zoonotic transmission involving dogs, one
from the bite and the other from contact with lesions. Thus, the dissertation data
demonstrated that the dog, which was previously seen as an accidental host, assumes a
new role in the epidemiological cycle of sporotrichosis. Furthermore, the study is a
pioneer in presenting new data on the disease, exclusively in dogs from Belo Horizonte,

Minas Gerais.

Keywords: Sporothrix brasiliensis, dog, phylogeny, public health, epidemiology.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea com distribui¢do mundial e endémica
na América Latina. E uma doenca negligenciada que afeta pele e mucosas e em alguns
casos, pode evoluir para forma sistémica e afetar pulmdes, 0ssos e sistema nervoso
(BAZZI et al., 2016; GREMIAO et al., 2014; PEREIRA ef al., 2014; RODRIGUES et
al., 2020). O namero de casos de esporotricose pelo mundo ainda ¢ subestimado,
principalmente pelo fato de muitos paises ndo exigirem notificagdo da doenca
(CHAKRABARTTI et al., 2015). A micose esta difundida em todo o Brasil, sendo a maior
parte dos casos concentrados na regido Sul e Sudeste e, mesmo a doenga sendo registrada
em varios estados do pais, ela ainda ndo ¢ objeto de vigilancia epidemiologica (PAIVA
et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020). Em Minas Gerais a doenca ¢ considerada
endémica com um grande nimero de casos em humanos e animais (LECCA et al., 2020;

OLIVEIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2018).

A transmissdo ocorre pela inoculagdo de forma traumatica do fungo presente no
solo ou plantas, diretamente na pele do hospedeiro (via sapronética) ou através de
mordeduras e arranhaduras de felinos infectados (via zoondtica). A esporotricose em
humanos tem se mostrado mais como uma doenga zoondtica do que como uma doenga
laboral, devido a grande proximidade com os gatos (OROFINO-COSTA et al., 2017,
RODRIGUES et al., 2022).

Apesar dos felinos serem a espécie doméstica mais acometida, tem se observado
nos ultimos anos um aumento no numero de casos da doenga em caninos (BOECHAT et
al., 2021). O diagndstico em caes € complexo, principalmente pela similaridade das lesdes
com sinais clinicos de outras patologias. Casos de esporotricose canina foram relatados
em alguns paises como Franga, Italia, Canada, Estados Unidos e no Brasil, que apresenta
o maior numero de relatos (VIANA et al., 2018). Entretanto acredita-se que o numero de
caes acometidos possa ser maior, principalmente onde ocorre surtos da doenga em gatos
que convivem no mesmo ambiente que caes (MADRID et al., 2012; MASCARENHAS
etal., 2018).

Sao descritas mais de 50 espécies do género Sporothrix spp. € cada espécie possui
caracteristicas genéticas diferentes que consequentemente, determinam manifestagdes
clinicas diversas em seus hospedeiros (CHAKRABARTI et al., 2015; BOECHAT et al.,

2022). Diante disso, a identificacdo precisa das diferentes espécies causadoras da
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esporotricose € essencial, uma vez que traz implicacdes diretas sobre a abordagem clinica

e terapéutica da doenca.

O tratamento da esporotricose em animais consiste no uso sistémico de antifiangicos,
sendo o itraconazol (ITZ) o mais utilizados para tratar caes e gatos (BOECHAT et al.,
2021). A terapia implica em um longo periodo de medicagdo e ainda envolve uma série
de fatores que podem influenciar na cura do paciente. A resisténcia aos antifungicos,
relacionada com os fatores de viruléncia de espécies do género Sporothrix, a dificuldade
do tutor em medicar o animal e o adoecimento de humanos no domicilio do animal,
impactam diretamente no tratamento dos pacientes, além de favorecem o abandono do
tratamento e até mesmo o abandono dos animais acometidos (GREMIAO, 2010;

GREMIAO et al., 2021).

Ainda s3o escassos estudos e dados disponiveis na literatura que descrevam casos de
esporotricose canina e que cheguem a um diagnostico definitivo com identificacdo
molecular da espécie fingica envolvida, principalmente no municipio de Belo Horizonte.
Neste sentido, ¢ relevante realizar-se a identificagdo molecular, bem como determinar as
relacdes filogenéticas e a suscetibilidade a antifungicos de isolados de Sporothrix spp.
que circulam em caninos na cidade de Belo Horizonte e regido metropolitana, locais com
elevado niimero de casos humanos e animais. Os dados moleculares contribuirdo para
buscar padrdes de variagdes dentro das espécies estudadas, encontrando novos padrdes
genéticos do fungo, contribuindo para o estudo da esporotricose canina, bem como a
avaliacdo do perfil de suscetibilidade dos isolados clinicos que contribuirdo em

protocolos terapéuticos clinicos mais eficientes.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo molecular, filogenética e o perfil de suscetibilidade
antifungica de isolados de Sporothrix spp. provenientes de caninos do municipio de Belo
Horizonte e regido metropolitana, bem como relatar casos de esporotricose canina e

transmissao zoondtica do fungo pelos caes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os dados epidemiologicos de caninos com esporotricose.

e Identificar molecularmente a espécie de Sporothrix envolvida nos casos de
esporotricose canina.

e Realizar o sequenciamento de DNA dos isolados clinicos de Sporothrix spp.
obtidos da espécie canina.

e Verificar as relagdes filogenéticas dos isolados de Sporothrix spp. oriundos de
caninos do municipio de Belo Horizonte e regido metropolitana com isolados de outras
regides do Brasil.

e Verificar a suscetibilidade in vitro dos isolados clinicos de Sporothrix spp. de
origem canina frente a Itraconazol e a Anfotericina B.

e Relatar dois casos de esporotricose zoonotica a partir do contato com caes
infectados ou com doenca clinica.

e Propor a elaboracdo de materiais para os clinicos veterinarios e profissionais do
servico publico (agentes de combate a endemias e veterinarios do servigo publico) sobre
as principais caracteristicas da esporotricose canina, diagndstico, tratamento e coinfec¢ao

com a leishmaniose visceral.
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3. CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTORICO E CLASSIFICACAO DA DOENCA

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea de distribuicdo mundial, com relatos
que se iniciam no ano de 1898. A primeira descri¢do da infec¢do foi feita por Benjamin
R. Schenck, nos Estados Unidos, em um paciente que apresentava lesdes nos dedos. O
fungo foi isolado por Schenck e enviado ao micologista Erwin Smith que o classificou
como uma espécie pertencente ao género Sporotrichum. Somente com 0s avangos nos
estudos e relatos subsequentes, o fungo foi denominado Sporothrix schenckii por Hektoen
e Perkins, em homenagem ao autor do primeiro relato e descrigdo do patdgeno

(HEKTOEN; PERKINS, 1900; DE BEER et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020).

Hektoen e Perkins (1900) seguiram com estudos para compreender melhor o
microrganismo que causava lesdes e apresentacdes clinicas que eram similares as que
Benjamin R. Schenck descreveu em seus relatos. Dessa forma caracterizaram o fungo e
propuseram o nome de Sporothrix schenckii. Entretanto, pesquisadores da época
relutaram em utilizar a nomenclatura proposta por Hektoen e Perkins e durante algum
tempo continuaram utilizando Sporothrichum schenckii (HEKTOEN; PERKINS, 1900;
DE BEER et al., 2016; BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017).

Com o passar dos anos, casos da doenca comecaram a surgir em outros
continentes, tornado a esporotricose uma doenga de distribuicdo mundial (ARAM;
O’DONNELL, 1986; DE LIMA BARROS ef al., 2011). Pjiper e Pullinger em 1927,
relataram um surto esporotricose na Africa do Sul, onde 14 trabalhadores de uma mina
foram acometidos com a doenga. Os pacientes envolvidos no incidente na mina,
apresentavam lesdes nos ombros e bragos, sendo que alguns apresentavam nodulos pelas
cadeias linfaticas, principalmente em bracos e pernas, alguns eram ulcerados e
apresentavam descarga purulenta (DANGERFIELD; GEAR, 1941; BONIFAZ;
TIRADO-SANCHEZ, 2017).

A esporotricose ficou conhecida durante muito tempo como “micose das roseiras”
ou “doenca do jardineiro” devido a casos descritos da doenca nos Estados Unidos, sempre
relacionados a acidentes com lascas de madeiras, espinhos, galhos ou folhas que

causavam lesdes nos trabalhadores do campo, jardineiros, lenhadores, dentre outros

19



(OROFINO-COSTA etal.,2017). O que a maioria dos relatos da esporotricose possuiam
em comum, era a forma de contdgio, que se dava por acidentes de trabalho envolvendo
materiais ou objetos que estavam presentes no ambiente, como plantas, ferramentas,
madeiras ou objetos metalicos, resultando na inoculagao traumatica do fungo na pele do

hospedeiro, o que reforcava o carater sapronético e laboral da doenca (HEKTOEN;

PERKINS, 1900; ARAM; O’'DONNELL, 1986; DE LIMA BARROS et al., 2011).

Em animais a doenga foi descrita pela primeira vez no ano de 1907. O relato
pioneiro da esporotricose animal ocorreu no Brasil, acometendo ratos (Mus decumanus)
que viviam no sistema de esgoto de Sdo Paulo. Os pesquisadores Adolfo Lutz e Alfonso
Splendore, foram os responsaveis por esse relato e acrescentaram ainda em sua
descoberta, que a transmissdao de animal para animal ocorria através de mordidas (DE
LIMA BARROS et al, 2011; RODRIGUES et al.,, 2020). Ao longo dos anos
subsequentes, os casos da doenca cresceram e em 1952, houve o primeiro relato de
transmissdo zoonoética da doenca nos Estados Unidos causado por um felino. Mais
adiante, em 1955 em Sao Paulo, foi descrito o primeiro caso de transmissao animal-

humano, causado também por um gato (RODRIGUES et al., 2020).

No Brasil, os primeiros relatos da doenga em humanos foram em pacientes com
atividades profissionais que exigiam a manipulacdo do solo e vegetais potencialmente
contaminados com o fungo (BARROS et al., 2010). O primeiro relato de esporotricose
canina ocorreu no ano de 1957 em Santa Catarina (LONDERO et al., 1964). Assim, a
esporotricose seguiu com esse perfil de casos isolados ou surtos até que os casos
zoonoOticos aumentaram consideravelmente conferindo a doenga um perfil predominante
urbano, diferente dos antigos relatos. Em meados dos anos 90, a transmissdo zoonotica
assumiu destaque e levou regides do pais a quadros de epidemias, principalmente na
regido Sul e Sudeste do Brasil (BARROS et al., 2010). O crescente nimero de casos de
esporotricose felina e a transmissdo zoonoética caracterizou a doenga como uma zoonose
emergente no pais (POESTER et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020). A enfermidade
segue em expansao e € negligenciada, com um grande acometimento de humanos e
felinos, que apresentam as formas mais severas da doenca e contribuem para o aumento
da prevaléncia, principalmente nas 4reas urbanas da regido Sul e Sudeste

(MONTENEGRO et al., 2014).
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3.2 DIVERSIDADE DO GENERO Sporothrix E
CARACTERIZACAO DAS ESPECIES

Atualmente o género Sporothrix ¢ composto por 53 espécies, sendo Sporothrix
schenckii, Sporothrix brasiliensis e Sporothrix globosa as espécies de maior relevancia
clinica (BOECHAT et al., 2022). As espécies do género estdo inseridas no filo
Ascomycota, classe Pyrenomicetes, ordem Ophistomatales e familia Ophistomataceae

(CHAKRABARTI et al., 2015).

O fungo apresenta fatores de viruléncia que o auxilia a invadir os tecidos do
hospedeiro, evadir da resposta imune além de influenciarem na apresentacao clinica da
doenca (ALMEIDA-PAES et al., 2015). O maior fator de viruléncia do género Sporothrix
¢ a capacidade de produzir melaninas e deposita-las em sua parede celular. Elas podem
ser de 3 tipos: DHN-melanina, eumalanina e piomelanina. Essas melaninas proporcionam
ao fungo a capacidade de sobreviver a estresses ambientais e durante a infec¢do no
hospedeiro, protegendo o patdogeno da resposta imune do hospedeiro. Além disso a
melanina confere ao fungo a resisténcia a alguns antifingicos como os poliénicos e
equinocadinas (ALMEIDA-PAES et al., 2015; MARIO et al., 2016; CRUZ et al., 2018).
Isolados que produzem melanina tendem a ser mais patogénicos e causarem a doenga na
forma disseminada, além de suprimir a resposta imune do hospedeiro para facilitar a
infeccdo, reduzindo a fagocitose (MADRID et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013;
ETCHECOPAZ et al.,2021). A termotolerancia possui uma grande importancia uma vez
que permite o fungo suportar variagdes de temperatura e sobreviver durante o parasitismo.
Espécies como o S. brasiliensis conseguem sobreviver a temperaturas mais elevadas, o
que pode estar relacionado com a disseminacdo e formas mais graves da doenca

(ALMEIDA-PAES et al., 2015).

No ano de 1960 Dexter H. Howard demonstrou que o fungo apresentava uma
forma ambiental filamentosa e uma forma parasitaria leveduriforme, sendo que o fator
determinante para essa mudanca estava relacionado com a temperatura em que o fungo
se encontrava (HOWARD, 1961). O termodimorfismo ¢ uma caracteristica do género, o
que confere ao agente uma variagdo em sua morfologia conforme o meio e a temperatura
em que vive, sendo a forma filamentosa encontrada a temperatura de 25°C-28°C e a forma
de levedura a 36°C-37°C (Figura 1) (GREMIAO et al., 2014). A forma leveduriforme
esta relacionada com apresentagoes clinicas mais graves da doenca (RODRIGUES et al.,
2013).
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Figura 1: Caracteristicas morfolégicas de Sporothrix brasiliensis. A) Macroscopia da forma filamentosa
(melanotica) em meio PDA a 28°C B) Microscopia da forma filamentosa (hifas e conideos). Preparagéo
com azul de algoddo (Obj, 400X) C) Macroscopia de colonias leveduriformes em meio BHI a 37°C D)
Microscopia da forma leveduriforme de Sporothrix brasiliensis. Preparagdo com lactofenol (Obj. 400X).

Fonte: Acervo Pessoal.

Sporothrix schenckii era considerada a unica espécie causadora da esporotricose
até o ano de 2007, contudo, o avango nos estudos genéticos levaram a descobertas de
variagoes genéticas nos isolados do agente causador da esporotricose, o que caracterizou

novas espécies do fungo (MARIMON et al., 2007; BOECHAT et al., 2022).

Os isolados de Sporothrix spp. durante um periodo foram classificados em um
grupo, denominado “Complexo Sporothrix schenckii”’, uma vez que se acreditava ndo
haver diferenca significativa entre os fungos relacionados com a doenca. Com o
desenvolvimento de novos estudos, chegou-se a conclusao que as espécies com poder
patogénico apresentam inimeras variagdes genéticas, epidemiologicas, morfoldgicas e
fisiologicas (RODRIGUES et al., 2020; MORGADO et al., 2022). Os novos estudos
moleculares apresentaram novas espécies do patdgeno, com pelo menos oito espécies em
destaque: Sporothrix schenckii sensu stricto, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa,

Sporothrix luriei, Sporothrix palida, Sporothrix chilensis, Sporothrix humicola e
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Sporothrix mexicana (CHAKRABARTI et al., 2015; BAZZl et al., 2016; BOECHAT ET
al.,2022).

Marcadores moleculares baseados em loci gendmicos codificadores de proteinas,
sd0 o padrao ouro para caracterizagdo de espécies de Sporothrix spp., como exemplo, ha
a Calmodulina (CAL), Beta-tubulina e o Fator Alongamento de Tradu¢ao 1 Alfa (EFla)

dentre outros.

A CAL ¢ amplamente utilizada em estudos filogenéticos de espécies de
importancia clinica. Este gene esta presente no genoma de muitos microrganismos,
incluindo o Sporothrix sp., o que proporciona muitos estudos onde a CAL é um alvo,
gerando assim, um grande numero de sequéncias depositadas em bancos de dados de
acesso publico. O gene da CAL apresenta ainda, grande variagdo em regides ndo
codificadoras e pouca variagdo em regides codificadoras de proteinas, normalmente
substitui¢des sindnimas, preservando sua fun¢do original. Além disso, a CAL possui
varios sitios parcimoniosos bem conservados intra-especificamente, permitindo uma
melhor compreensao das variagdes que podem ocorrer dentro de isolados de uma mesma

espécie do fungo (MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013, 2015).

O EFla ¢ uma marcador que tem sido utilizado em conjunto com o gene da CAL
em analises filogenéticas, para estudar a diversidade genética entre as espécies de
Sporothrix spp. (RODRIGUES et al., 2013). O estudo de Rodrigues et al. (2013) analisou
isolados de Sporothrix spp. provenientes dos estados do Rio Grande do Sul e do Rio de
Janeiro. Ao comparar os resultados obtidos com o EFla e CAL, evidenciou-se que
Sporothrix brasiliensis apresenta uma baixa diversidade genética quando comparado a
Sporothrix schenckiii. Este fato reforga o perfil clonal e a auséncia de eventos de
recombinag¢do na espécie predominante no Brasil (Sporothrix brasiliensis), assim como

previamente descrito por Marimon et al. (2007).

Estudos posteriores, propuseram uma nova forma de agrupamento por clado
baseada em estudos moleculares recentes, dessa forma as espécies de maior importancia
clinica passam a integrar o Clado Clinico e as com baixa frequéncia de infec¢ao o Clado
Ambiental (DE BEER et al., 2016; RODRIGUES et al., 2020). Dentre as espécies
pertencentes ao Clado Clinico estdo Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii,
Sporothrix globosa e Sporothrix luriei (DE BEER et al., 2016; RODRIGUES et al.,

2016). No clado ambiental destacam-se Sporothrix mexicana, Sporothrix palida,
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Sporothrix chilensis e Sporothrix humicola (MORGADO et al., 2022) como pode ser

observado na Figura 2.
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Figura 2: Arvore filogenética com divisdo por clados e a frequéncia das espécies envolvidas nos casos
clinicos, constituida a partir do sequenciamento genético de isolados com alvo no gene da Calmodulina.

Fonte: RODRIGUES et al. (2022).

S. brasiliensis ¢ a espécie prevalente no Brasil e apresenta alta viruléncia e sua
presenca esta diretamente ligada a transmissdo zoonoética e quadros humanos atipicos e
severos e inclusive com quadros de pacientes refratarios aos farmacos de escolha
(GREMIAO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; SANCHOTENE et al., 2015;
ETCHECOPAZ et al., 2021). Apesar da infec¢do ser mais comum em gatos, 0s casos em
caninos comegaram a ser relatados no final dos anos 90 (BOECHAT et al., 2021). Nos
relatos de esporotricose canina, ha a predominancia de S. brasiliensis, entretanto Boechat
et al. (2021) reportaram um isolado canino de S. schenckii, ortundo de um animal da
regido metropolitana do Rio de Janeiro. Este relato € pioneiro em descrever a ocorréncia
dessa espécie em cdes no Brasil. Contudo, hd também um relato da espécie S. luriei em

um cao do Rio Grande do Sul (OLIVEIRA et al., 2011).

3.3. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

O numero de casos de esporotricose pelo mundo ainda € subestimado,

principalmente pelo fato de muitos paises ndo exigirem notificacdo da doenca
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(CHAKRABARTI et al., 2015). A esporotricose apresenta-se de formas diferentes pelo
mundo, em paises asidticos ela possui o carater de sapronose e estd relacionada a

transmissdo pela via classica, diferente do que ocorre na América do Sul, onde a doenca

apresenta carater zoonotico (ETCHECOPAZ et al., 2021).

Surtos de esporotricose, ligada a transmissdo zoondtica, ocorrem no Brasil desde
o ano de 1990 e a doenca apresenta-se sempre com uma importante doenga infecciosa de
carater emergente (SANCHOTENE et al., 2015). Casos da micose estdo presentes em
todos os estados, sendo a maior concentracao na regiao Sul e Sudeste. Mesmo a doenga
sendo registrada em varios estados do pais, ela ainda ndo ¢ objeto de vigilancia
epidemioldgica (PAIVA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020). As regides Sul e
Sudeste do Brasil sdo consideradas endémicas para a doenca (MORGADO et al., 2022)
e a regido metropolitana do Rio de Janeiro ¢ a area de maior ocorréncia de esporotricose
em animais no mundo (BOECHAT et al., 2021). Entre os anos de 1998 e 2016, o estado
relatou 4000 casos de esporotricose humana e felina (ETCHECOPAZ et al., 2021).
Diante disso, o municipio do Rio de Janeiro foi pioneiro em estabelecer a notificagao

compulsodria de casos de esporotricose humana e animal (OLIVEIRA ef al., 2019b).

No estado de Sdo Paulo, somente o municipio de Guarulhos adotou a notificagao
de casos humanos e animais (OLIVEIRA et al., 2019b). No Rio Grande do Sul, o nimero
de casos relatados tanto em humanos quanto em animais vem aumentando
consideravelmente (SANCHOTENE ef al., 2015). Somente na ultima década estima-se
que ha mais 1000 casos de esporotricose humana e animal registrada nos municipios de
Pelotas e Rio Grande (BAES PEREIRA et al., 2022). A expansao da doenca pelo nordeste
do Brasil, levou os estados do Rio Grande do Norte e Pernambuco a adotar a notificagao
de casos humanos, assim como as cidades de Salvador (Bahia) e Jodo Pessoa (Paraiba)

(OLIVEIRA et al., 2019b).

Nos ultimos anos, vem sendo observado um aumento de casos de esporotricose

felina em Minas Gerais (MACEDO-SALES et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2021).
Os primeiros relatos iniciaram em 2015 (SANTOS et al., 2018). Embora existam casos e
surtos da doenga neste estado, ainda nao ha registros da atual situagdo epidemioldgica da
doenca, o que € preocupante, devido ao potencial de expansdo da enfermidade (LECCA
et al.,2020). No final do ano de 2018 foi estabelecido que casos humanos de esporotricose
deveriam ser notificados no estado de Minas Gerais (SECRETARIA DE ESTADO DE
SAUDE DE MINAS GERAIS, 2018). O municipio de Conselheiro Lafaiete estabeleceu
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a notificacdo de casos da micose em humanos e animais (OLIVEIRA et al., 2019). Em
Belo Horizonte, mais precisamente na regido do Barreiro, houve um surto de casos felinos
no ano 2016, o que levou a Prefeitura de Belo Horizonte a atentar-se para ascensdo da
doenga. Mesmo assim, a esporotricose animal ainda ndo ¢ de notificacdo compulséria no
municipio, o que torna os dados ainda subestimados (SECRETARIA MUNICIPAL DE
MUNICIPAL DE SAUDE DE BELO HORZONTE, 2018).

Casos de esporotricose canina foram relatados em alguns paises como Franga,
Italia, Canada, Estados Unidos e no Brasil, que apresenta o maior numero de relatos
(VIANA et al., 2018). Entretanto acredita-se que o nimero de caes acometidos possa ser
maior, principalmente onde ocorre surtos da doenca em gatos que convivem no mesmo
ambiente que cdes (MADRID et al., 2012; MASCARENHAS et al., 2018). Nos primeiros
relatos envolvendo a transmissdo zoondética no Brasil, os cdes ja eram citados como uma
fonte alternativa para a transmissao da doenca (RODRIGUES et al., 2020). Ademais, os
surtos de casos que ocorrem no Brasil, sugerem que a esporotricose apresenta outros
meios de contaminacdo e disseminagdo, de modo que os caes também possam estar
envolvidos (MADRID et al., 2012; MASCARENHAS et al., 2018). Estudos recentes
mostram que os caes podem sim transmitir a zoonose aos seres humanos seja através da
mordida ou pelo contato direto com o animal infectado (RAMOS et al., 2017; NETO et
al.,2023).

34. ESPOROTRICOSE HUMANA E FELINA

A esporotricose afeta pele, mucosas e em alguns casos, pode evoluir para forma
sistémica e afetar pulmdes, 0ssos e sistema nervoso (GREMIAO et al., 2014; PEREIRA
et al., 2014; BAZZI et al., 2016; RODRIGUES ef al., 2020). A doenca ¢ causada por
fungos do género Sporothrix, comumente encontrados no ambiente, em plantas, matéria
organica em decomposicao e no solo (SPICKLER, 2017). A infeccdo ocorre pela
inoculagdo de forma traumatica do fungo presente no solo ou plantas, diretamente na pele
do hospedeiro (via sapronética) ou através de mordeduras e arranhaduras de animais
infectados (via zoondtica). H4 também uma forma de transmissdo menos comum, através
da via respiratéria, por meio da inalacdo de conidios (SANTOS er al., 2018;

RODRIGUES et al., 2020).
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A micose acomete espécies animais ¢ humanos, trata-se de uma zoonose de grande
importancia, principalmente em centros urbanos (BARROS et al., 2010; SANTOS et al.,
2018). Mulheres e estudantes que tem o costume de cuidar dos animais acometidos com
a doenca, sdo o perfil predominante na descricdo dos casos de esporotricose na regiao
metropolitana do estado do Rio de Janeiro (BARROS et al., 2010). Animais que vao a
obito também podem contaminar o ambiente, portanto, € necessario a incineragdo desses
cadaveres e nao o descarte dos animais no ambiente (SILVA et al., 2012; SECRETARIA
MUNICIPAL DE MUNICIPAL DE SAUDE DE BELO HORZONTE, 2018;
ETCHECOPAZ et al, 2021). Areas consideradas endémicas, possuem fatores
socioambientais que contribuem para a dissemina¢ao da doenga, como a precariedade
sanitaria, déficits no sistema de saude publica e a alta densidade populacional. H4 uma
relacdo entre indicadores socioecondmicos negativos € o avanco da doenca pela

populagao (ETCHECOPAZ et al., 2021).

Em humanos a doenca apresenta manifestacdes clinicas graves e pode se
apresentar na forma cutanea localizada, linfocutanea e cutanea disseminada, levando
também a envolvimento sist€émico, principalmente em pacientes imunodeprimidos
(OROFINO-COSTA et al., 2017; SANTOS et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020). A
doenca em humanos tem se mostrado mais como uma doenga zoonotica do que como
uma doenca ocupacional relacionada a atividades em campo e matéria orginica
contaminada. Porém o acometimento de profissionais ndo pode ser esquecido ja que
médicos veterinarios e pessoas que mantém contato com felinos doentes estdao sob grande

risco de se infectarem com o fungo (SILVA et al., 2012; LLORET et al., 2013).

Os felinos acometidos pela doenga apresentam lesdes nodulares que podem se
tornar ulceradas. Com a ulceracdo da lesdo, hd uma grande liberacdo de exsudato
sanguinolento. As lesdes podem ser localizadas somente na pele ou mucosas, ou podem
ser multiplas e dispersas pelo corpo do animal, principalmente pela autoinocula¢dao do
fungo que o animal faz ao se cogar ou se lamber. E comum que as lesdes dos felinos se
concentrarem na cabeca, orelhas, membros e cauda. A evolu¢do de um quadro
generalizado pode levar ao acometimento de multiplos 6rgdos e sistemas, sendo os
pulmdes e o figado os d6rgdos mais afetados, o que torna o prognostico da doenga
desfavoravel e aumenta o risco de obito do animal (LLORET et al., 2013; OROFINO-
COSTA et al.,2017; SANTOS et al., 2018).
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3.5. ESPOROTRICOSE CANINA

Os relatos de esporotricose canina ainda apresentam pequenos numeros quando
comparado aos relatos em felinos e humanos (BOECHAT et al., 2021). O primeiro caso
de esporotricose canina no Brasil foi relatado no ano de 1957 em Santa Catarina, na forma
linfocutanea da doenga. Posteriormente, , a doenga foi descrita em dois caes, em Sao
Paulo e Rio Grande do Sul (LONDERO et al., 1964; MADRID et al., 2007). Estudos
recentes mostram que ha um crescimento de casos de esporotricose em caninos no Brasil,
com predominancia da forma cutanea fixa (RAMOS et al., 2017).

Os caes, por muito tempo, nao foram considerados como fonte de infecgao para
humanos, dessa forma, sua participagdo na transmissao da doenca era considerada rara
(BOECHAT et al., 2021; ETCHECOPAZ et al., 2021). Entretanto, novos estudos
descreveram a transmissdo zoondtica para humanos a partir de cades infectados com
esporotricose, apontando um destaque para o novo papel do cdo no ciclo da doenca
(RAMOS et al., 2017; NETO et al., 2023).

O estado do Rio de Janeiro concentra o maior nimero de casos de esporotricose
reportados tanto em humanos quanto em animais, sendo diagnosticados 244 cades com a
doenga no periodo de 1998 a 2014 pela Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), o que reforca
também a possiblidade de infec¢do dos caes devido a proximidade com os felinos doentes
e a contaminac¢ao ambiental advinda dos animais infectados (MASCARENHAS et al.,
2018; RODRIGUES et al., 2020). Apesar dos felinos serem a espécie doméstica mais
acometida, tem se observado um aumento no nimero de casos da doenga em caninos nos

ultimos anos (BOECHAT et al., 2021).

Os caes podem se infectar por traumas causados por espinhos ou lascas de
madeiras contaminadas presentes no ambiente. O habito dos caes de farejar o solo e cavar
buracos no ambiente pode favorecer a infecgdo dos mesmos. A maioria dos caes se
infectam devido ao seu contato com gatos com esporotricose. Essa foi a forma de infec¢ao
mais frequente nos surtos de casos que ocorreram no Rio de Janeiro, estima-se que mais
de 80% dos caes foram infectados devido a essa proximidade com os gatos doentes
(VIANA et al., 2018; BOECHAT et al., 2021; ANDRADE et al., 2022a). Além disso, os
cdes doentes podem promover a manutencdo do fungo no ambiente, favorecendo a
infeccdo de outros animais através da transmissdo horizontal (BAES PEREIRA et al.,

2022).
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Os caes acometidos podem apresentar trés tipos de manifestacdes clinicas: forma
localizada ou cutanea fixa, linfocutanea e a forma disseminada (MASCARENHAS et al.,
2018) (Figura 3). A forma mais comum nos cdes ¢ a forma cutanea fixa, com lesdes
nodulares que podem ou nao ser ulceradas, concentradas na cabecga, regido nasal, orelhas
e torax (Figura 3-A), além disso, nos testiculos, cavidade oral e mucosa conjuntiva
também sdo locais que podem apresentar lesdes em decorréncia da infec¢do (FIDELIS
GONSALES et al., 2015). E comum que haja presenga de exsudato nos nédulos
ulcerados, mas dificilmente as leveduras do fungo sao identificadas na lesao, diferente do

que acontece nos gatos (MADRID et al., 2012).

A forma linfocutanea inicia-se com nodulos que ascendem pela via linfatica e gera
mais nddulos secundarios e linfadenopatia. Raramente os caes desenvolvem a formas
disseminada da doenca, e quando isso ocorre, sinais clinicos como febre, letargia,
anorexia ¢ lesdes de pele podem ser observados, entretanto, sdo inespecificos € podem
ser confundidos com outras causas infecciosas ou at¢ mesmo com neoplasias. A forma
disseminada da doenga estd associada principalmente a caes com comprometimento em
seu sistema imunologico (WHITTEMORE; WEBB, 2007; MADRID et al., 2012). A
forma osteoarticular e disseminada no cdo s3o incomuns, entretanto, ha estudos que
relatam tais formas da doenga (MADRID et al, 2007, DE FARIAS et al., 2015;
MAGNABOSCO et al., 2022). Diferente do que ocorre nos felinos, a doenga nos caes €
mais branda e tem um prognostico favoravel (CAFARCHIA et al., 2007).
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Figura 3: Apresentacées clinicas da esporotricose canina. A) Lesdo cutinea fixa,
ulcerada em regido nasal (BOECHAT et al., 2021) B) Acometimento linfocutdneo em membro toracico
(MASCARENHAS et al., 2018). C e D) Formas disseminadas, com lesdes ulceradas e crostosas
(MASCARENHAS et al., 2018) E) Forma disseminada com lesdes ulceradas e destrui¢do do plano nasal
(GUETERRES et al., 2014).

3.6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Para diagnosticar a esporotricose, o médico veterinario deve levar em
considera¢do o historico do animal, aspectos epidemioldgicos e sinais clinicos e associa-
los a técnicas laboratoriais para um diagndstico preciso (LLORET et al, 2013;
GREMIAO et al., 2014). O diagnostico definitivo da doenca é feito através de exames
complementares como o isolamento do patéogeno, exame citologico, histopatologico e
testes moleculares para identificacao da espécie como a Reacao em Cadeia da Polimerase

(PCR) (GREMIAO et al., 2014; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2014).

O isolamento flingico, seguido de identificagdo macro e microscopica e
termoconversao in vitro constituem o padrdo ouro para o diagnostico (SANCHOTENE

et al., 2015; MACEDO-SALES et al., 2018). Entretanto é um processo longo, que pode
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levar até trinta dias. O isolamento do fungo permite a visualiza¢do de coldnias rugosas,
aveludadas e de coloragdo inicial em um tom de marrom-creme e que vao se tornando
marrom-escuro a pretas devido a producdo de melanina do fungo, aspecto que pode ser
observado nas coldnias que crescem a 25°C. As colonias obtidas de isolados inicialmente
tendem a ser marrom-creme e aspecto membranoso, mudando para um aspecto rugoso de
cor marrom-escura, somente com 15 a 20 dias de crescimento (MADRID et al., 2012;
ETCHECOPAZ et al., 2021). Microscopicamente o fungo apresenta conidios em formato
de lagrimas e que permanecem agrupados (ZHOU et al., 2014). Mesmo diante de
resultados negativos o diagnostico nao pode ser descartado, uma vez que a possibilidade

de isolamento do agente varia de 34% a 94% (LARSSON, 2011; RAMOS et al., 2017).

Testes sorologicos de imunofluorescéncia sdo também uma opcdo para o
diagndstico, entretanto, seu resultado indica apenas exposi¢ao do organismo ao patdgeno,
ndo discernindo de uma infeccdo ativa (CAFARCHIA et al, 2007). Testes
imunoezomaticos mais modernos, como o Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA)
e Western Bloting, estdo em andamento em estudos a partir de proteinas da parede celular
dos fungos, para avaliar a resposta do hospedeiro, aumentando a sensibilidade e
especificidade do teste (OROFINO-COSTA et al., 2017). Esses testes sorologicos
futuramente poderdo contribuir para o enfretamento da doenga, pois podem proporcionar
altos niveis de especificidade e sensibilidade, agilidade no diagndstico e também

otimizarem o monitoramento dos pacientes em tratamento (RODRIGUES et al., 2022).

Em felinos a citologia € um teste muito utilizado devido a sua praticidade e rapidez
de diagnostico, a partir do imprint da lesdo do paciente (MACEDO-SALES et al., 2018).
Esse método permite a visualizagdo do fungo na sua forma leveduriforme, em formato
oval ou achatadas, envoltas por um halo claro (Figura 4), a partir de secrecdes coletadas
diretamente das lesdes dos animais. As leveduras podem estar livres ou no interior de
macrofagos, neutrdfilos e células gigantes multinucleadas. A lamina pode ser corada com
o corante pandtico rapido, possibilitando um rapido e acessivel diagnostico, com
sensibilidade que pode chegar aos 97,5% nos felinos atendidos durante os surtos e

epidemias da doenga (RODRIGUES et al., 2022).
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Figura 4: Lamina feita por imprint de um felino e corada com panoptico rapido. As setas apontam leveduras
presentes no interior de macréfagos e leveduras livres em uma lamina feita por imprint de exsudato oriundo

de um felino. (Obj. 100X). Fonte: Rodrigues ef al., 2022.

A histopatologia também pode ser uma alternativa para o diagndstico através de
fragmentos de lesdes dos animais acometidos. E um exame com altas taxas de
sensibilidade e com diferentes técnicas de coloragdo e analises para o diagnéstico
(GREMIAO et al., 2014). A histopatologia para diagndstico em cdes constitui uma
alternativa a cultura do fungo ou testes soroldgicos, atingindo taxas entre 95% a 100%
para o diagndstico etioldgico, o que reforga a eficacia dessa técnica para o diagnostico
em cdes (LARSSON, 2011; RAMOS et al, 2017). A dermatite piogranulomatosa
ulcerativa € o achado mais frequente nos relatos de casos onde o exame histopatologico

foi realizado (MAGNABOSCO et al., 2022).

As técnicas moleculares constituem uma ferramenta importante para compreensao
da epidemiologia e patogenia das espécies flungicas isoladas em casos clinicos
(SANCHOTENE et al., 2015). A identificagdo das espécies envolvidas nos casos clinicos
permitem ainda auxilio na escolha do farmaco, uma vez que algumas espécies ja
demonstram resisténcia a alguns antifingicos utilizados no tratamento da esporotricose

humana e animal (RODRIGUES et al., 2015).

O diagnostico molecular com sequenciamento do DNA e andlise filogenética,
constituem uma associacao para identificar as mais de 50 espécies de fungos pertencentes
ao género Sporothrix, sendo o gene da CAL a principal regido utilizada para tal
sequenciamento (RODRIGUES et al., 2020). O gene da CAL permite uma diferenciacao
intraespecifica nos estudos filogenéticos. Além disso, ¢ considerado o padrdo ouro para

analises filogenéticas e apresenta um vasto nimero de sequéncias ja depositados em
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bancos de dados (MARIMON et al., 2007; BOECHAT et al., 2021; MORGADO et al.,
2022). Estudos conduzidos na Europa, Asia, América do Norte, Central e do Sul utilizam
o gene da CAL para a identificagdo das espécies de Sporothrix (MORGADO et al., 2022).
Outro marcador genético que pode ser utilizado para estudos voltados a filogenia ¢ o
EF1a, que permite estudos da diversidade genética entre as espécies Sporothrix spp., esse
marcador permite ainda realizar outras andlises que podem levar a uma separagdo
intraespecifica dos isolados. Dessa forma, o EFla ¢ uma opgao para se comparar com 0s

resultados das analises filogenéticas baseadas no gene da CAL e buscar novos dados

genéticos sobre o fungo (RODRIGUES et al., 2013).

O diagnostico em caes € complexo, principalmente pela similaridade das lesoes
com sinais clinicos de outras patologias, levando muitos pacientes ao diagnostico de
neoplasias e Leishmaniose e ndo de esporotricose (CAFARCHIA et al., 2007). A
leishmaniose tegumentar americana ¢ o principal diagnostico diferencial para a
esporotricose canina, por ambas apresentarem manifestagdes clinicas semelhantes,
principalmente o processo inflamatorio piogranulomatoso das lesdes cutineas, a sua
distribuicdo geografica sobreposta no pais e a reacdo cruzada que podem apresentar em

exames sorologicos (MIRANDA et al., 2010).

Mesmo com as técnicas disponiveis, o diagndstico da esporotricose canina
continua sendo um desafio devido a baixa quantidade de leveduras presentes nas lesdes
dos cées, a auséncia de sinais clinicos antes do desenvolvimento de uma forma mais
avangada da doenca e ao principal deles, que ¢ a similaridade das lesdes cutaneas com
outras doencas de causas infecciosas, autoimunes ou até mesmo neopléasicas (MADRID
et al., 2012; MASCARENHAS et al., 2018). Falhas na coleta de amostras resultam em
diagnostico inadequado, reduzindo o diagndstico da doengca e consequentemente,

subestimando os niimero dessa endemia (ETCHECOPAZ et al., 2021).

O cultivo do fungo e o exame histopatologico sdo as melhores opgdes para o
diagnostico da esporotricose canina, principalmente diante das particularidades da doenca
nos caes. Entretanto, isolar o fungo ou encontra-lo a partir de amostras de lesdes de caes
¢ dificil, o que torna o diagndstico direto invidvel em alguns casos ou leva a resultados
falsos negativos. Diante disso, o0 uso de técnicas de diagnodstico com maiores taxas de
sensibilidade e especificidade para o diagnostico definitivo, como o PCR mostra-se como

uma das melhores ferramentas para o diagnostico (MIRANDA et al., 2010; BOECHAT

33



et al., 2021). Ademais, a identificagdo de novas espécies do patdgeno em caes contribui

para elucidar a epidemiologia da doenga nos cdes (BOECHAT et al., 2021).

3.7. TRATAMENTO

O tratamento da esporotricose consiste no uso sistémico de antifungicos, sendo o
itraconazol (ITZ) e o iodeto de potassio os mais utilizados para tratar cies e gatos
(BOECHAT et al., 2021). Além desses, outros antifungicos como a terbinafina e a
anfotericina B s3ao indicados em casos refratarios ou mais severos da doenca
(RODRIGUES et al.,2020). A terapia implica em um longo periodo de medicacao e ainda
envolve uma série de fatores que podem impactar na cura do paciente. A dificuldade do
tutor em medicar o animal, manté-lo restrito durante o tratamento e o adoecimento de
humanos no domicilio do animal, impactam diretamente no tratamento dos pacientes,
além de favorecem o abandono do tratamento e at¢ mesmo o abandono dos animais

acometidos (GREMIAO, 2010; GREMIAO et al., 2021).

O ITZ pertence a classe dos antifungicos triazélicos, seu mecanismo de acdo esta
relacionado com a interferéncia na biossintese do Ergosterol, que ¢ um dos componentes
da membrana celular do fungo. Dessa forma, o firmaco se liga a enzima lanosterol 14-
alfa-demetilase, impedindo seu funcionamento e consequentemente, a formagdao do
Lanosterol, um precursor do Ergosterol. Resultando em a alteracdo da permeabilidade da
célula fingica e consequentemente morte da mesma (LEWIS, 2011). O ITZ ¢ o farmaco
de primeira escolha, tanto para casos humanos e animais, principalmente por apresentar
menos efeitos colaterais (GREMIAO, 2010). Em cdes e gatos a dose classica de 5 a
10mg/kg/BID pode ser utilizada para tratamento da esporotricose, entretanto, em felinos
a dose de 100mg/dia para gatos com mais de 3kg, 50mg/dia para gatos entre 1 e 3kg e
25mg/kg/dia para gatos com menos de 1kg podem ser utilizados para o tratamento da
micose (GREMIAO et al., 2021). A medicagdo pode ser administrada junto ao alimento
do animal, melhorando assim sua absorc¢do e biodisponibilidade. O tratamento deve ser
mantido por mais 30 dias apds a cura clinica em casos da forma cutinea fixa de
esporotricose, ja nos casos de doenca na forma disseminada ou sistémica, recomenda-se

manter o tratamento por mais 60 dias ap6s a cura clinica (GREMIAO et al., 2021).

O iodeto de potassio pode ser associado ao ITZ em pacientes refratarios ao

tratamento, com a dose de 2,5-20mg/dia em felinos (GREMIAO et al., 2014). O

34



mecanismo de acdo do farmaco ainda nao ¢ bem definido mas tem efetividade quando
associado ou ndo ao ITZ em casos refratarios da doenca além de ser um farmaco acessivel

devido a seu baixo custo (RODRIGUES et al., 2020).

A terbinafina também pode ser uma alternativa para casos da forma cutinea
(ETCHECOPAZ et al., 2021). E um farmaco pertencente a classe das alilaminas, e atua
também alterando a permeabilidade da membrana celular do fungo. E muito utilizado em
formulacdes topicas para o tratamento de malasseziose e dermatofitoses, entretanto, em
casos que o animal apresente restri¢des ao uso de ITZ, a terbinafina se mostra eficaz para
tratar a esporotricose na dose de 20-30mg/kg/dia, com efeitos colaterais menores se

comparados ao ITZ e ao iodeto de potassio (LEWIS, 2011; VIANA et al., 2018).

A anfotericina B pertence a classe dos poliénicos, e seu mecanismo esta relacionado
com a alteracdo da permeabilidade da célula fingica, resultando na morte do
microrganismo. E também o farmaco mais utilizado para tratar a doenga em sua forma
disseminada. A terapia exige um longo periodo de tratamento para evitar as recidivas,
principalmente em pacientes humanos imunocomprometidos (LEWIS, 2011;
RODRIGUES et al., 2020). Em felinos, aplicagdes intralesionais (IL) de anfotericina B
em lesdes nodulares nao ulceradas, apresentaram resultados satisfatorios quando
administrada na dose de 1mg/kg, que pode ser aplicada duas vezes por semana durante

cinco semanas, associadas ao tratamento oral com ITZ (GREMIAO, et al., 2014).

Outras opgdes para o tratamento da esporotricose podem ser consideradas, como
termoterapia, terapia cirurgica e a criocirurgia, entretanto, cabe o médico veterinario
avaliar a necessidade e a efetividade do tratamento escolhido para o seu paciente. A
eutanasia ¢ recomendada em casos de animais com a apresentacdo clinica severa da

doenca ou quando ndo ha reposta a terapia de escolha (GREMIAO, et al., 2021).

A resisténcia ao antifungicos apresentados por Sporothrix spp. em conjunto com as
falhas terapéuticas, reforcam a necessidade de realizar testes de suscetibilidade aos
antifungicos (BOECHAT et al., 2021). Para conduzir tais testes as orientacdes descritas
nos protocolos M38-A2 e M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) podem ser executas. A determinag¢do da concentragdo inibitéria minima (MIC)
mostra-se muito importante para auxiliar nos tratamentos e também avaliar novos

antifingicos (ETCHECOPAZ et al., 2021). Ainda sdo escassos os trabalhos que realizam
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testes de suscetibilidade aos antifingicos em isolados provenientes de caes (BOECHAT

etal.,2021).

3.8. MEDIDAS DE PREVENCAO E CONTROLE

Para controlar e prevenir a esporotricose, ha a necessidade de uma abordagem mais
ampla, ndo abordando somente a doenca, mas também os fatores que contribuem para sua
instalagdo e propagac¢ao assim como a promog¢ao da saide no ambito individual, coletivo
e ambiental (GOMES et al., 2016). Portanto, abordagens em saude Uinica leva a resultados
efetivos para saude através dos esfor¢cos conjuntos dos profissionais da satide para o

equilibrio na esfera animal, ambiental e humana (DE CAROLIS et al., 2022).

Os orgaos de saude devem adotar medidas voltadas para prevengdo e controle da
doenca (MONTENEGRO et al., 2014). A auséncia de politicas publicas, planos e
atividades de vigilancia adequada para as emergéncia da esporotricose contribui para o
aumento dos casos (MORGADO et al., 2022). A doenca ainda nao ¢ alvo de vigilancia
epidemioldgica em todo pais, como ja ocorre com a leishmaniose visceral, por exemplo
(PAIVA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020). Portanto, cabe aos profissionais da
saude atentarem-se as diretrizes locais para o enfrentamento da doenga (SPICKLER,
2017). Recentemente o Oficio Curricular 102/2023 — Nota Técnica 60/2023 do Ministério
da Saude trouxe novas perspectivas a respeito da vigilancia epidemioldgica da
esporotricose no pais. As agdes da nota concentram-se em chegar ao diagndstico e
tratamento precoce. Além disso as medidas voltadas a educagdo em satde para a
populagdo e a capacitagcdo para os profissionais da rede de saude, entretanto, ndo institui
medidas como notificagdo da doenga e mais suporte para o servico publico para
diagnosticar, tratar e conter e expansao da doenca. A nota técnica ¢ um avanco no
enfrentamento da esporotricose € um passo para melhorias e aprimoramento de um

programa efetivo a nivel nacional.

Algumas medidas podem ser adotadas pelos 6rgdos de satde, para o enfrentamento
da zoonose, tais como: incluir a esporotricose como uma doenca de notificagdo
compulsdria, disponibilizar o diagndstico e tratamento para os animais na rede publica de
saide, assim como fornecer o suporte para a incinera¢do dos animais que foram
eutanasiados ou morreram em decorréncia da doenga (BARROS et al., 2010; LECCA et
al., 2020).
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Os animais doentes sdo sentinelas para novos casos humanos. Atentar-se a essa
condicdo e buscar o diagndstico e tratamento desses animais ¢ fundamental. Além disso,
a busca ativa de casos animais a partir de casos humanos notificados, constitui uma
ferramenta importante para conter o avango da esporotricose (PAIVA et al., 2020). Com
o controle da epidemia nos animais espera-se o controle da esporotricose humana

(SPICKLER, 2017).

O livre acesso dos animais a rua ¢ um fator que esta inteiramente ligado com o
aumento de casos. Evitar que os animais tenham acesso a rua impede que animais doentes
tenham contato com outros animais, se envolvam em brigas e consequentemente,
propaguem a doenga (LLORET et al., 2013; MONTENEGRO et al., 2014). Além de
manter os animais isolados durante o tratamento, ¢ importante melhorar a fiscalizagao
rodoviaria dos animais para impedir o transito de animais doentes pelo pais, fato que pode
contribuir para novos surtos e carrear espécies diferentes de Sporothrix spp. para outro

ambiente (MORGADO et al., 2022).

Mesmo apds a morte dos animais em decorréncia da doenca, é possivel isolar o
fungo. O que reforga o potencial de contaminacdo do solo se as carcacas dos animais ndo
forem incineradas (MONTENEGRO et al., 2014). A cremagado se mostra eficaz do para
destruir patdgenos como o Sporothrix spp. presente nos cadaveres dos animais e reduzir
a contaminagdo ambiental, além de ser preconizado por normas ambientais vigentes no

Brasil (SANTOS et al., 2018).

Embora existam estudos avangados com diferentes formulagdes e adjuvantes para
uma possivel vacina, ainda ndo temos uma formulagdo disponivel que possa ser utilizada
no controle e prevencao da esporotricose (ETCHECOPAZ et al., 2021). H4 a necessidade
de investir em estudos de vacinas com potencial para prevenir doengas flingicas como a

esporotricose no animais (BARROS et al., 2010).

Educagao e conscientizacdo da populagdo sobre a doenga e sobre posse responsavel
devem ser intensificadas para reduzir o niimero de casos tanto em humanos quanto em
animais (RODRIGUES et al., 2020). Souza (2022) mostra em seu estudo que agdes de
educagdo em saude direcionadas aos tutores promovem a reducdo do tempo de
tratamento, custo e consequentemente a transmissdo da doenca. Além disso, a
conscientizacdo dos tutores sobre posse responsavel ajuda a manter os animais isolados

durante o tratamento e pode diminuir o abandono dos animais. O médico veterinario
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desempenha um importante papel durante o atendimento de seus pacientes, que vai além
do diagnostico e tratamento, principalmente quando enfatiza com os tutores sobre a posse
responsavel e também quando explica sobre o diagndstico do animal, portanto, sua fala
deve enfatizar os cuidados e as restrigdes para o tratamento e controle da doenga, além de
enfatizar a possibilidade de cura, de modo a incentivar o tutor a cuidar do animal e ndo
abandona-lo (SANTOS et al., 2018; ANDRADE et al., 2022a). Com uma formagao
fortemente embasada na saude publica e medicina veterinaria preventiva € com a
habilidade de trabalhar de forma interdisciplinar, o médico veterinario ¢ um profissional

de grande importancia no papel educacional em saude (GOMES et al., 2016).

38



4. CAPITULO 2 -MANUSCRITO - ESPOROTRICOSE CANINA: ANALISE
MOLECULAR E SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DE
ISOLADOS DE Sporothrix spp. DE UMA REGIAO ENDEMICA EM
MINAS GERAIS

RESUMO

A esporotricose ¢ uma zoonose fingica com distribuicdo mundial, sendo o Brasil
considerado um pais endémico. Os fungos do género Sporothrix sdo os agentes
causadores da micose, sendo Sporothrix brasiliensis a espécie mais prevalente e virulenta.
As principais formas de transmissdo do agente sdo as vias sapronotica e a zoondtica,
sendo os felinos e os cdes os principais transmissores para humanos. Embora os relatos
de esporotricose canina sejam escassos, 0 numero de casos nesta espécie em Minas Gerais
vem aumentando consideravelmente, impactando na incidéncia de casos humanos no
estado. Neste sentido, este estudo objetivou realizar a identificagdo molecular, a analise
filogenética e o perfil se suscetibilidade antifiingica de isolados caninos de Sporothrix
spp. obtidos em Belo Horizonte e regido metropolitana. A amostragem foi composta por
15 isolados, sendo a maioria de caes machos (n=10; 66,66%), com lesdes de forma
cutanea fixa (n=8; 53,33%) e localizadas no plano nasal (n=9; 60%). Todos os isolados
foram identificados molecularmente como pertencentes a espécie Sporothrix brasiliensis.
A analise filogenética dos genes Calmodulina (CAL) e o Fator de Elongagao da Tradugao-
1 Alfa (EF1a) evidenciou que h4a uma baixa diversidade intraespecifica no clado formado
por S. brasiliensis, com a formagao de um grande clado monofilético, quando comparado
a S. schenckii. A anélise da rede de haplotipos para ambos os genes ndo apresentou uma
estruturacdo por hospedeiro. No teste de suscetibilidade antiflingica ao itraconazol e
anfotericina B, um isolado apresentou resisténcia a cada uma das drogas. Apesar da
esporotricose ainda ser considerada rara em caes, os casos nesta espécie vém aumentando
principalmente em areas onde a doenga ¢ endémica em felinos. As analises mostraram
que a espécie que circula entre cdes neste estudo ¢ a mesma responsavel pela
esporotricose em humanos e felinos. E, portanto, cdes definitivamente devem ser

incluidos no cendrio epidemioldgico da esporotricose no Brasil.

Palavras-chave: Sporothrix brasiliensis, cdo, identificagdo molecular, zoonose,

itraconazol e anfotericina B.
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4.1. INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose subcutdnea de distribuicdo mundial. Sporothrix
brasiliensis ¢ a espécie prevalente, mais virulenta e relacionada com a transmissdo
zoonotica e quadros humanos graves e refratarios aos tratamentos de escolha no Brasil
(GREMIAO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; SANCHOTENE et al., 2015;
ETCHECOPAZ et al.,2021). O primeiro caso de esporotricose canina relatado no Brasil,
ocorreu no ano de 1957, no estado de Santa Catarina. Embora a doenga seja incomum
nessa espécie, os relatos em caes apresentam um crescimento, principalmente nas regides

Sul e Sudeste do pais (LONDERO et al., 1964; BOECHAT et al., 2021)

Os cdes podem desenvolver a doenga através da inoculagao traumatica do fungo
ou em contato direto com o ambiente contaminado. Os ultimos relatos nessa espécie vem
ocorrendo principalmente por meio do contato com felinos infectados, nas regides dos
surtos da doenga (RODRIGUES et al., 2012; GREMIAO et al., 2017; VIANA et al.,
2018; ANDRADE et al., 2021). Duas espécies de Sporothrix ja foram descritas em casos
caninos no Brasil, Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii (BOECHAT et al.,
2021). Além disso, estudos alertam para a transmissao da esporotricose para humanos a
partir do contato com caes, 0 que traz uma nova perspectiva sobre o papel dos caninos no
ciclo da doenga (SILVA-VERGARA et al., 2012; RAMOS et al., 2017; NETO et al.,
2023).

O diagnostico da zoonose nos caes ¢ complexo, considerando doencas como a
leishmaniose tegumentar que causam quadros clinicos similares a esporotricose
(CAFARCHIA et al., 2007; MIRANDA et al., 2011). O historico do animal, os dados
epidemioldgicos, os sinais clinicos e os exames laboratoriais sdo essenciais para o correto
diagnostico dos pacientes caninos (BOECHAT et al., 2021). O isolamento seguido da
analise molecular também ¢ considerado uma excelente ferramenta para a identificagdao
do fungo, além de permitir o levantamento de dados valiosos para a epidemiologia da
doenca. Neste sentido, o sequenciamento genético utilizando alvos em genes ja
conhecidos como o da Calmodulina (CAL) e o Fator de Elongacao da Traducao 1 Alfa
(EF1a) permite estudar diferenciagdes intraespecificas e interespecificas (MARIMON et
al., 2007; RODRIGUES et al., 2015; BOECHAT et al., 2021; MORGADO et al., 2022).

Outro importante fator a considerar nessa espécie € a escolha do antifingico, uma vez
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que, algumas isolados de felinos e humanos apresentam resisténcia aos antifungicos

testados in vitro (ZHOU et al., 2014; SANCHOTENE et al., 2015).

Uma vez que, os dados sobre esporotricose canina sao raros, este estudo tem como
objetivo realizar a identificacdo molecular, a analise filogenética e a suscetibilidade
antifungica in vitro de isolados caninos de Sporothrix spp. provenientes de Belo

Horizonte e regiao metropolitana.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Isolados Caninos

Foram analisados 15 isolados de Sporothrix spp. provenientes de caes
diagnosticados com esporotricose entre 2018 e 2022 na cidade de Belo Horizonte e regido
metropolitana. As amostras fazem parte do banco de isolados do laboratério LABIOMIC
(Laboratério de Biologia Molecular e Micologia) do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG e estao registrados no SISGEN

(AE45AC5).

4.3 ANALISE MOLECULAR

4.3.1 Extracao do DNA total

O DNA total foi extraido a partir dos isolados cultivados em agar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol durante sete dias. A extracdo de DNA foi realizada utilizando
o kit FastDNA protocol (MP Biomedicals, Vista, CA, USA), seguindo as especificagdes
do fabricante. Apos extracao, a concentragao e a pureza do DNA foram determinadas por
densidade optica (DO) em espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000/c na razdo
DO260nm/DO280nm conforme descrito por Rodrigues (2013). O DNA obtido foi

conservado congelado a -20°C.

4.3.2. PCR Espécie Especifica
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A identificacdo molecular foi realizada através de uma reacao de PCR com pares
de primers especificos para espécie S. brasiliensis (Sbra-F 5' GCC CCG TTT GAC GCT
TGG- 3’ e Sbra-R 5 CCC GGA TAA CCG TGT GTC ATA AT- 3’), considerando que
esta ¢ a principal espécie causadora da esporotricose zoonoética circulante na regido
Sudeste do pais (RODRIGUES et al., 2013; GREMIAO et al., 2017, 2021). As condi¢des
de amplificagdo seguiram as condi¢des de ciclagem touchdow (RODRIGUES et al.,
2015). Os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Foi utilizado como controle positivo
da reacdo, o DNA de um fungo (Sporothrix brasiliensis) previamente identificado

molecularmente e apenas 4gua como controle negativo da reagao.

4.3.3. PCR com alvo no gene da Calmodulina (CAL) e Fator de Elongacao
da Traducao-1 Alfa (EFla)

O DNA total de cada isolado avaliado foi submetido a amplificacdo do gene
parcial da Calmodulina (CAL) e Fator de Elonga¢do (EFla). Para a reacdo com o gene
da CAL, os pares de primers degenerados CL1: 5'- GAR TWC AAG GAG GCC TTC
TC-3"e CL2A: 5'-TTT TTG CAT CAT GAC TTG GAC-3' foram utilizados na ciclagem
(O’DONNELL et al., 2000; RODRIGUES et al., 2013). Para amplificagdo da regido do
locus do fator de elongagdo da traducdo-1 alfa (EF1a) os primers EF1-F (5'-CTG AGG
CTC GTT ACC AGG AG-3") e EF1-R (5'-CGA CTT GAT GAC ACC GAC AG-3")
foram utilizados (RODRIGUES et al., 2013). Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, onde foram observados amplicons de 800 e 850
pares de base para a CAL e EF1a, respectivamente. Para o sequenciamento, os amplicons
da PCR da CAL e EFla passaram pelo processo de purificacdo, utilizando-se o kit
PureLink® PCR Purification (Invitrogen) conforme orienta¢cdes do fabricante. Finalizada
a etapa de purificagdo, os amplicons seguiram para o sequenciamento no sequenciador

AB 3500 Genetic Analyzed.

4.3.4 Analise Filogenética
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As sequéncias dos isolados caninos obtidos durante esse trabalho e as sequencias
de outros isolados (animais e humanas) obtidas no banco de dados do GenBank, foram
alinhadas pelo algoritmo Clustal W (THOMPSON et al., 1994) no Mega 7 (KUMAR et
al., 2016). As relagdes filogenéticas foram inferidas para ambos os genes, individual e
simultaneamente, por maxima verossimilhanga (ML) e por inferéncia Bayesiana (IB), nos
programas iqTree 2 (NGUYEN et al., 2015) e MrBayes 3.2 (RONQUIST et al., 2012),
respectivamente. Na analise de ML, o modelo empregado foi selecionado através dos
scores de BIC, conforme avaliado pelo ModelFinder implementado dentro do iqTree.
Para avaliar a confiabilidade dos clados, 1.000 réplicas de bootstrap ultra-rapido foram
implementadas. Na IB, o modelo de substituicdo nucleotidica utilizado foi escolhido
segundo os scores de AIC, usando o MrModeltest 2.4 (NYLANDER, 2004), e o PAUP
4.0a169 (SWOFFORD, 2002). Em cada andlise, foram empregadas pelo menos
10.000.000 de geragdes, salvando a cada 10.000 e queimando 25% dos resultados iniciais.
A convergéncia dos resultados foi inicialmente avaliada pelo valor do desvio padrao entre
corridas, que atingiu nimeros menores do que 0,01, e depois confirmada pela andlise dos

valores de ESS (Effective Sample Size) no Tracer 1.7.1 (RAMBAUT et al., 2018).

Indices de diversidade e neutralidade foram estimados independentemente para
cada gene no DNAsp 6. Finalmente, a rede de interagdes entre alelos foi reconstruida com
o uso do programa Network 10.2 (https://www.fluxus-engineering.com/), a fim de avaliar
a distribuicao dos alelos entre estados brasileiros e entre hospedeiros.

As sequéncias obtidas de isolados caninos neste trabalho foram depositadas no
GenBank e seus respectivos codigos de acesso podem ser visualizados na Tabela 1. As
demais sequéncias utilizadas para as analises foram retiradas de bancos publicos de dados

e suas especificagdes podem ser constadas na Tabela Suplementar 1.
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Tabela 1 - Identificagdo dos isolados caninos de Sporothrix brasiliensis, com
informacodes de origem e nimero de acesso das sequéncias no GenBank dos isolados.

GenBank
Eesies Espécie Hospedeiro Origem CAL! EFl1a?
Isolado
Shc 01 Sporothrix brasiliensis Cao Belo Horizonte, MG, Brasil OR001911 OR001910
Shc 02 Sporothrix brasiliensis Cao Belo Horizonte, MG, Brasil OR001912 *
Shc 03 Sporothrix brasiliensis Cdo Contagem, MG, Brasil OR001913 OR037322
Shc 04 Sporothrix brasiliensis Cao Igarapé, MG, Brasil OR037310 OR037323
Shc 05 Sporothrix brasiliensis Cao Belo Horizonte, MG, Brasil OR037311 OR037324
Shc 06 Sporothrix brasiliensis Cao Belo Horizonte, MG, Brasil OR037312 OR037325
Shc 07 Sporothrix brasiliensis Cido Betim, MG, Brasil, MG Brasil OR037313 OR037326
Sbhc 08 Sporothrix brasiliensis Cao Ribeirdo das Neves, MG Brasil OR037314 OR037327
Sbc09 | Sporothrix brasiliensis Céo Contagem, MG, Brasil OR037315 OR037328
Sbc 10  Sporothrix brasiliensis Céo Belo Horizonte, MG, Brasil OR037316 OR037329
Sbc 11 Sporothrix brasiliensis Cido Contagem, MG, Brasil OR037317 *
Sbc 12 Sporothrix brasiliensis Cao Belo Horizonte, MG, Brasil OR037318 OR037330
Sbc 13 | Sporothrix brasiliensis Céo Belo Horizonte, MG, Brasil OR037319 *
Sbc 14  Sporothrix brasiliensis Céo Belo Horizonte, MG, Brasil OR037320 OR037331
Shc 15 Sporothrix brasiliensis Cdo Belo Horizonte, MG, Brasil OR037321 OR037332

* Sequéncia em processo de submissio ao GenBank; 'Calmodulina (CAL); *Fator de Elongacdo da

Traducdo-1 Alfa (EFl1a).

4.3.5. Teste de Suscetibilidade antifingica in vitro

Para os testes de suscetibilidade, as colonias de Sporothrix spp. foram repicadas
em caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) durante sete dias a uma temperatura de 37°C,
promovendo assim a termoconversao para a forma leveduriforme. Apos esse periodo as
colonias leveduriformes foram repicadas para placas com meio BHI e incubadas por mais
sete dias a 37°C. A suscetibilidade dos isolados de Sporothrix spp. foi avaliada de acordo
com o método de microdilui¢do em caldo de levedura recomendado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) — documento M27 A3 (2008), com algumas
modificacdes. Para isso, solucdes estoques dos farmacos itraconazol (ITZ) e anfotericina
B (AB) foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO; Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)
e armazenados a -20°C. Em seguida, as solugdes de trabalho foram preparadas por
diluicdo em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 tamponado com acido
3-morfolinopropano-1-sulfonico (MOPS) 0,165M e quantidade suficiente para uma

concentragdo final de glicose a 2%. Uma aliquota de 10 microlitros das dilui¢cdes de cada
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droga foi adicionada aos 96 pogos da microplaca (Difco Laboratories, EUA), iniciando a
dilui¢do na concentragdo de 16mg/ml, sendo reduzida a metade nas diluicdes
subsequentes, até que a ultima diluicdo seja atinja a concentracao de 0,313mg/ml. Em
seguida, foi adicionado aos pogos 100 uLL de uma suspensao fungica em RPMI, que foi
preparada a partir de uma diluicdo de solugdo fingica constituida das leveduras de S.
brasiliensis dos isolados avaliados, sendo a primeira diluicdo de 1:50 em salina e a
segunda diluicao de 1:20 em meio RPMI de modo que a concentracao de 1 - 5 x 10°
UFC/mL seja obtida. O controle de crescimento consistiu em 100 pL de indculo fungico
mais 100 pL de RPMI e o controle de esterilidade consistiu em apenas 200 pL do meio
de cultura. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas ¢ a leitura para determinacao
da concentragdo inibitoéria minima (CIM) foi realizada visualmente pela observacdo da
turbidez e confirmados por leituras espectrofotométricas a 492nm, utilizando leitor de
microplacas de 96 pogos (Multiskan spectrum, Thermo Scientific). A porcentagem de
inibi¢do foi calculada de acordo com a equagdo: 100(Ax100/C), onde A ¢é o valor de
absorbancia dos pogos contendo o composto de teste e C ¢ a absorbancia dos pocos de
controle (ndo tratados). Os resultados sdo representativos de dois experimentos
independentes feitos em duplicata para cada amostra. Para a anfotericina B a CIM foi
considerada como a inibicdo total do crescimento (100%) quando comparado ao
crescimento do controle. Para a leitura do ITZ foi considerada a inibicdo de 50% do
crescimento quando comparado ao crescimento do controle. Candida parapsilosis ATCC
22019 foi utilizada para o controle de qualidade (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE (CLSI), 2008; ESPINEL-INGROFF et al., 2017).

4.3. RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta os isolados clinicos de S. brasiliensis i1dentificados nesse
estudo, sendo que o isolamento foi realizado a partir 15 caes, sendo dez (66,66%) isolados
obtidos a partir de caes machos, quatro (26,67%) de fémeas e apenas um isolado (6,67%)
nao foi especificado o sexo do animal. Do total de caes diagnosticados com esporotricose,
13 (86,66%) eram domiciliados, um cao era semi-domiciliado (6,67%) e apenas um cao
(6,67%) nao foi especificado seu habito de vida. Em relacdo ao convivio com felinos, oito

(53,34%) caes possuiam contato, dois (13,33%) ndo possuiam e cinco (33,33%) caes ndo
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apresentavam essa informagao. Em relagdo a localizacao das lesdes, a maioria (60%) dos
caes apresentaram lesdo em plano nasal. Oito caes (53,33%) apresentaram a forma clinica
cutinea fixa e dois cdes (13,34%) apresentaram a forma cutanea disseminada. Os isolados
foram obtidos em diversas épocas do ano, sendo sete (46,69%) do outono e quatro
(26,64%) do inverno, um (6,67%) do verdao e um da primavera (6,67%).

Tabela 2 - Isolados caninos de S. brasiliensis com informagdes epidemioldgicas e

clinicas (ano do isolado, estacao do ano em que o isolado foi obtido, sexo, habito de vida
do animal, contato com felino, local e tipo de lesdo e classificacao clinica da doenca).

Sbc 01 2021 Outono M D NE NE NE NE

Sbc 02 2020 Outono M D NE NE NE NE

Sbc 03 2020 Outono M D Sim Plano nasal Nodular Cutdnea Fixa
Shc 04 2021 Verdo M D NE NE NE NE

Sbc 05 2021 Inverno M D Sim Plano nasal Ulcerada Cutdnea Fixa
Shc 06 2018 NE F D NE NE NE NE

Shc 07 2019 NE NE NE NE NE NE NE

Sbc 08 2019 Primavera M D Sim Plano nasal Ulcerada Cutanea disseminada
Sbc 09 2022 Outono M D Sim Plano nasal Ulcerada Cutanea Fixa
Sbc 10 2022 Outono F D Sim Plano nasal Nodular Cutanea Fixa
Sbc 11 2022 Outono M D Sim Plano nasal Nodular Cutanea Fixa
Sbc 12 2022 Outono F D Sim Plano nasal e Membros Ulcerada Cutdnea Disseminada
Shc 13 2022 Inverno M D Sim Plano nasal Ulcerada Cutanea Fixa
Sbhc 14 2022 Inverno F D N3o Dorso, Térax Ulcerada Cuténea Fixa
Sbc 15 2022 Inverno M D Ndo Plano nasal Ulcerada Cutanea Fixa

Abreviaturas: M, macho; F, fémea; NE, ndo especificado; D, domiciliado; SD, semi-domiciliado.

A analise molecular realizada com os primers espécie-especifica evidenciou que
as 15 amostras caninas (100%) analisadas pertenciam a espécie S. brasiliensis. A arvore
filogenética construida a partir das sequencias com o gene da CAL (Figura 5) mostrou a
formacgao de dois clados de relevancia clinica, sendo um clado de S. brasiliensis € um de
S. schenckii. Em relagdo ao gene EFla (Figura 6), a arvore apresentou a formag¢ao de uma
clado monofilético para S. brasiliensis com a formacao de um pequeno clado interno para
a mesma espécie. Em relagdo a espécie S. schenckii observou-se a formacao de diferentes

clados para a espécie, inclusive com formagao de pequenos clados internos.

46



1B /ML

B o
d DOG

F HUMAM

.
= son

# msect

1100

0,99/80.2

0,98 /

CBS 132997 — A5 - Brazil -}
CBS 132099 PR Brazil - |
CBS 133000 - PR - Brazil - |}
CBS 133001 - PR - Brazil -
CBS 132002 - PR - Brail - |,
CB5133003 - 5P - Brazil §
8527 PR Brazil- §

55125 - 5P - Brazil - §

53128 5P Brazil - f

CHS 133008 - RI - Brazil - §
L ces 133011 - 3

038/0

L Cs 133012 - Ry _Erazil -
| Skac 03 - MG - Brazil -
[ shco2 MG Brazil-
|- Sbic 06 - MG - Brazil -
| Sbc 07 - MG - Brazil -
| She 08 - MG - Brazil -
f— she 05 - MG - Brazil -
- 5he 13 - MG - Brazil -
| Shc15-MG  Brazil-
(— Sbe 09 MG - Brazil

|- 5be 10 MG - Brazil

|- Sk 12 - MG - Brazil -
|- 5be 11 - MG - Brazil -
| Sbco4-0MG  Brazil -

0,99 /74,2

= Shc 14 - MG - Brazil-
|- Sbc 01 - MG - Bretzil -
[— MW602638 - RS - Brazil -
- MW602638 - RS - Brazil -
[~ MWED2640-RS  Brazil -
[~ MWA&02641 - A% Brazil -
[ MWE02642 - RS ~ Brar
[~ MW&02643 - RS Brazil -
— MW602644 - RS - Brazil
[ MWe02645 - RS - Brazil
— MW6ED2646 RS - Brazil
[ MWG02647 - RS - Brazil -
|- CBS 132985 - MG - Brazil
[— CBS 132989 - RS - Rrazil -
[ 55112 - PA — Brazil - %
f—= CBS 132995- RS - Brazil -
|- CBS 132995 RS- Brayil
|- Ss154 - RS — Brazil - b

[ 55155 - RS- Brazil - }

[~ CBS 132998 - RS - Brazil -
- CBS 133005 - RJ - Brazil -
|- 55246 - R) - Brazi

AN,

133

A

h——;

e s

|- <85 133006 - U - Brazil - B
|- CBS133007 - R - Brazil-
|- CBS 133009 - RJ - Brazil - §
I €85 132010 - RJ - Brazil
—CB3132013 RJ  Brazil -
- €8S 123014 - RJ - Brazil -
- €85 133015 - RJ - Brazil -
[ CBS 133016 - RI- Brazil - §
|- €B5133017 - R - Brazil -
- CBS 132018 - RJ - Brazil - §

= CBS 133019 - RS - Brazil ri.g

|— CRS 132994 - K5 - Brazi

[— CBS 133004 - SP - Rrazi
= CH3 132986 - MG — Hrazil
(- 5508 - MG - Brazil &

[ 5509 - MG - Brazil - §

L CHS 132087 - MG — Rrazil-§

b 5512 - MG - Brazil - &

L cB5132988 PR Brazil- §

{~5538 PR Brazil-

{5552 - 5P - Brazil - §
(5555~ RS- Brazil - §

= %556 RS Brazil-

CB5 132997 ~ES - Brazil-
p—— 5569 - RI-Brazj| §

[ ss70 R Brazil-
{5571 —RJ - Brazil - §

- 5572 - RJ - Brazil -

|- 5579 - Rl - Brazil -

|- €B85132992 RJ - Brazil- §

—CBS 132993 RJ Brazil -}

I 55149 RS - Brazil

|- 55150 - RS — Brazil -

[ BS 120339~ RI - Brazil - &

(~ IPEC 16919 - RJ -Braz -
f———————— 55265 - MG - Brazil -}
L CBS 132990 - RS - Brazil - §

Sparothrix brasilfensis

ﬂ!*MG*BraZH'i
0,97 /0 |- CBS 132965 - PR - Brazil -}
5531 PR — Brazil -
Ss36 PR Brazil-§
CBS 132961 - 5P Brazil -§
€B5 132062 - RS - Brazil §
5505 RS- Brasi -
5504 - RS - Brazil - §
517 — PR - Brazil -
8520 - PR— Brazl -

5524 - PR - Brazil -}
5528 - PR - Brazil
5539 - PR Brazil 4
CBS 132968 — E5 - Brazil -§
Ss64 ES Brazil-f

€BS 132969~ U - Brazi -

1% RI - Brazil -
vess =1 " 55 a Graai
f——%5515 - MG - Brazil -

535 - PR - Brazil -

5578 — Rl - Brazl

099788

17931 L 85 132971 - 5P - Brazil -§

1498, Ent)mmsrazmﬁ
CBS5 35936 - USA -ﬁ

CB5 93872 - France - §

Sporothrix schenckil

2506~ MG~ Brazil - |
541 CE - Brazil-§
ﬁ 5549 GO - Braail-
)
193] cas 120340 Spain-
€BS 130104 - Spain -
€B5 132625 - MG — Brazil -§

CBS 130116 - Spain -

; 17100

1/958 55132- 5P -Brazil - §
L Cos 132028 PE - Brazi B

— CBS 20273 - United Kingdom =
17 9% —CBS 111110 - Germany -

Sporathrix glabosa

Sporothrix mexicana

Sporothrix aibicans

Figura 5: Arvore filogenética constituida pelos isolados estudados a partir do sequenciamento genético de

isolados com alvo no gene da Calmodulina (CAL).
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Figura 6: Arvore filogenética constituida pelos isolados estudados a partir do sequenciamento genético de

isolados com alvo no gene do Fator de Elongacao da Tradugdo-1 Alfa (EF1a).
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A rede haplétipos construida, foi dividida em duas analises para cada gene, sendo
uma com base nos estados de origem dos isolados e a outra baseada nos hospedeiros de
cada isolado (Figura 7). Para o gene da CAL foram formados oito haplotipos distintos
que englobam isolados de cinco estados diferentes (Minas Gerais (MG), Rio de Janeiro
(RJ), Sao Paulo (SP), Rio Grande do Sul (RS) e Parana (PR)). A rede formada com base
no hospedeiro com o gene da CAL também evidenciou a formagdo de oito haplotipos,
sendo o H2 constituidos por isolados de humanos, caninos e felinos, o H1 por isolados de
caninos e felinos, H3 e H4 exclusivamente por isolados de felinos e H5, H6, H7 ¢ H8
somente com isolados de humanos. Tanto na andlise por localizacdo geografica quanto
por hospedeiros, o0 H2 ¢ o haplétipo predominante, com um grupo de grande diversidade
genética, onde estdo incluidos quatro dos 15 isolados desse estudo. E na rede de
haplétipos com base nos hospedeiros, pode ser observado a predominancia dos isolados

caninos no H1 (11 isolados).

Na analise de haplotipos com o gene do EFla destaca-se a presenca de quatro
haplotipos, sendo compostos por isolados de seis estados (MG, RJ, SP, ES, RS e PR).
Quando analisado a mesma rede em relagdo aos hospedeiros, observa-se que dois dos
quatro haplétipos (H1 e H2) sdo compostos por isolados de caes, felinos e humanos,
diferente do que ocorre no H3 e no H4, que apresentam somente isolados de cdo e de
gato, respectivamente. Cabe destacar a grande variagdo genética presente no H1, com
1solados provenientes de 5 estados e contendo 14 das 15 isolados de canino avaliados
nesse estudo. Além disso, houve nessa analise, a formacdo do H4 composto somente por
um isoladocanino incluido no presente estudo. As andlises de ambos os genes nado

apresentaram estruturacao do fungo por hospedeiro.
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Figura 7 — A) Rede de haplétipos com gene da CAL por localizagdo geografica. B) Rede de haplotipos
com gene da CAL por hospedeiros. C) Rede de haplétipos com gene da EFla por localizagdo geografica.
D) Rede de haplotipos com gene da EF1a por hospedeiros.

Para determinar o perfil de suscetibilidade antifingica, o ponto de corte
epidemioldgico proposto por ESPINEL-INGROFF et al. (2017) foi utilizado, de modo
que, amostras com valores de CIM de ITZ <2ug/ml sdo sensiveis e as com CIM >2pg/ml
sdo consideradas resistentes € no mesmo modelo, as amostras com valores de CIM para
AB <4pg/ml e >4pg/ml sdo as sensiveis e as resistentes, respectivamente. Os resultados

do CIM analisados estdo expressos na Tabela 3 e divididos de acordo com o ano de
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isolamento do fungo. Para Anfotericina B os isolados variaram de 1-4pg/ml. Para
Itraconazol os isolados variaram de 0,125-2pg/ml. Dessa forma, um dos nossos isolados

(Sbc 07) foi resistente para Itraconazol e outro (Sbc 10) para Anfotericina B.

Tabela 3 — Resultado dos testes de suscetibilidade para determina¢do da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) para Anfotericina B e Itraconazol dos isolados avaliados em

Minas Gerais.

Isolado Ano CIM Anfotericina B pg/ml  CIM Itraconazol pg/ml
Sbhc 01 2021 2 0,125
Sbc 02 2020 2 1
Sbc 03 2020 1 0,5
Sbc 04 2021 2 1
Sbc 05 2021 2 1
Sbc 06 2018 1 0,25
Sbc 07 2019 2 2*
Sbc 08 2019 2 1
Shc 09 2022 2 1
Sbc 10 2022 4% 0,5
Sbc 11 2022 1 1
Sbc 12 2022 2 0,5
Sbc 13 2022 1 1
Sbc 14 2022 1 1
Sbc 15 2022 0,25 0,25

*Isolados resistentes foram definidos quando valores de CIM eram maiores ou igual 2ug/ml para ITZ e
4ug/ml para AMB segundo Espinel- Ingroff et al. (2017).

4.4. DISCUSSAO

A esporotricose vem se destacando pelo seu carater emergente e pelos surtos em
diversas regides do pais (ETCHECOPAZ et al., 2021; RODRIGUES et al., 2022).
Embora no Brasil essa zoonose tenha se tornado um problema sanitario principalmente
no Rio de Janeiro, observa-se um aumento na frequéncia de casos humanos e animais no
estado de Minas Gerais, o que preocupa as autoridades e pesquisadores da area da satde.
A esporotricose na capital do estado, Belo Horizonte, apresenta carater zoonotico e esta
ocorrendo no momento em que se observa um grande crescimento da populagao felina no

municipio (SANTOS et al., 2018).

A esporotricose canina ainda apresenta poucos casos € estudos se comparado ao

numero registrado em felinos e humanos (BOECHAT et al., 2021). Entretanto a doenga
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em caes demonstra um crescimento nos ultimos anos, principalmente nos locais onde a
esporotricose ¢ endémica para felinos. Além disso, relatos vem alertando profissionais da
saude para o papel do cao no ciclo da doenga nao s6 como um hospedeiro, mas também
como um transmissor, inclusive para humanos (MADRID et al., 2007; RAMOS et al.,
2017; POESTER et al., 2018; NETO et al., 2023). Isso refor¢a a necessidade de mais
estudos para uma melhor compreensdo da doenga em caes e geracdo de conhecimento
para a desenvolvimento de estratégias de controle da esporotricose sob a perspectiva da

saude Unica.

Analisando o perfil epidemioldgico dos caes cujos isolados foram utilizados nesse
estudo, observa-se uma predominancia em machos, assim como ja descrito por outros
autores (SCHUBACH et al., 2006; GUTERRES et al., 2014; MASCARENHAS et al.,
2018). Os caes machos em fase de reproducdo, podem se deslocar por longas distancias,
em busca de fémeas, o que favorece o contato e brigas com animais que podem estar
infectados com a doenga, favorecendo assim a infec¢ao desses caes (BAES PEREIRA et
al., 2022). O contato com felinos ainda ¢ a principal forma de transmissao do fungo para
outros hospedeiros e no nosso estudo esse dado também foi comprovado, refor¢gando que
a forma de transmissao horizontal do gato ao cao ¢ uma importante fonte de infecgao seja

pelo contato direto com lesdes ou através de brigas (SCHUBACH et al., 2006).

A forma clinica de lesdes mais comum em caninos € a cutdnea fixa, com
apresentacao ulcerada ou nodular (FIDELIS GONSALES et al, 2015). A forma
linfocutanea é menos comum nos cades e¢ a cutanea disseminada mais rara, estando
relacionada a um comprometimento imunoldégico do cdo para que se instale a doenca
dessa forma (WHITTEMORE & WEBB, 2007; MADRID et al., 2012). Também ¢
comum que as lesdes sejam encontradas no plano nasal (BOECHAT et al., 2021) assim

como foi observado na maioria dos cdes que tiveram seus isolados incluidos nesse estudo.

Outro dado observado entre os isolados desse estudo, ¢ que os caes acometidos
com esporotricose tiveram seu diagnostico em sua maioria no outono (46,66%) e inverno
(26,66%). Tal fato foi o relatado também por Baes Pereira (2022), que sugere que a
infeccdo provavelmente ocorra nas épocas mais quentes do ano e o diagnostico

posteriormente, nas estagdes mais frias. Entretanto, ainda sdo escassos os dados sobre a

53



sazonalidade da doenga no pais, mas acredita-se que a esporotricose 0corro com maior

frequéncia no verdo (SILVA et al., 2019; BAES PEREIRA et al., 2022).

O cultivo dos isolados caninos apresentaram o aspecto caracteristico para os
fungos do género Sporothrix, com destaque para a pigmentacdo que foi observada nas
colonias com o decorrer dos dias (MADRID et al., 2012; ETCHECOPAZ et al., 2021).
Entretanto, apenas a observagdo macromorfologica do cultivo ndo ¢ suficiente para a
determinagdo da espécie flingica, sendo necessario a utilizacao de outras técnicas para tal

identificacdo, assim como ja descrito na literatura (RODRIGUES et al., 2020).

A identificagdo molecular que teve inicio com o PCR espécie-especifico
evidenciou que todos os isolados sdo S. brasiliensis, ndo havendo nenhuma outra espécie
de Sporothrix spp. circulando entre os animais. Isso refor¢a a predominancia dessa
espécie acometendo caes da regido Sudeste (RODRIGUES et al., 2014; BOECHAT et
al.,2021). Além disso, estudos apontam o S. brasiliensis como a espécie responsavel pela
expansao da doenca e surtos epizodticos que ocorrem no pais (QUEIROZ-TELLES et al.,
2022).

A andlise filogenética para o gene da CAL apresentou a formagdo de um grande
clado composto por S. brasiliensis, onde todos os isolados caninos obtidos nesse trabalho,
concentram-se exclusivamente nesse clado monofilético. Enquanto no clado de S.
schenckii observa-se a formagdo de pequenos clados dentro do mesmo grupo, o que
mostra uma variacao interespecifica entre os isolados e a capacidade do gene da CAL em
esclarecer tais aspectos. Entretanto, os valores obtidos nas andlises ndo permitem fazer
maiores inferéncias a respeito de tais variagdes. Na arvore construida pelo
sequenciamento do gene do EFla ¢ possivel observar a formacao de pequenos clados
internos ao grande clado de S. schenckii, o que sugere uma variagao intraespecifica entre
os isolados de S. schenckii analisados. Além disso, em ambas as arvores, S. brasiliensis
apresenta uma baixa diversidade se comparada ao S. schenckii o que pode estar
relacionado a auséncia de recombinacdo na espécie (MARIMON et al., 2007

RODRIGUES et al., 2013).

As duas arvores filogenéticas geradas demonstram a grande relevancia de S.
brasiliensis para a epidemiologia da doenca em cdes, por ser a principal espécie

relacionada aos casos de esporotricose canina e a principal espécie circulante em outros
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hospedeiros no pais, principalmente em regides onde a doenca ¢ endémica (BOECHAT
et al., 2021; BAES PEREIRA et al., 2022). Esses resultados corroboram com estudos
que descreveram S. brasiliensis como uma espécie clonal (RODRIGUES et al., 2013;

MONTENEGRO et al., 2014).

Os resultados da analise da rede de haplétipos para o gene CAL sugerem que nao
ha uma estruturagao de haplotipos por hospedeiros, nem diferenciagao das linhagens pelo
hospedeiro, o que indica que S. brasiliensis pode infectar varios hospedeiros e que ainda
nao houve uma adaptagdo especifica para diferentes espécies. Além disso, cabe destacar
a grande diversidade genética contida no H2, onde hé a predominéncia de isolados do Rio
Grande do Sul. Os haplétipos H7 e H8 que sdo observados nas extremidades sdo
sugestivos de expansdo recente. Na analise com alvo no gene EFla o haplotipo H1 € o de
maior diversidade genética em relagdo a origem dos isolados e onde observa-se a
predominancia de cepas do estado do Rio de Janeiro e Minas Gerais. De forma similar ao
gene da CAL, os resultados também sdo sugestivos de que ndo ha uma estruturagdo de
haplétipos nem diferenciagdo por hospedeiros e que os haplotipos H3 ¢ H4 podem estar
relacionados a expansdo recente do fungo. Cabe destacar ainda que o H4 ¢ composto

somente por uma amostra canina proveniente de Minas Gerais.

Os valores obtidos no CIM mostram que ha dois isolados resistentes dentro das
amostras que compde o estudo, revelando o risco de cepas resistentes circulando entre
caninos em Minas Gerais. Esse dado ¢ de extrema importancia, uma vez que, ha poucos
estudos sobre a resisténcia a antifungicos em isolados caninos. Baes Pereira et al. (2022)
demostraram que 70% dos isolados caninos que foram submetidos ao teste de
suscetibilidade in vitro apresentaram resisténcia ao ITZ em seu estudo conduzido no
estado do Rio Grande do Sul. Além disso, Boechat ef al. (2021) descreveram em seu
estudo a resisténcia a Anfotericina B em isolados caninos provenientes do estado do Rio
de Janeiro, o que refor¢ca a importancia dos testes de suscetibilidade para auxiliar na

escolha de um tratamento assertivo para a zoonose.

Ainda sao escassos os dados disponiveis na literatura sobre as diferentes técnicas
moleculares, associados a dados clinicos e testes como MIC para isolados exclusivamente
caninos. Esse estudo abordou uma associacao de técnicas que se mostraram eficientes

para exibir novos dados sobre a epidemiologia molecular da esporotricose canina,
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destacando a eficiéncia do gene da CAL e do EFla para proporcionar dados sobre

diferenciagdes interespecificas e intraespecificas nos isolados de S. brasiliensis de Minas

Gerais. Uma aten¢do maior ao tratamento € requerida pela observacao da circulagdo de

isolados resistentes a Itraconazol e Anfotericina B. Considerando o contexto da doenca e

os dados gerados pelo estudo, entende-se que o cdo necessita um local de destaque na

epidemiologia desta enfermidade, uma vez que, o nlimero de casos de esporotricose nesta

espécie vem aumentando.

—
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APENDICE: TABELA SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1 - Isolados utilizados nas andlises filogenéticas e seus dados
complementares: codigos de isolado e CBS, espécie, codigos de depdsitos no GenBrank,
referéncias e origem geogréafica.

Isolate code

Ss05

Ss53

Ss54

Ss152

Ss153

Ss154

Ss155

Ss156

51157

51171

Ss172

Ss173

Ss174

$5226

Ss245

S$s246

Ss247

$s248

Ss249

Ss250

Ss251

S$s252

§s253

Ss254

Ss255

Ss256

Ss257

CBS code

CBS 132985

CBS 132989

CBS 132990

CBS 132995

CBS 132996

CBS 132997

CBS 132998

CBS 132999

CBS 133000

CBS 133001

CBS 133002

CBS 133003

CBS 133005

CBS 133006

CBS 133007

CBS 133008

CBS 133009

CBS 133010

CBS 133011

CBS 133012

CBS 133013

CBS 133014

CBS 133015

CBS 133016

Species

Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis

Sporothrix brasiliensis

Source

Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis

Feline sporotrichosis

GenBank
CAL EFla
KC693830 KC576544
KC693846 KC576568
K2041903 KC576569
KC693865 KC576596
KC693866 KC576597
KC693867 KC576598
KC693868 KC576599
KC693869 KC576600
KC693870 KC576601
KC693871 KC576602
KC693872 KC576603
KC693873 KC576604
KC693874 KC576605
KC693875 KC576616
KC693878 KC576619
KC693879 KC576620
KC693880 KC576621
KC693881 KC576622
KC693882 KC576623
KC693883 KC576624
KC693884 KC576625
KC693885 KC576626
KC693886 KC576627
KC693887 KC576628
KC693888 KC576629
KC693889 KC576630
KC693890 KC576631

Reference

[31]
[31]
[31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]

[31]
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Geographic
origin

Belo Horizonte,
MG, Brazil
Rio Grande, RS,
Brazil
Rio Grande, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Londrina, PR,
Brazil
Londrina, PR,
Brazil
Londrina, PR,
Brazil
Londrina, PR,
Brazil
S3o Paulo, SP,
Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil



Ss258

$s259

Ss260

Ss151

Ss227

Ss07

Ss08

Ss09

Ss10

Ss12

Ss25

Ss27

Ss38

Ss52

Ss55

Ss56

Ss62

Ss69

Ss70

Ss71

Ss72

Ss79

Ss82

Ss87

Ss125

Ss128

Ss149

55150

CBS 1203397

IPEC 16919

Ss261

$5265

Ss01

CBS 133017

CBS 133018

CBS 133019

CBS 132994

CBS 133004

CBS 132986

CBS 132987

CBS 132988

CBS 132991

CBS 132992

CBS 132993

CBS 1203397

CBS 133020

CBS 132961

Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis

Sporothrix schenckii

Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Feline sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis

Felina sporotrichosis

KC693891

KC693892

KC693893

KC693864

KC693876

KC693831

KC693832

KC693833

KC693834

KC693835

KC693840

JX077111

KC693844

KC693845

KC693847

KC693848

JX077113

KC693849

KC693850

KC693851

KC693852

KC693856

KC693857

KC693858

JX077116

KC693861

KC693862

KC693863

AM116899

AM116898

KC693894

JN204360

KC693828

KC576632

KC576633

KC576634

KC576595

KC576617

KC576546

KC576547

KC576548

KC576549

KC576550

KC576556

KC576558

KC576563

KC576567

KC576570

KC576571

KC576572

KC576575

KC576576

KC576577

KC576578

KC576582

KC576584

KC576585

KC576588

KC576589

KC576593

KC576594

KC576606

KC576607

KC576635

KC576636

KC576540

[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
(31]
[35]
(31]
[31]
(31]
[31]
[35]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[31]
(31]
[35]
(31]
[31]
(31]
[17]
[17]
(31]
[39]

(31]
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Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
S3o Paulo, SP,
Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
S3o Paulo, SP,
Brazil
Rio Grande, RS,
Brazil
Rio Grande, RS,
Brazil
Vila Velha, ES,
Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Campinas, SP,
Brazil
Campinas, SP,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Pelotas, RS,
Brazil
Uberaba, MG,
Brazil
S3o Paulo, SP,
Brazil



Ss02

Ss03

Ss04

Ss13

Ss15

Ss17

Ss20

Ss24

Ss26

Ss28

Ss31

Ss35

Ss36

Ss39

Ss63

Ss64

Ss73

Ss75

Ss78

Ss80

$s90

Ss111

Ss143

CBS 35936 "
CBS93872

Ss06

Ss41

Ss49

CBS 1203407
CBS 130104

Ss236

FMR 8598
CBS 937.727

Ss132

CBS 132962

CBS 132963

CBS 132965

CBS 132968

CBS 132969

CBS 132971

CBS 359.361
CBS 93872

CBS 132922

CBS 132923

CBS 132924

CBS 1203407
CBS 130104

CBS 132925

C85130116
CBS 937.727

CBS 132927

Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii

Sporothrix schenckii

Sporothrix globosa
Sporothrix globosa

Sporothrix globosa

Sporothrix globosa

Sporothrix globosa
Sporothrix globosa

Sporothrix globosa

Sporothrix luriei

Sporothrix mexicana

Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis
Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis
Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis
Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

Human sporotrichosis

KC693829

10077117

JX077118

KC693836

KC693837

KC693838

JX077119

KC693839

KC693841

JX077121

JX077122

KC693842

KC693843

K2041899

J0077123

10077124

KC693853

KC693854

KC693855

JX077125

KC693859

KC693860

10041903

AM117437
AM490340

JF811336

JF811337

1F811338

AM116908
AM116905

KC693877

AM116903
AM747302

JF811340

KC576541

KC576542

KC576543

KC576551

KC576552

KC576553

KC576554

KC576555

KC576557

KC576559

KC576560

KC576561

KC576562

KC576564

KC576573

KC576574

KC576579

KC576580

KC576581

KC576583

KC576586

KC576587

KC576592

KC576614
KC576637

KC576545

KC576565

KC576566

KC576608
KC576609

KC576618

KC576638
KC576615

KC576590

[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
(30]
[31]
(31]
[30]
(30]
[30]
(31]
[31]
[30]
[30]
[30]
(31]
[30]
(30]
[31]
[17]
(17]
[31]
(31]
[31]
[17]
[17]
(30]
[17]
[17]

(31]
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Porto Alegre,
RS, Brazil
Porto Alegre,
RS, Brazil
Porto Alegre,
RS, Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Belo Horizonte,
MG, Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Curitiba, PR,
Brazil
Vila Velha, ES,
Brazil
Vila Velha, ES,
8011/

Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Rio de Janeiro,
RJ, Brazil
Sdo Paulo, SP,
Brazil
Belém, PA,
Brazil

Estados Unidos

Franca

Belo Horizonte,
MG, Brazil
Fortaleza, CE,
Brazil
Goiania, GO,
Brazil

Espanha

Espanha

Minas Gerais,
MG, Brazil

Espanha
Africa do Sul

Sdo Paulo, SP,
Brazil



Ss133

CBS 120342
CBS 1203417
CBS 302.737
CBS 111110

MW602638

MW602639

MW602640

MW602641

MW602642

MW602644

MW602643

MW602645

MW602647

MW602646

CBS 132928

CBS 120342
CBS 1203417
CBS 302.731
CBS 111110

Sporothrix mexicano

Sporothrix mexicana
Sporothrix mexicana
Sporothrix pallida

Sporothrix pallida

Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis
Sporothrix brasiliensis

Sporothrix brasiliensis

Human sporotrichosis

Vegetal
Soil
Soil

Insect

Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis
Canine sporotrichosis

Canine sporotrichosis

/9811341

AM398392
AM398393
AM398396
AM398382

MW602638
MW602639
MW602640
MW602641
MW602642
MW602644
MW602643
MW602645
MW602647

MW602646

KC576591

KC576610
KC576611
KC576612
KC576613

[31]
[17]
[17]
[17]
[17]

[2]
(2]
[2]
(2]
[2]
[2]
(2]
[2]
(2]
[2]

Abreviaturas: Ss, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP); IPEC, Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, Fiocruz, Brasil; FMR, Faculdade de Medicina e Ciéncias da Satude, Reus, Espanha; CBS,
Centraalbureau voor Schimmel Cultures, Utrecht, Holanda; T, fension type. Representagdo dos estados
brasileiros: MG, Minas Gerais; RS, Rio Grande do Sul; PR, Parana; SP, Sdo Paulo; RJ, Rio de Janeiro;
ES, Espirito Santo; PA, Para; CE, Ceara; GO, Goias e PE, Pernambuco.
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Mexico
Mexico
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Rio Grande do
Sul — Brazil
Rio Grande do
Sul — Brazil
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Sul — Brazil
Rio Grande do
Sul — Brazil
Rio Grande do
Sul — Brazil
Rio Grande do
Sul — Brazil



5. CAPITULO 3 - MANUSCRITO - O PAPEL DOS CAES NA TRANSMISSAO
ZOONOTICA DA ESPOROTRICOSE NA REGIAO METROPOLITANA DE
BELO HORIZONTE, MINAS GERAIS: RELATO DE CASOS

RESUMO

A esporotricose € uma micose cosmopolita e negligenciada que afeta os animais e os seres
humanos. Atualmente o Brasil € o pais que mais apresenta casos tanto em humanos quanto
em animais. Os felinos sdo os mais acometidos e também a espécie envolvida com maior
frequéncia na transmissdo zoonotica da doenga. A doenga nos caes apresenta um numero
menor quando comparada aos felinos, entretanto, observa-se um nimero crescente de
esporotricose canina no Brasil, principalmente nas regides onde os surtos sdo registrados,
como ¢ o caso dos municipios do Rio de Janeiro e Belo Horizonte. A expansao da
esporotricose, causada principalmente pela transmissao zoonética da espécie Sporothrix
brasiliensis esta relacionada a quadros clinicos atipicos € com tratamento complexo em
humanos e animais. Os relatos em humanos a partir de casos animais sdo de extrema
importancia para compreensdao da epidemiologia da doenga e contribuigdo cientifica,
através de novos dados gerados para divulgagdo. Diante disso, este trabalho tem como
objetivo relatar dois casos de esporotricose canina com transmissdo zoonOtica para
humanos. No primeiro caso relatado o animal apresentava a doenga na forma cutanea fixa
e seu tutor se infectou a partir do contato direto com a lesdo durante o manejo do animal,
o que resultou em um quadro de esporotricose com lesdes graves. No segundo caso o c@o
também apresentava a forma cutanea fixa e transmitiu o agente para seu tutor a partir de
mordedura, levando o mesmo a desenvolver a enfermidade. Em ambos os casos, os
tutores e seus animais tiveram o diagnostico e tratamento adequados, entretanto, o cdo do
primeiro caso foi a obito enquanto o cdo do segundo caso permanece vivo € em
tratamento. Os tutores acometidos com a esporotricose ainda se encontram em
acompanhamento médico e seguem em tratamento para a zoonose. Esse € o primeiro

relato de transmissdo zoonotica da esporotricose de cao para humano em Belo Horizonte.

Palavras-chaves: esporotricose, cdo, zoonose, Sporothrix spp., saude publica.
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5.1. INTRODUCAO

De carater subagudo e com distribui¢do mundial, a esporotricose ¢ uma importante
zoonose causada por fungos termodimérficos do género Sporothrix. E uma infecgdo
considerada endémica em paises tropicais e subtropicais como o Brasil, sendo Sporothrix
brasiliensis a principal espécie circulante no pais, a mais disseminada pela transmissao
zoonoOtica ¢ a causadora de quadros atipicos e com tratamentos complexos devido a
resisténcia fungica aos farmacos disponiveis (DE BEER et al., 2016; GREMIAO et al.,
2017; LI et al., 2019; ETCHECOPAZ et al., 2021). A esporotricose tem representado
uma grande preocupacao para a saude publica, principalmente pelos milhares de casos ja
registrados por todos pais e sua expansdo aos paises vizinhos, como a Argentina e
Paraguai (POESTER ET AL., 2022; RODRIGUES et al., 2022). Sporothrix brasiliensis
¢ o responsavel pelo surto epizodtico em curso no Brasil (QUEIROZ-TELLES et al.,
2022). As regides Sudeste e a Sul sdo as que mais apresentam relatos de casos, tanto em
humanos quanto em animais, sendo o Rio de Janeiro considerado como o epicentro da
esporotricose no pais (GREMIAO et al., 2017; PAIVA et al., 2020; RODRIGUES et al.,
2020).

A infecgdo pode ocorrer através de duas vias. A via saprondtica ocorre a partir da
inoculagdo traumatica do fungo presente em plantas e solos contaminados diretamente na
pele do hospedeiro. Na via zoondtica, a transmissao se da pela mordedura ou arranhdo de
animais infectados, mas também pode ocorrer pelo contato dos tutores com as lesdes e

secregOes dos animais doentes (OROFINO-COSTA et al., 2017; Ll et al., 2019).

Os felinos sdo os principais responsaveis pela transmissdo zoondtica da doenga no
pais (GREMIAO et al., 2021). A esporotricose em cdes ainda ¢ considerada incomum,
entretanto, h4d um aumento no numero de casos de cdes acometidos, principalmente os
que convivem com os felinos infectados nas areas de surto da doenca (MADRID et al.,
2007; MASCARENHAS et al., 2018). Ademais, estudos recentes mostram que o cao
participa do ciclo de transmissdo zoonotica, ocasionando casos de esporotricose em
humanos (RAMOS et al., 2017; NETO et al., 2023). A doengca em humanos pode
apresentar a forma cutinea fixa, linfocutanea, cutanea disseminada e a apresentacdo

clinica mais grave, com acometimento sistémico, representando grande risco aos
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pacientes com comorbidades e imunossuprimidos (OROFINO-COSTA et al., 2017;
SANTOS et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020).

Diante disso, relata-se dois casos de esporotricose canina com transmissao zoonotica
para humanos, ocorridos na regido metropolitana de Belo Horizonte, contribuindo com

novos dados sobre o potencial de transmissdo dessa doenca de caes para humanos.

5.2. RELATO DE CASO
5.2.1. Caso1

No dia 13 de julho de 2022, um cao da raga labrador, macho, de dez anos foi
atendido em uma clinica particular no municipio de Vespasiano, em Minas Gerais com
queixa de uma lesdo ulcerada nao recente localizada na regido dorsal do animal. O cdo ja
havia passado por outras consultas, sem sucesso no diagnostico e tratamento. O animal
também estava em tratamento para hepatopatia cronica com quadro estavel. O cdo era
domiciliado em quintal com gramado e plantas, sem acesso a rua e sem convivio com
felinos. Durante a avaliagdo clinica, o paciente foi examinado e seus parametros
fisioldgicos apresentavam-se dentro da normalidade, entretanto foi observada a presenca
uma lesdo na regido tordcica dorsal com cerca de Scm de diametro e aspecto
granulomatoso com secrecdo sanguinolenta (Figura 8A). Diante da suspeita de
piodermatite, foi prescrito o tratamento com antibidtico sistémico. No mesmo dia,
também foi coletada amostra para teste sorologico de leishmaniose e agendado um

retorno ao fim do tratamento prescrito.

O animal realizou o tratamento com antibiotico ¢ em nova avaliacdo, o tutor
relatou que ndo houve melhora do quadro. O resultado de sorologia para leishmaniose foi
negativo. E diante da suspeita de outros diagnosticos diferenciais como neoplasias e
outras dermatopatias, foi realizado uma bidpsia cutinea da lesdo avaliada (Figura 8B). O
exame histopatologico evidenciou que o material analisado se tratava de um fragmento
de pele com paniculite piogranulomatosa multifocal a coalescente acentuada, cronica,
associada a estruturas fungicas arredondadas e ovaladas intralesionais, sugestivo de
esporotricose. Diante dos resultados dos exames complementares, foi prescrito

itraconazol 450mg/SID por 30 dias, Omeprazol 20mg/SID por 30 dias e Silimarina

67



100mg/SID também por 30 dias. Os tutores foram informados a respeito da micose, sobre
os cuidados com o animal e a higiene ambiental para evitar a contaminagdo do ambiente

e a possibilidade de transmissao para as pessoas que conviviam com o cao.

Figura 8: A) Lesdo em regido toracica, ulcerada, com aspecto granulomatoso, secre¢do sanguinolenta no

momento do atendimento veterinario. B) Animal ap6s a realiza¢ao da bidpsia para exame histopatologico.

O tutor do cdo, um homem, idoso de 63 anos, antes mesmo do diagndstico de
esporotricose, realizava diariamente a medicacao oral do paciente canino, assim como a
limpeza da ferida, sem utilizar nenhum equipamento de protecdo individual. Cerca de 30
dias ap6s o diagnostico do cdo, o idoso apresentou uma lesdo no polegar direito, de
aspecto ulcerado, tecido granulomatoso, edemaciado e presenca de secrecdo
sanguinolenta, com cerca de seis centimetros de didmetro, acometendo a falange média e
distal (Figura 9A). O tutor buscou por atendimento médico e relatou que seu animal foi
diagnosticado com esporotricose e que ele medicava e cuidava da lesdo do animal
diariamente sem uso de luvas. Diante do histdrico e da avaliacdo clinica, o diagnostico de

esporotricose foi confirmado com a hospitalizagao do paciente para inicio do tratamento.

O paciente canino, ap6s o diagnostico de esporotricose retornou para o seu
domicilio, porém, apresentou um quadro descompensatorio de hepatopatia cronica,
resultando em Obito por encefalopatia hepatica impedindo o inicio do tratamento para

esporotricose. O tutor do animal seguiu hospitalizado para o desbridamento do tecido
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necrosado (Figura 9B) e seguiu em tratamento para a zoonose utilizando itraconazol na

dose de 200mg/SID.

»

Figura 9: A) Lesdo em polegar do tutor no dia do atendimento médico. B) Lesdo apos procedimento de

desbridamento realizado no Hospital que acompanha o caso.

5.4.2. Caso 2

Um canino da raga Shih Tzu, macho, nido castrado, trés anos foi atendido no
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Minas Gerais no més de agosto de 2022,
apods o animal apresentar uma lesdo em plano nasal. Segundo os tutores, o c2o ja havia
passado por outros atendimentos e realizado outros tratamentos, entretanto, em nenhum
deles houve melhora do quadro clinico. A lesdo em questdo havia surgido apds o animal
brigar com gatos de vida livre que entraram no domicilio, segundo relato dos tutores. A
lesdo apresentada inicialmente era nodular, com rapido crescimento, com presenga de
secre¢do esverdeada. Além disso, o animal apresentava alteragdo do quadro respiratorio,
com muita dificuldade para respirar e ruido atipico. Com o passar dos dias a lesdo nodular
ulcerou apresentado sangramento e o acimulo de crostas, dificultando mais ainda a
respiracdo do paciente. O cdo apresentou sorologia negativa para Leishmaniose. Ao
examinar o paciente, foi observado que a deformagao do plano nasal e o intenso edema
da regido havia obstruido as narinas do cdo. Diante do histdrico e da alteragao observada,
suspeitou-se de esporotricose. Foi prescrito para o animal por via oral itraconazol

50mg/BID até novas recomendagdes no retorno em 30 dias.
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No retorno, o animal veio para nova avaliagdo clinica apresentando involucao
parcial nos sinais, de forma que, foi mantido o tratamento por mais um més para completa
resolucao do quadro. Porém, apos observar uma consideravel melhor no aspecto da
lesdo, a tutora suspendeu a medica¢ao do cdo sem orientacdo veterinaria € nao retornou
para acompanhamento do quadro. Algumas semanas depois, o cdo apresentou recidiva no

quadro e necessitou passar por novo atendimento.

Durante a nova avaliacdo clinica, o animal apresentava-se prostrado com intenso
ruido respiratorio e recidiva na lesdo do plano nasal, com quadro de esporotricose na
forma cutanea fixa, lesdo ulcerada e grande volume de secrecdo sanguinolenta. Diante
disso, o tratamento com itraconazol foi retomado em associag¢ao ao iodeto de potassio e

solicitagao de retorno em 30 dias para nova avaliagao.

A tutora ¢ uma mulher, jovem, 26 anos, doente renal cronica e que realiza
hemodialise periodicamente. Durante o acompanhamento nefroldgico a tutora relatou ao
seu médico que seu cao com esporotricose mordeu seu polegar direto, surgindo no local,
apos um més do acidente, uma lesdo cutinea (Figura 10A), dores nas articulagdes do
membro do dedo acometido e dor ao respirar. Diante disso, a paciente foi hospitalizada
para realizagdo do seu procedimento de hemodialise e foi solicitada ao setor de
dermatologia do Hospital da Baleia em Belo Horizonte, Minas Gerais, uma avaliacdo da
lesdo da paciente. Durante o atendimento pela dermatologista, foi coletado material para
exames complementares, através de raspado profundo, para realizag¢do de cultura fingica.
Em dez dias o resultado da cultura foi positivo para crescimento de fungos do género
Sporothrix. Sendo assim, foi prescrito para a paciente com itraconazol via oral, na dose
de 200mg a cada 12 horas por 90 dias e retornos peridodicos foram agendados para
acompanhamento, assim como, uma consulta com o médico infectologista para melhor

acompanhamento do quadro de esporotricose humana.

A mulher seguiu o tratamento em casa e nao retornou para o acompanhamento,
suspendendo a medicacgao ap6s os 90 dias prescritos quando viu melhora da lesdo (Figura
10B). Entretanto, apds dois meses, a lesdo no dedo recidivou e a paciente optou por voltar
a tomar a medicagdo por conta propria, sem orientacdo médica. Nesse periodo ela

retornou ao hospital e relatou os acontecimentos a dermatologista que a diagnosticou
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inicialmente. A médica recomendou que passasse pela avaliagdo de um médico

infectologista uma vez que a paciente tem comorbidades e apresentou recidiva no quadro.

Até o presente momento a mulher ainda nao havia consultado um infectologista

para acompanhamento do seu tratamento. O c3o esta em tratamento e sob cuidados da sua

familia, mas ainda ndo houve completa cura clinica de seu quadro.

Figura 10: A) Lesdo em polegar direito de tutora no dia do seu relato e primeiro atendimento no hospital.
Lesdo com aspecto ulcerado, granulomatoso ¢ com secrecdo serosanguinolenta. B) Lesdo em polegar apos

90 dias de tratamento com Itraconazol 200mg/BID.

5.3. DISCUSSAO

A esporotricose ¢ uma micose endémica de grande relevancia na satde publica.
Atualmente o Brasil é o pais onde ha mais registros de esporotricose canina em todo
mundo (MADRID et al., 2012; VIANA et al., 2018). A doenca tem se expandido
rapidamente por todos os estados do Brasil, provocando surtos principalmente pela via
zoonotica, destacando o papel dos felinos na transmissdo para humanos. Os casos de
esporotricose felina em Minas Gerais sdo relatados desde 2015 e apresentam constante
crescimento, porém, observa-se um aumento do numero de casos caninos, principalmente
nos locais de surtos em que os cdes estdo em contato direto com os felinos doentes
(MACEDO-SALES et al., 2018; MASCARENHAS et al., 2018; SANTOS et al., 2018;
LECCA et al., 2020).
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Caes se infectam comumente pelo contato com gatos doentes através de mordidas
e arranhdes durante as brigas. Ha ainda a possibilidade de infec¢ao devido ao contato com
o solo contaminado, principalmente durante atividades de caga, onde os caes farejam e
cavam o solo, além dos traumas que podem ser ocasionados por plantas contaminadas no
ambiente (BOECHAT et al., 2021; ANDRADE et al., 2022b). Os relatos de ambos os
casos do presente estudo mostram as duas formas de infec¢do pelos pacientes caninos,
sendo o paciente do caso dois, infectado apds ter sido arranhado por gatos de vida livre
que provavelmente estavam infectados com a esporotricose. Ja o paciente do primeiro
relato, ndo tem historico de contato com gatos, o que reforga a possibilidade do animal
ter se infectado pela via saprondtica, apos lesdo traumatica ndo observada inicialmente
pelos seus tutores. A literatura descreve abundantemente as duas formas de infecc¢ao
apresentadas pelos caninos nos nossos relatos, contato com felino infectado e ambiente
contaminado (BAES PEREIRA et al., 2022; MASCARENHAS et al., 2018; NETO et
al.,2023; RODRIGUES et al., 2022).

Entretanto, raros estudos demonstram o cao infectado como possivel transmissor
para humanos e o seu completo papel na epidemiologia da doenca. E importante uma
aten¢do ao crescente numero de casos caninos e sua contribuicdo na expansdo da
esporotricose humana (RAMOS et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020; NETO et al.,
2023). Em ambos os casos relatados nesse estudo, os tutores realizavam o manejo diério
dos seus animais infectados apresentando contato direto com lesdes e secregcdes sem
protecao. Ha divergéncias entre os dois relatos quanto a inoculagao do fungo, sendo o
primeiro relato o tutor infectado apenas pelo contato com secre¢des e o segundo infectado
pela mordedura do cdo. As duas formas corroboram com o potencial canino na

transmissao zoondtica da esporotricose (RAMOS et al., 2017; NETO et al., 2023).

A esporotricose em humanos pode apresentar a forma clinica cutanea localizada,
cutanea fixa, linfocutdnea e cutanea disseminada e em pacientes imunossuprimidos a
doenca pode levar a quadros sistémicos graves (OROFINO-COSTA et al., 2017;
SANTOS et al., 2018). A forma cutanea fixa foi observada nos pacientes humanos dos
dois casos relatados, iniciando nos dedos dos membros superiores. As lesdes
apresentavam-se ulceradas, com tecido granulomatoso e com presenga de secre¢do. Esta
descricdo e apresentacdo clinica sdo comuns em estudos envolvendo humanos

(OROFINO-COSTA et al., 2017; ETCHECOPAZ et al., 2021). No caso 2, a ferida
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apresentava areas de necrose, dificultando seu tratamento. Artrites reativas, poliartrite e
sinais respiratorios também sdo descritos em pacientes em que a doenga apresenta
disseminagdo por via hematdgena, principalmente nos imunossuprimidos (OROFINO-
COSTA et al., 2017). No segundo relato foi descrito, em que além da lesao no dedo, a

paciente queixava-se de dores articulares e dificuldade respiratoéria.

De forma similar aos humanos, os caes podem apresentar as mesmas formas
clinicas da doenca: cutanea fixa, linfocutanea e a forma disseminada. Entretanto observa-
se que a forma predominante nos casos caninos ¢ a cutanea fixa (RAMOS et al., 2017,
MASCARENHAS et al., 2018) que foi descrita nos dois caninos deste relato. As lesdes
se mostravam com tecido granulomatoso, secrecao sanguinolenta, crostas, com inicio ndo
ulcerado e evoluindo para ulceragdo. A lesdo do primeiro caso estava localizada no dorso,
local de apresentacdo incomum. Entretanto, a lesdo do segundo caso ¢ comumente
descrita na literatura juntamente com o acometimento das orelhas (DE FARIAS et al.,

2015).

Para o diagnostico definitivo a cultura fungica é considerado o padrio ouro.
Entretanto, ¢ um técnica que pode levar até 30 dias para um resultado final e esta sujeita
a variagoes na sensibilidade devido a qualidade da coleta e da amostra (LARSSON, 2011;
SANCHOTENE et al., 2015; MACEDO-SALES et al., 2018). Outras técnicas como a
citologia, histopatologia, biologia molecular e testes soroldgicos podem ser empregados
no diagnostico, cada um com sua aplicabilidade e limitagdo, de modo que o mais
adequado ao caso clinico em questdo seja empregado (LARSSON, 2011; PEREIRA et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2015; MAGNABOSCO et al., 2022; POESTER et al.,
2022). Para humanos o Ministério da Satide recomenda o diagnoéstico clinico a partir dos
sinais sugestivos de esporotricose, principalmente quando o tutor relata que teve ou tem
contato com animal diagnosticado com a doenga. Essa associacdo contribui para o
diagnostico precoce em humanos, direcionando para a execugdo dos exames

complementares disponiveis (QUEIROZ-TELLES et al., 2022).

Considerando o diagndstico em cdes lesdes do tipo granulomatosa, quando
avaliadas clinicamente, passam ser investigados primeiramente para leishmaniose e

neoplasias. Somente apds a negativa dessas suspeitas, a investigacdo ¢ direcionada a
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esporotricose. Tal fato pode levar ao subdiagnostico de esporotricose em caes

(CAFARCHIA et al., 2007; MIRANDA et al., 2009).

Tratar essa micose subcutanea ¢ um grande desafio, devido ao longo tempo de
tratamento e altos custos. Os farmacos de escolha sdo empregados em doses que podem
variar conforme as manifestagdes clinicas e resposta ao tratamento (BOECHAT et al.,
2021; GREMIAO et al., 2021). O ITZ ¢ farmaco de escolha tanto para animais quanto
para os humanos, como observado em ambos os casos descritos. A medicacdo ¢ mais
segura ¢ seus efeitos colaterais sdo menores se comparados a outros antifingicos
(GREMIAO, 2010). Em humanos, o ITZ pode ser utilizado na dose de 100-400mg/dia
(POESTER et al., 2022). Em caes a dose de ITZ pode ser de 5-10mg/kg/BID. Os felinos
utilizam doses maiores devido a maior carga fingica das suas lesdes e quadros mais
graves da doenga, podendo utilizar a dose de 25-100mg/dia. O iodeto de potassio ¢ uma
escolha para os animais refratarios ao tratamento com ITZ, podendo ser utilizado na dose
de 2,5-20mg/dia (GREMIAO et al., 2021). E importante salientar que o tratamento deve
ser seguido até a completa liberacdo pelo médico e pelo veterindrio, evitando assim

recidivas da doenca (RODRIGUES et al., 2022).

Controlar e prevenir a esporotricose requer medidas que vao além de tratar o
paciente, h4 necessidade de um esforgo coletivo entre os profissionais da saude, o poder
publico e os tutores (MONTENEGRO et al., 2014; GREMIAO et al., 2021; DE
CAROLIS et al., 2022). Os animais doentes devem permanecer confinados até o fim do
tratamento para evitar que tenham contato com o ambiente e outros animais (LLORET
et al., 2013; MORGADO et al., 2022). O descarte adequado e a incineragdo de carcagas
de animais que vao a obito ou sdo eutanasiados € primordial para evitar a recontaminagao
ambiental (SANTOS ef al., 2018). A educag¢do em satde, posse responsavel e praticas
embasadas em satde tnica podem contribuir significativamente para o controle da doencga
e a reducdo no numero de casos em humanos e¢ animais (GOMES et al, 2016;
RODRIGUES et al., 2020; ANDRADE et al., 2022a). Como uma proposta para o
enfrentamento da esporotricose no territério a figura 11 traz um fluxo operacional que
esta alinhado com normas e legislagdes vigentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2023;
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE DE MINAS GERALIS, 2018; SECRETARIA
MUNICIPAL DE MUNICIPAL DE SAUDE DE BELO HORZONTE, 2018), que

iniciam com capacitacao da rede e segue com agdes praticas no territdrio, com o objetivo
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de ampliar as agdes de vigilancia no territdrio que ¢ monitorado pela equipe do nucleo de
vigilancia em satde dos sistemas municipais de saude, de modo que as acdes sejam
multidisciplinares e promova a integracdo das informagdes e a¢des complementares

envolvendo toda a rede de satude.

Capacitacdo dos profissionais da saude voltada ao enfrentamento da esporotricose, salide
lnica e posse responsavel

Profissionais da

AQE”TEE:;E%?;”SMW d Médicos Veterinarios Saude da Rede de
Atencéo Basica

Acbes de vigilancia Casos humanos
suspeitos

Acbes no territorio

SECITIEDTE Telemonitoramento Visitas a ili AEEEID AR SR
educacio salide de zoonoses

Visitas no domicilie

v

4 Animal
suspeito
Anima
suspeito

v

Coleta de material
(swab, citologia)

17 Diagnéstico —l

Positivo MNegativo

l

Direcionar o tutor o senico

Tutor se
Compromete com o
tratamento

N&o veterindrio privado para

Sim
acompanhamento do animal

Inserir o animal em i
programa de EUlaﬂiEgineé’dmemane
monitoramento s

l

Abrir raio de
investigacio ao redor
do domicflio
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Figura 11: Modelo de fluxo operacional destinado ao sistema municipal de saude, com alvo nas agdes de
vigilancia que s@o executadas pelos Agentes de Combate a Endemias, Médicos Veterinarios e demais

profissionais da saude que estdo inseridos na rede de Atencao Basica do SUS. Fonte: Arquivo Pessoal.
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5.4. CONCLUSAO

A transmissdo zoondtica da esporotricose ¢ hoje a grande responsavel pela
dissemina¢do da doenca com surtos em varias regides do Brasil. O cdo passou a ter
destaque também no ciclo da doenga, uma vez que, o numero de casos de esporotricose
nesta espécie vem aumentando. Os relatados deste estudo comprovam a capacidade do
cdo em transmitir a esporotricose aos humanos. O tratamento para ambos ¢ complexo e
exige acompanhamento por um longo periodo. Considerando este contexto, o cao precisa
ser incluido no cendrio epidemioldgico da esporotricose como hospedeiro e importante

transmissor.
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6. DISCUSSAO GERAL

O carater emergente da esporotricose, com um numero crescente de casos em
varios locais do mundo, ¢ um aspecto que ocorre desde os primeiros relatos até os dias
atuais. Primeiramente, a doenca estava relacionada a acidentes ocupacionais que
ocasionavam a infec¢do via sapronotica, porém, com o avancgo da disseminagdo, a via
zoonoOtica passou a ter maior relevancia. Assim, gatos se tornaram oS principais
responsaveis por manter a doenga no ambiente e por transmiti-la aos seres humanos (DE
LIMA BARROS et al., 2011; BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017; RODRIGUES et
al., 2020).

No Brasil, com a transmissdao zoondtica a doenga continua em expansao, sendo
prevalente em centros urbanos, principalmente nas regides Sul e Sudeste, com ocorréncia
de surtos, em locais em que fatores socioambientais influenciam negativamente

(MONTENEGRO et al., 2014; ETCHECOPAZ et al., 2021).

O cenario da esporotricose em Minas Gerias € preocupante, uma vez que a
notificagdo compulsoria ocorre apenas para casos humanos e cada municipio tem a
autonomia de adotar ou ndo a notificacdo para casos animais. Dessa forma, os dados
disponiveis sobre a esporotricose animal podem estar subestimados prejudicando a
vigilancia epidemioldgica da doenca. Em Belo Horizonte, a doenca em felinos ¢
registrada desde 2015 e com frequentes casos e surtos em diversas regides da cidade
(SANTOS et al., 2018; SECRETARIA MUNICIPAL DE MUNICIPAL DE SAUDE DE
BELO HORZONTE, 2018; LECCA et al., 2020).

Alguns autores afirmam que a doenga € incomum nos caes, mas ndo descartam a
hipotese da infe¢do nos caninos e consequentemente da possibilidade de transmissao
zoonoética. Mesmo com numeros subestimados da esporotricose canina, ha casos
registrados em diversos paises, sendo o Brasil o local com o maior numero de relatos. Tal
fato instiga a investigacdo dos casos de esporotricose nessa espécie animal e da sua
contribuicdo para a transmissdo zoonotica (RAMOS et al., 2017; VIANA et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2020; NETO et al., 2023).

Os surtos de esporotricose felina que vem ocorrendo no Brasil podem favorecer a

infeccdo dos caes, principalmente pelo convivio proximo com os felinos doentes
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(MADRID et al., 2012; MASCARENHAS et al., 2018). Minas Gerais por ser endémica
para a esporotricose, € com muitos casos felinos em Belo Horizonte, pode apresentar
ainda nimeros muito maiores de esporotricose canina, tudo isso devido a subnotificagao

e a falta de diagnostico para a doenga nos caes.

O presente estudo ao descrever dois cdes com sinais clinicos e confirmacao
laboratorial de esporotricose, reforca os dados sobre a doenga nessa espécie. E
interessante discutir o frequente diagndstico tardio da doenga em caes, mesmo em locais
endémicos para esporotricose felina e humana. Cabe ao médico veterinario um olhar
cuidadoso e considerar a esporotricose como um importante diagnostico diferencial a
leishmaniose e outras doengas que apresentam lesdes de pele (MIRANDA et al., 2010).
Ainda mais importante, este estudo prova e reforca que o cao ¢ capaz de transmitir a
doenga para humanos através da mordedura e do contato com a secre¢do de lesdes. Nesse
contexto, o cdo veio para potencializar a transmissdo zoondtica, que atualmente ¢
responsavel pelo grande nimero de casos de esporotricose humana no Brasil (OROFINO-

COSTA et al., 2022).

Consolidado o papel dos caes na transmissao aos humanos, ¢ importante reforgar
a resisténcia antifungica de isolados de Sporothrix sp. principalmente diante dos
resultados apresentados, onde dois isolados caninos desse estudo foram considerados
resistentes, o que também ja foi observado em outros estudos ja conduzidos no pais
(BOECHAT et al., 2021; BAES PEREIRA ef al., 2022). Isto reforca a necessidade de
mais estudos e da propagacdo de tais informagdes, para que os exames de cultura e
antifungigrama se tornem parte da rotina clinica, reduzindo as chances de recidivas e
animais refratarios ao tratamento. Além disso, os testes de suscetibilidade sdo uma

ferramenta para monitorar o perfil de resisténcia de isolados circulantes no pais.

E de extrema importincia que o clinico veterinario conhega as técnicas
disponiveis e mais adequadas ao diagndstico em caes, uma vez que, os métodos utilizados
para felinos, podem ndo ter a mesma efetividade em pacientes caninos. Contudo, com os
avancos nas técnicas moleculares, o PCR ¢ uma opc¢ao aos tradicionais testes empregados
na clinica, apresentando alta sensibilidade e especificidade associada a rapidez no

diagnostico. Além disso, os estudos filogenéticos gerados a partir de técnicas moleculares
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contribuem com novos e importantes dados epidemiologicos sobre a esporotricose

(RODRIGUES et al., 2015; SANCHOTENE et al., 2015).

Os resultados desse estudo mostraram, através da filogenia dos isolados caninos
obtidos em Belo Horizonte e regido metropolitana, que os caes se infectaram pela espécie
S. brasiliensis, mais prevalente no Brasil e nos isolados felinos ja descritos, corroborando
assim com os dados disponiveis em diversos estudos da doenga. A filogenia mostrou
também que os isolados deste estudo estdo inseridos no clado da espécie S. brasiliensis e
que ndo houve uma diferenciacdo intraespecifica entre eles, o que condiz com estudo que
classificam S. brasiliensis como uma espécie clonal de baixa diversidade genética
(MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013). Em conjunto, a anélise da rede de
haplotipos confirma a auséncia da estruturagdo do fungo por hospedeiro ou por
localizagdo geografica, reforcando mais uma vez que, cdes e gatos compartilham S.
brasiliensis. Além disso, indicios de expansao recente foram observados nos haplétipos
baseados no gene da CAL. Cabe destacar também com base nos resultados desse estudo,
a capacidade dos genes da CAL e do EFla em mostrar diferenciagdes interespecificas e

proporcionar dados significantes nas analises filogenéticas.

O tratamento da zoonose consiste ndo apenas em utilizar os farmacos de escolha,
mas também uma visdo sistémica, que contempla o animal em todas as esferas que ele
vive, na sua interacdo com o ambiente e seus tutores, de forma que o equilibrio e o bem-
estar muUtuos possam ser propiciados. Portanto, o médico veterindrio deve praticar
medidas de satde Unica, que engloba o tratamento do seu paciente, educagdo dos tutores
e promoc¢do da sanidade ambiental, reduzindo os riscos de recidivas, perpetuacdo da
doenca no ambiente e consequentemente expansdo da mesma por todo o territério
(GOMES et al.,2016; DE CAROLIS et al., 2022). O médico veterinario ¢ um profissional
extremamente qualificado e que contribui para a satde Unica e promove um papel
educacional de grande impacto para a saude coletiva, fazendo isso através do ensino da
posse responsavel, o que reflete em qualidade de vida para os animais e ajuda no controle
e prevencdo da esporotricose € demais zoonoses (SANTOS et al., 2018; ANDRADE et
al., 2022b).

Diante dos importantes dados epidemioldgicos obtidos, esse trabalho se destaca

pelo pioneirismo em apresentar uma analise filogenética associada a testes de
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suscetibilidade in vitro de isolados caninos provenientes de Belo Horizonte e regido
metropolitana. Os resultados e as discussdes aqui apresentados, abrem possibilidades de
novos estudos sobre a esporotricose canina, crescente em Minas Gerais, chamando
atencao pelo novo papel do cdo na transmissao da doenga para os humanos. Além disso,
esse estudo traz uma revisdo sobre a doenga com foco no cdo, abordando pontos
importantes a serem destacados, como a subnotificacdo da doenga, a escassez de dados
sobre caes, a complexidade de diagnostico canino e o papel dos profissionais de satde no

enfrentamento dessa micose negligenciada em ascensao.

7. CONCLUSAO

Os dados clinicos obtidos dos cdes, confirmam a predominancia de lesdes ulceradas,
caracterizando a forma cutanea fixa, localizadas no plano nasal;

Os caes oriundos deste estudo infectaram pela espécie S. brasiliensis, ja descrita nos casos
de esporotricose humana e felina;

Os isolados de S. brasiliensis de diferentes hospedeiros e origens do Brasil formaram um
clado monofilético em relacdo as outras espécies de Sporothrix;

Nao ha estruturagdo do fungo por hospedeiro e por localizagdo geografica, reforcando
que caes e gatos compartilham a infeccao por S. brasiliensis

Dois isolados de S. brasiliensis oriundos de caninos de Minas Gerais mostraram-se
resistentes aos principais antifungicos (Itraconazol e Anfotercina B) utilizados para o
tratamento da esporotricose;

Os casos relatados de esporotricose canina € humana confirmam a transmissao zoonotica
da esporotricose a partir da mordedura e contato com secrecdo de lesdes de caes
infectados;

O c3o assume um papel relevante na transmissdo da doenca, despertando para a
importancia de um diagnostico assertivo € um acompanhamento responsavel no processo
terapéutico, acdes fundamentais realizadas por médicos veterindrios no controle da

esporotricose.
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