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RESUMO

Desde 2007, o fungo termodirmorfico Sporothrix schenckii (agente da esporotricose)
ndo é mais considerado um taxon unico, mas sim um complexo de espécies,
denominado Complexo Sporothrix schenckii. O presente trabalho teve como objetivo
revisar taxonomicamente agentes da esporotricose estocados na Colecdo de
Culturas URM, como Sporothrix schenckii, S. fungorum e Sporotrichum schenckii,
além de obter o perfil de sensibilidade destes aos antifingicos convencionais e
compostos bioativos, Miltefosina e extrato de Schinus terebinthifolius (aroeira), bem
como verificar o potencial inibitério de compostos de tiofeno (6CN10, LNN-03, LNN-
07, LNN-08 e LNN-09), Miltefosina e extrato de Anadenanthera macrocarpa (angico
vermelho) em relacdo a producdo de melanina dessas cepas. Testes fenotipicos de
assimilacao de carboidratos (Rafinose e Sacarose), morfologia de conidios, diametro
da colénia em meio BDA e termotolerancia a 37° C foram realizados. A analise
genotipica baseou-se no sequenciamento parcial do gene da calmodulina e
sequenciamento do gene beta-tubulina. Os testes de sensibilidade antifungica
basearam-se no método de microdiluicdo em caldo estabelecido pelo documento
CLSI M38-A2. Para verificar a atividade dos compostos frente a producdo de
melanina, indculos das cepas foram colocados em meio minimo em agar (Glicose
15mM, MgSO, 10mM, KH,PO4 29,4 mM, Glicina 13mM e Tiamina 3mM) adicionado
dos compostos. A andlise fenotipica mostrou que dois isolados apresentam
caracteristicas de Sporothrix schenckii e 11 de S. mexicana, de acordo com a chave
de identificacdo fenotipica proposta. As analises genotipicas identificaram as
espécies Sporothrix schenckii, S. chilensis e S. mexicana dentre os isolados. S.
schenckii, S. mexicana e S. chilensis apresentaram sensibilidade ao Itraconazol.
Apenas um isolado de S. chilensis apresentou resisténcia a Anfotericina B.
Miltefosina e o extrato de S. terebinthifolius apresentaram atividade frente a todos os
isolados, com CIM’s de 0,25 a 2 pug/mL para Miltefosina, e CIM's de 1 a 4 pg/mL
para o extrato. Foi constatado que todos compostos de tiofeno testados foram
capazes de inibir a producdo de melanina. As ferramentas moleculares empregadas
neste estudo, somadas a analise das caracteristicas fenotipicas dos isolados
estudados, permitiram uma identificacdo acurada destes, permitindo a requalificacao
dessas amostras da Colecéo, o que representa importancia no estudo da micologia
no Brasil, especialmente no que diz respeito ao Complexo Sporothrix schenckii. Os
resultados dos testes de sensibilidade e de inibicdo da producdo de melanina
demonstraram acédo eficaz dos compostos testados, podendo estes compostos
apresentarem-se como opg¢des no tratamento da esporotricose futuramente, apés
estudos baseados em modelos animais, e que verifiguem a toxicidade destes.

Palavras-chave: Complexo Sporothrix schenckii. Requalificagéo. Micoteca URM.



ABSTRACT

Since 2007, the thermdimorphic fungus Sporothrix schenckii (sporotrichosis agent)
it's no longer considered a single taxon, but a complex of species denominated
Sporothrix schenckii Complex. This work, aimed to perform a taxonomic review of
sporotrichosis agents strains, stored in the University of Recife Micology Culture
Collection, as Sporothrix schenckii, S. fungorum and Sporotrichum schenckii,
besides obtain the susceptibility profile of this isolates to conventional antifungals,
and bioactive compounds, Miltefosine and a plant extract (Schinus terebinthifolius) as
well verify the inhibitory potential of tiophen compounds (6CN10, LNN-03, LNN-07,
LNN-08 e LNN-09), Miltefosine and a natural extract (Anadenanthera macrocarpa)
against the melanin production of these strains. Phenotypicall tests of carbohydrates
assimilation (Raffinose and Sucrose), conidia morphology, colony diameter in PDA
medium and thermotolerancy in 37° C was performed. Genotypic analysis was based
in the partial sequencing of the calmodulin gene and sequencing of the beta-tubulin
gene. The susceptibility trials was based in the microbroth dilution method
established by the CLSI M38-A2 document. To verify the activity of the compounds
against the melanin production, strains inoculum was put down in minimal medium in
agar (Glicose 15mM, MgSO,; 10mM, KH,PO, 29,4 mM, Glicin 13mM and Tiamin
3mM) added of compounds. The phenotypic analysis showed that two isolates shows
Sporothrix schenckii features and 11 S. Mexicana features, according the key
phenotypic features proposed. Genotypic analysis identify the species Sporothrix
schenckii, S. chilensis and S. mexicana among the isolates. S. schenckii, S.
mexicana and S. chilensis shows susceptibility to Itraconazole. One S. chilensis
isolate shows resistance to Amphotericin B. Miltefosine and S. terebinthifolius extract
shows activity against all the isolates, with MIC’s of 0,25 to 2 pg/mL to Miltefosine,
and MIC's of 1 to 4 pg/mL to the extract. Was verified that all the tiophene
compounds tested was capable to inhibit the melanin production. The molecular tools
applied in this work, added to the phenotypic features analysis of the studied isolates,
allowed an accurate identification of these, has permitted the requalification of these
Collection samples, what represents importance in the mycology study in Brazil,
specially regard to the Sporothrix schenckii Complex. Results of the susceptibility
tests and melanin inhibition showed effective action of the tested compounds, and
these compounds may be options in the sporotrichosis treatment in the future, after
studies based in murine models, and that verify the toxicity of these.

Keywords: Sporothrix schenckii Complex. Requalification. URM Culture Collecttion.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose subcutanea causada por fungos filamentosos
termodimorficos pertencentes ao Complexo Sporothrix schencki (RODRIGUES; DE
HOOG E CAMARGO, 2015). Apresenta ampla distribuicdo mundial, ocorrendo tanto
em seres humanos quanto em animais, causando lesdes de disseminacao linfatica
(forma linfocutanea) ou fixas (forma cutanea localizada) em tecidos cutaneos e
subcutaneos. Estima-se que a forma linfocutanea da esporotricose apresenta uma
incidéncia de 75% dos casos registrados, sendo considerada a manifestacao clinica
mais comum da doenca. A forma cutanea localizada apresenta cerca de 20% de
incidéncia, e acredita-se que esta associada a um quadro de pré-sensibilizacdo do
individuo ao patégeno (GUTIERREZ-GALHARDO; FREITAS; VALLE, 2015).

Ambas as formas citadas tém como forma de contaminacdo a inoculagéo do
fungo via leséo perfuro-cortante com material contaminado com esporos do fungo, e
geralmente acomete profissionais como jardineiros, paisagistas, agricultores e
profissionais de saude em geral, sendo por isso considerada uma doenca de carater
laboral. Na maioria dos casos, a lesdo perfurante ocorre em extremidades dos
membros superiores e inferiores, devido a manipulacdo de materiais perfurantes
contendo esporos do fungo (KAUFFMAN; HAJJEH E CHAPMAN, 2000).

A forma linfocutdnea da esporotricose apresenta como caracteristica um
quadro clinico denominado linfangite nodular ascendente, onde a partir do ponto de
inoculacao do patégeno ocorre a formacao de lesdo priméaria, geralmente apos 2 a 3
semanas apds a inoculacdo e, dependendo da evolucdo da doenca, ocorre
ascendéncia de lesdes nodulares, gomosas, ou ulcerativas, via trajeto linfatico
(GUTIERREZ-GALHARDO; FREITAS; VALLE, 2015; RAMOS-E-SILVA, 2007).

A forma cutanea localizada ou fixa da esporotricose tem essa denominacao
devido a sua apresentacdo, a qual se caracteriza por ndo haver ascendéncia das
lesBes a partir do ponto de inoculacdo do fungo, ficando esta lesdo restrita a este
ponto, podendo apresentar-se ulcerosa, gomosa, supurativa ou verrucosa
(MAHAJAN, 2014).

As formas disseminadas e sistémicas da doenca estdo associadas a um
guadro imunoldgico deficiente do individuo acometido (SIDRIM E ROCHA, 2004).

Pode ainda ocasionar infecgbes pulmonares ou sistémicas, muitas vezes nao

se encontrando nenhum tipo de leséo perfuro-cortante primaria nesses casos, o que
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leva a crer que a inoculacdo do fungo no individuo pode se dar via inalatoria
(esporotricose pulmonar) ou ingestédo do fungo (FARIAS et al., 2015).

Atualmente, andlises gendmicas de isolados clinicos e ambientais de S.
schenckii evidenciam que este ndo se constitui em um taxon Unico, mas se
apresenta como um complexo de diferentes espécies, devido ndo sé a variacdes na
sua morfologia, mas pelas caracteristicas evidenciadas em estudos recentes. Dentre
estas espécies encontramos S. brasiliensis (endémica do Brasil), S. mexicana, S.
globosa, S. albicans, S. pallida, e S. luriei (MARIMON et al., 2007; 2008a; OLIVEIRA
et al, 2013).

Recentemente, Rodrigues e colaboradores (2016) caracterizaram mais uma
espécie deste género a qual também apresenta patogenicidade a seres humanos:
Sporothrix chilensis.

Marimon et al. (2007; 2008a) utilizou como ferramenta molecular o
sequenciamento parcial do gene da calmodulina (CAL), o qual tem ampla
capacidade discriminatoria entre as espécies do complexo Sporothrix schenckii. Ja o
estudo de Rodrigues et al. (2016) utilizou, além do gene CAL, os primers ITS e beta-
tubulina (B-tub).

Diversos trabalhos tém demonstrado a ocorréncia dessas diferentes espécies
nos ultimos anos em diversas partes do mundo, e que estas podem apresentar
diferencas nos padrdes de sensibilidade antifungica, epidemiologia, e também nos
padrées de lesbes tipicas da esporotricose (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2009;
OLIVEIRA, D. C,, et al., 2011; RODRIGUES et al., 2014).

O presente trabalho visou caracterizar amostras do género Sporothrix
estocadas na Colecdo de Culturas URM quanto aos aspectos fenotipicos e
genotipicos. Além dessas analises, verificar os perfis de sensibilidade dos isolados
frente a antifngicos padrdes no tratamento da esporotricose, e testar dois
compostos bioativos contra os isolados de Sporothrix. Também se objetivou verificar
a capacidade de producdo de melanina desses isolados na presenca de compostos

bioativos com potencial antifangico.

1.1 PROBLEMATIZACAO
A Colecao de Culturas URM, fundada em 1954 pelo Prof® Dr° Chaves Batista,
tem desde sua fundacdo prestado grandes contribuicbes no que diz respeito ao

estudo da diversidade dos fungos, tanto filamentosos quanto leveduras,
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apresentando um vasto acervo, o qual tem passado por sucessivas requalificacoes
em parceria com diversos centros de pesquisa, e através de projetos de pesquisa
desenvolvidos por alunos de graduacéo e pos-graduacéao (MOTA, 2012).

Dispbe atualmente de um acervo de aproximadamente 8000 culturas de
fungos, sendo 1.300 leveduras e 6.700 filamentosos (MICOTECA URM). Dentre
estas amostras, 14 de agentes da esporotricose, identificadas como Sporothrix
schenckii, Sporothrix fungorum e Sporotrichum schenckii, as quais foram obtidas a
partir de pacientes atendidos no Laboratorio de Micologia Médica Sylvio Campos, ou
de doagOes de centros de pesquisa como o Instituto Adolf Lutz em S&o Paulo, e
Instituto Pasteur na Franca. Algumas destas amostras datam de 1955, tendo sido
obtidas apenas de lesdes na pele de humanos (MICOTECA URM).

Esta registrada atualmente no Commonwealth Mycological Institute (CMI) e
afiliada a World Federation for Culture Collections (WFCC). Desde a sua fundagéo,
um grande ndmero de estudantes tem desenvolvido importantes trabalhos com as
amostras disponiveis nesta colecdo (MOTTA, 2012).

Colecbes de Cultura tém um valor significativo no que diz respeito ao
fornecimento de recursos bioldgicos para uma série de linhas de pesquisa como
farmacéutica, taxonémica, biotecnoldgica e outras (McCLUSKEY 2003; SNELDERS
et al. 2008). Hawksworth (2004) aponta que colecdes de culturas de fungos sdo
melhor definidas como “colegédo de recursos genéticos” do que como “cole¢des de
cultura”. Entretanto, com o avango das técnicas moleculares e do reposicionamento
filogenético de muitos grupos de fungos como Sporothrix sp., Candida sp., e outros,
se faz necessario uma nova avaliacdo que permita, se nhecessario, uma
requalificacdo do acervo dessa Colecdes.

A abordagem polifasica através do uso de ferramentas moleculares e da
analise do perfil protebmico das amostras, tem sido uma tendéncia no sentido de
requalificar essas colecdes de cultura (SIMOES et al., 2009).

Considerando a importancia da Cole¢céo de Cultura URM, no que diz respeito
ao estudo da micologia no Brasil e no mundo, e que desde os estudos
desenvolvidos por Marimon et al. (2007) Sporothrix schenckii ndo é mais
considerado apenas um taxon isolado, mas sim um complexo composto por seis
espécies (S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. luriei e
recentemente S. chilensis), o presente trabalho se propds a requalificar as amostras

deste fungo estocadas nessa Colecao, através do uso de ferramentas moleculares
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como a técnica de sequenciamento parcial dos genes CAL e B-tub, além das
analises fenotipicas descritas nos trabalhos de Marimon et al. (2007).

Devido aos surtos constantes em humanos e animais, envolvendo cepas cada
vez mais refratarias aos tratamentos convencionais (BUSTAMANTE E CAMPOS,
2011), foram realizados testes de sensibilidade antifungica padronizados pelo
documento CLSI M38- A2 (o qual estabelece os critérios para a realizacdo desse
teste pelo método de microdiluicdo em caldo para fungos filamentosos), visando
tracar o perfil de resisténcia desses organismos as drogas padrbes, utilizadas no
tratamento da esporotricose. Além disso, com o intuito de oferecer novas opcoes
terapéuticas no tratamento da doenca, foram testados dois compostos que
apresentaram potencial antifingico em estudos anteriores frente a Sporothrix sp.: a
Miltefosina, e o extrato de Schinus terebinthifolius (aroeira). A producao de melanina
é considerada um fator de viruléncia por conferir resisténcia a célula do patégeno
(CARLOS; SGARBI E PLACERES, 2002), o que pode causar maior dificuldade a
acdo do sistema imunologico do individuo afetado contra este patdégeno. A partir
desta premissa, foi verificado o potencial de inibicdo da producdo de melanina de
Sporothrix sp., dos compostos testados neste trabalho. Nesta andlise, além de
Miltefosina e extrato de Schinus terebinthifolius, foram testados seis compostos de

tiofeno e extrato de Anadenanthera macrocarpa (angico vermelho).
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Requalificar isolados do complexo Sporothrix schenkii estocados na colecao
de Cultura URM através de analises fenotipicas e genotipicas, e determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) de compostos com potencial bioativo e das
drogas de escolha no tratamento da esporotricose, frente a estes isolados.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Verificar a viabilidade dos isolados de etiologia clinica estocados na Colecéao
de Culturas URM,;
e Realizar identificacdo polifasica (classica e genbmica) dos isolados do

Complexo Sporothrix schenckii;



19

e Requalificar o acervo de culturas do complexo Sporothrix schenckii
caracterizados na Colecdo de Culturas - Micoteca URM da Universidade
Federal de Pernambuco.

e Determinar a concentragdo inibitéria minima dos isolados de Sporothrix sp.
frente a Anfotericina B, Itraconazol, extrato de Schinus terebinthifolius
(aroeira) e Miltefosina através de testes de sensibilidade antifingica
padronizados pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI);

e Verificar a acao inibitéria de compostos de tiofeno (6CN10, LNN-03, LNN-07,
LNN-08, LNN-09), miltefosina, e extratos hidroalccodlicos de Schinus
terebinthifolius (aroeira) e Anadenanthera macrocarpa (angico vermelho), em

relacdo a producao de melanina pelos isolados do Complexo;
1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
1.3.1 Reativagao e viabilidade das amostras

Os dados de identificacdo das amostras fornecidas para esse estudo estdo
descritos na Tabela 1. Para reativacdo, as culturas conservadas em 6leo mineral
(BUELL E WESTON, 1947) foram transferidas para Caldo Glicosado e mantidas a
28°C por trés dias. Apds crescimento observado por turvacao, foram transferidas
para meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar suplementado com extrato de
levedura (SDA+YE) contidos em tubos de ensaio, e posteriormente mantidas a
mesma temperatura.

Para verificar a viabilidade dos isolados fornecidos procedeu-se o método de
cultura em lamina (LACAZ et. al, 2002). Foram feitos repiques das colbnias
crescidas em SDA+YE, para meio Agar Batata Dextrose (BDA) em tubos de ensaio,
os quais foram mantidos a temperatura ambiente durante 8 dias. Foram
consideradas viaveis as culturas que se apresentaram tipicas de Sporothrix sp.,
tanto macro quanto micromorfologicamente. As estruturas morfoldgicas dos isolados
foram observadas ao microscopio optico, em aumento de 400x. As laminas foram
preparadas para observacao corando-se um fragmento de colonia em lactofenol azul

de algodao (azul de Aman).



Tabela 1- Agentes da esporotricose obtidos a partir da Colecdo de Culturas URM.

Cédigo de Espécie Substrato Forma Ano de
identificac&o da de clinica incorporacao

amostra isolamento ao acervo

URM 301 Sporotrichum schenckii - - 1955

URM 434 Sporotrichum schenckii Pele Cutaneo 1955
Linfatica

URM 435 Sporotrichum schenckii Pele Cutaneo 1955
Linfatica

URM 592 Sporotrichum schenckii - - 1955

URM 1013 Sporotrichum schenckii Pele Cutaneo 1958
Linfatica

URM 2439 Sporothrix schenckii - - 1977

URM 2865 Sporothrix schenckii Pele Cutaneo 1997
Linfatica

URM 3311 Sporothrix fungorum Pele Cutaneo 1991
Linfatica

URM 3686 Sporothrix schenckii Pele Cutaneo 1997
Linfatica

URM 4080 Sporothrix schenckii - - 1998

URM 4252 Sporothrix schenckii Pele Cuténeo 2000
Linfatica

URM 4291 Sporothrix schenckii Pele Cutaneo 2000
Linfatica

URM 4861 Sporothrix schenckii Pele Cuténeo 2004
Linfatica

URM 5111 Sporothrix schenckii Pele Cuténeo 2005
Linfatica

Fonte: Micoteca URM

1.3.2 Caracterizacéo fenotipica

20

A fenotipagem foi baseada na chave de identificagdo proposta por Marimon

et al. (2007) (Tabela 2), que considera os padroes de absor¢édo de fontes de
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carbono, didametro da colénia em BDA a 30°C e a 37°C (termotolerancia) apos 21
dias de incubacdo. Toda essa etapa foi realizada no Laboratério de
Imunodiagndéstico do Departamento de Micologia do Instituto de Pesquisas Clinicas
Evandro Chagas, FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Tabela 2- Chave de identificagdo fenotipica de Sporothrix sp proposta por Marimon et al. (2007).

Espécie Presenca de conidios Coldnias Crescimento a Resultado do teste de
sésseis pigmentados  excedendo 50 37°C assimilacéo
mm de

diametro em Sacarose Rafinose

BDA a 30°C

em 21 dias
S. albicans N&o Sim Sim + -
S. brasiliensis Sim N&o Sim - -
S. globosa Sim N&o N&o + -
S. mexicana Sim Sim Sim + +
S. schenckii Sim Né&o Sim + +

1.3.2.1 Auxonograma

O auxonograma foi realizado em duplicata, utilizando-se placas de
microtitulacdo de 96 pocos, cada um contendo 150 pL de meio Yeast Nitrogen Base
(YNB), adicionado do substrato testado a uma concentracdo de 10%, exceto no
poco controle negativo, onde foi adicionado 50 uL do meio em 100 pL de agua
destilada filtrada; e no controle positivo onde foi adicionado 50 pL do meio em 100
puL de glicose. Para validagcdo do teste, uma cepa padrdo de Rhodotorula sp. foi
usada, devido a sua capacidade de absorver todos os acucares testados: glicose
(controle positivo), sacarose e rafinose (GOLUBEV E SCORZETTI, 2010).

Os in6culos foram padronizados em leitor de microplacas ajustado em 530
nm a uma densidade 6ptica de 0,21 a 0,29 para atingir uma concentracdo de 2x10°-
2x10° UFC/mL. Posteriormente uma suspensdo de 50 pL foi adicionada a cada
micropogo e as placas foram incubadas a 25°C, e lidas no 5° e no 10° dia apos o
teste (MARIMON et al., 2007).
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1.3.2.2 Morfologia e termotolerancia

Para verificar o diametro da colonia a 30°C, e termotolerancia dos isolados a
37°C, fragmentos da colonia foram adicionados em placas de Petri contendo meio
BDA, as quais foram incubadas por 21 dias as respectivas temperaturas (MARIMON
et al., 2007).

1.3.3 Caracterizacdo genotipica

1.3.3.1 Extracdo do DNA

O DNA genbmico do fungo foi obtido a partir da fase filamentosa. O processo
de extracdo, baseou-se em Woods et al. (1993), onde um fragmento da coldnia foi
congelado em nitrogénio liquido, ocorrendo posterior lise mecanica com o auxilio de
um “pilao”. Apds a lise celular, o DNA passou por um processo de lavagem em
tampéo N-tris[hidroximetilmetil-2-aminoetano sulfonato (TES) e em cloroférmio
alcool isoamilico, sofrendo sucessivas centrifugacdes e vortexizacbes, e
posteriormente suspenso em acetato de sédio 3M e em etanol absoluto, novamente
lavado em alcool 70%, e resuspenso em 50 pL de agua destilada milig, sendo entéo
armazenado a 4°C overnight. O DNA extraido foi entdo quantificado no NanoVue

Plus—GE (USA), e diluido para que se obtivesse 25 ng de peso total.

1.3.3.2 Sequenciamento dos genes CAL e B-tub

Para realizacdo do sequenciamento, as seguintes sequéncias iniciadoras
(“primers”) foram utilizadas: senso CL1 (5’GA(GA) T(AT) CAA GGA GGC CTT CTC-
3’) e antisenso CL2A (5°-TTT TTG CATCATGAGTTGGAC-3’) para o gene CAL
(O'DONELL et al., 2000), e Bt2-F (5’GG[CT]AACCA(AG)AT(ATC)GGTGC(CT)3) e
Bt2-R (5’ACCCTC(AG)GTGT AGTGACCCTTGGC3) para o p-tub (GLASS E
DONALDSON, 1995).

As condi¢cbes de PCR utilizadas foram iguais as previamente descritas para
amplificagéo dos genes B-tub e CAL (MARIMON et al. 2006; OLIVEIRA et al., 2010),
95°C por 10 minutos, 38 ciclos a 95°C por 1 minuto, 64,5°C por 50s, 72°C por 1
minuto e extenséao final de 72°C por 10 minutos. O sequenciamento foi realizado nas

direcbes 5" e 3° em um volume de reacdo de 10 ul contendo 4 ul de “premix



23

terminator”, 100 ng de DNA, 3,2 pMoles de “primer”. O mix da PCR constitui de
tampao 10x PCR/KCI, 2,0mM de MgCl, (Invitrogen), 0,04mM do mix de dNTPs
(Invitrogen), 1U de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen), 10 uM do Primer Cal
senso e 10 uM do Primer Cal antisenso, e dos Primers Bt2-F e Bt2-R.

As sequéncias foram editadas pelo programa Sequencher 4.9 Genes Code
Corporation. O sequenciamento foi realizado na Plataforma de Sequenciamento-
LABCEN/CCB (UFPE) e na plataforma de sequenciamento da Fundacdo Oswaldo
Cruz (PDTIS/FIOCRUZ). Os isolados foram identificados em nivel de espécie
através da procura por sequéncias similares (de similaridade) no GenBank com o
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

1.3.4Testes de sensibilidade antifungica

Os isolados viaveis de Sporothrix sp. foram submetidos a testes de
sensibilidade com os antilingicos utilizados atualmente no tratamento de
esporotricose, além de novos compostos bioativos. A determinagéo da concentracao
inibitéria minima (CIM) seguiu o protocolo M38-A2 (CLSI, 2008). O meio de cultura
utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) esterilizado em membranas de
0,22mm (Millipore, Darmstadt, Alemanha), com L-glutamina, sem bicarbonato de
sédio e pH 7,0+0,1 tamponado com 3-[N-morfolino] propano-acido sulfénico (MOPS;
0,165 mol.L™"; Sigma-Aldrich). Os antifingicos avaliados foram anfotericina B e
itraconazol em concentracées variando de 0,015 a 16 pg.mL™ 0,125 a 64 pg.mL™
respectivamente. Para as novas substancias testadas, utilizou-se uma concentracao
variando de 0,125 a 64 pg.mL™* para miltefosina e para o extrato Schinus
terebinthifolius de 0,125 a 64 ug.mL™.

As moléculas foram diluidas em DMSO. Os isolados de Sporothrix foram
mantidos em meio BDA e incubados a 35°C durante 7 dias. As suspensfes dos
isolados foram preparadas em solucdo salina (0,85 g/L), e sua densidade ajustada
de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 80% a 82% da transmitancia
utilizando um espectrofotometro a 530nm. O volume do in6culo foi posteriormente
diluido em RPMI 1640 para uma concentracdo de 2-5x10° céls.mL™. Para os testes
de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de 96 pocos (TPP;
Trasadingen, Suica). O in6culo foi adicionado aos po¢cos com os antifungicos e as

placas incubadas a 35°C, durante 48h, antes de ler os resultados para determinacao
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da CIM frente as drogas padrdo e aos novos compostos testados. Para leitura,
considerou-se 0 po¢o onde ndo se observou nenhum crescimento discernivel

(inibicdo de 100%) do indculo, como sendo o poco onde ocorreu a CIM.
1.3.5 Producéao de melanina

Para realizacdo da producdo de melanina seguiu-se o protocolo descrito por
Almeida-Paes (2012), com adaptacbes. Verificamos a inibicdo da producédo de
melanina dihidroxinaftaleno (DHN) produzidas pelos isolados de Sporothrix, por oito
compostos que apresentaram bons resultados em testes de susceptibilidade
antifangica in vitro, pelo método de microdiluicdo em caldo, realizados previamente:
Extrato de Schinus terebinthifolius (aroeira); Extrato de Anadenanthera macrocarpa
(angico vermelho); Miltefosina, composto fosfolpidico e cinco compostos sintéticos
derivados do anel aromético do tiofeno caracterizados pelas siglas 6CN10, LNN 03,
LNN 07, LNN 08 e LNN 09.

Cada isolado foi padronizado em leitor espectrofotométrico de microplacas, a
uma densidade o6ptica entre 0,21 e 0,29, num comprimento de onda de 530 nm. A
partir deste indculo inicial foram feitas diluicbes seriadas de 1:2, adicionando-se 100
uL deste em 100 pL de agua destilada, e assim sucessivamente até se obter quatro
concentracbes do inéculo a serem adicionadas na placa, em concentracdes
decrescentes. Adicionou-se a placa um volume de 10 pL da suspensdo de cada
indculo, cada placa contendo trés inéculos. O meio utilizado para esse teste foi o
meio minimo em &gar (Glicose 15mM, MgSO, 10mM, KH,PO4 29,4 mM, Glicina
13mM e Tiamina 3mM), com pH 5,5 e incubados a 4°C por 3 dias. Um controle
positivo foi feito com os isolados inoculados em meio minimo sem adicdo dos
compostos a serem testados, para detectar a maxima producdo de melanina de
cada isolado.

Para a verificar acdo dos compostos frente a producdo de melanina, a
concentragdo inibitoria minima total e sua fracdo de 50%, obtida nos testes de
susceptibilidade antifungica, foram adicionados ao meio minimo em placa de Petri,
conforme segue: Extratos de S. terebinthifolius e A. macrocarpa a 4pug/mL e 2
png/mL; Miltefosina a 0,5 pg/mL e 0,25 pg/mL; Compostos de tiofeno a 8 pg/mL e 4
pg/mL. Apos a inoculagéo nas placas, os isolados foram incubados a 30°C por 7 dias
para posterior realizacdo da leitura. Para leitura, verificou-se a inibicdo de 80 a 100%
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da producdo de melanina na coldnia, apenas em relacdo aos isolados produtores
desse pigmento.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1ESPOROTRICOSE E O COMPLEXO Sporothrix schenckii

2.1.1 Histérico

Em 1896, Benjamin Robinson Schenck, estudante de medicina da Johns
Hopkins Medical School, observou um paciente de 36 anos de idade que
apresentava lesdo na mao e braco direito e ulceracbes no local, as quais
ascenderam pelo seu braco apos algum tempo. O agente etioldégico da doenca foi
entdo isolado por Erwin Smith a partir de secrecfes drenadas dessas lesdes,
crescendo em meio de cultura, e sistematizado no género Sporotrichum.
Inicialmente, Schenck sistematizou o agente (um fungo) no género Sporotricha
(SCHENCK, 1898). Anteriormente, Linck em 1809, e Lutz em 1889, relataram casos
gue possivelmente seriam de esporotricose, porém ndo ocorreu o isolamento do
fungo por estes pesquisadores para estes casos (BARROS; PAES; SCHUBACH,
2011). Em 1900, Hektoen e Perkins isolaram um agente semelhante ao do caso
estudado por Schenck, a partir de lesbes de um paciente que sofreu um acidente
com um martelo, acertando seu dedo (HEKTOEN e PERKINS, 1900). Esse paciente
desenvolveu uma ulceracdo no local do trauma, a qual se apresentava uma
depressao central e eritematosa, liberando uma secrecdo purulenta, e refrataria ao
tratamento. O agente isolado foi incluido por estes cientistas no género Sporothrix e,
em homenagem a Schenck, a espécie recebe o nome de Sporothrix schenckii. O
primeiro caso reportado de esporotricose em animal foi descrito no Brasil em 1907,
por Lutz e Splendore, onde ratos apresentavam sintomas da doenca (LUTZ e
SPLENDORE, 1907).

Sporothrix spp. sédo fungos filamentosos termodimorficos, que vivem como
saprébios na forma filamentosa a temperatura ambiente (25 °C), e como patdgenos
na fase leveduriforme a 37°C in vitro ou em tecidos vivos, tanto em seres humanos
guanto em animais (LACAZ et al., 2002; SIDRIM E ROCHA, 2004). Embora nenhum
estado teleomorfico seja conhecido para Sporothrix sp., diversos estudos
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moleculares sugerem que este esteja relacionado filogeneticamente com fungos do
género Ophiostoma, fungos ascomicetos, patdgenos de plantas e simbionte de
besouros do género Scolytinae (PAINE et al., 1997; ROMON et al., 2007), estando
Sporothrix mais especificamente relacionado a espécie Ophiostoma stenoceras (de
MEYER et al., 2008).

A relacéo entre Sporothrix schenckii e Ophiostoma stenoceras foi sugerida pela
primeira vez em estudos realizados por Mariat et al. (1971; 1975) onde foram
consideradas as caracteristicas morfolégicas (esporos pigmentados e triangulares),
fisiologicas (crescimento a 35°C) e patogénicas (doenca semelhante a esporotricose
em hamsters e camundongos) de Ceratocystis stenoceras (atualmente O.
stenoceras), sendo estas consideradas indistinguiveis das caracteristicas de
Sporothrix schenckii.

A proximidade filogenética entre S. schenckii e O. stenoceras foi estabelecida a
partir do sequenciamento do gene da regido da subnidade 18S do RNA ribossomal
desses dois organismos (BERBEE E TAYLOR, 1992). O trabalho mostrou que essa
regido é idéntica em ambos, apresentando diferenca em apenas trés sitios. Esta foi
a primeira vez que um fungo assexuado (S. schenckii) foi posicionado
filogeneticamente num género sexuado (Ophiostoma), a partir de analises
moleculares.

Os resultados desse estudo foram confirmados posteriormente, dessa vez a
partir do sequenciamento das regides Internal Transcribed Spacer (ITS) do operon
do RNA ribossomal de diferentes isolados de diferentes espécies de Ophiostoma, e
de isolados ambientais e clinicos de Sporothrix sp., confirmando a proximidade
filogenética de Sporothrix spp. com O. stenoceras (de BEER et al., 2003). Desde
entdo, o sequenciamento da regido ITS tem sido utilizado como importante
ferramenta no estabelecimento da relagcdo entre Sporothrix sp. e Ophiostoma
stenoceras, como demonstrado em estudo realizado por Zhou et al. (2013).

de Beer et al. (2003) sugerem em seu estudo que Sporothrix schenckii pode
nao ser constituido de apenas uma espécie, sendo esse Ultimo dado confirmado em
estudos moleculares realizados por Marimon e colaboradores (2006; 2007; 2008a),
apos analisados isolados de Colecdes de Cultura de diversas instituicbes ao redor
do mundo, formalmente identificados como Sporothrix schenckii, ou como espécies

sinonimias.
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No estudo realizado em 2006 foram analisadas 60 amostras, sendo 29 destas
de Colecdes de Cultura brasileiras, das quais 18 eram relacionadas a um surto de
esporotricose transmitida por gatos (SCHUBACH et al., 2005). Foram feitas analises
de trés diferentes loci codificadores das proteinas quitina sintetase, beta-tubulina e
calmodulina, das quais o sequenciamento do gene CAL demonstrou melhores
resultados em termos de identificacdo, sendo possivel a amplificacdo de 776 pares
de base desse gene. Ao final desse estudo, se constatou a presenca de 29
diferentes genotipos, sendo mostrados na arvore formada 14 ndés, representando 6
espécies filogenéticas putativas.

Em 2007, Marimon e colaboradores analisaram 127 isolados identificados
como Sporothrix schenckii, S. schenckii var. luriei, e espécies consideradas
sinonimias de S. schenckii (S. albicans, Sporotrichum tropicale e Dolichoascus
schenckii). Foram correlacionados os resultados das analises morfologicas e
fisioloégicas de S. schenckii, aos resultados das analises moleculares baseados no
sequenciamento do gene CAL, diferentemente do que foi feito no estudo de 2006,
onde trés genes foram sequenciados. Ao final do estudo foi possivel a diferenciacéo
de trés novas espécies causadoras da esporotricose denominadas S. brasiliensis, S.
globosa e S. mexicana.

Além da identificacdo destas novas espécies, foi constatado que o gene CAL
se apresenta como um bom marcador para o reconhecimento de espécies de
Sporothrix, e que S. albicans, S. inflata e S. schenckii var. luriei sdo espécies
diferentes de S. schenckii (MARIMON et al., 2007). Neste trabalho foi proposta uma
chave de identificacdo de espécies do Complexo Sporothrix baseada nas
caracteristicas morfofisiologicas destas espécies.

Em 2008, Marimon e colaboradores utilizaram os mesmos primers utilizados no
estudo de 2006 (quitina sintetase, beta-tubulina e calmodulina), além de realizarem
testes fenotipicos de assimilacédo e crescimento em temperaturas variadas. Ao final
do estudo, mostrou-se uma clara separacdo genética de Sporothrix var. luriei das
outras espécies que compdem o complexo Sporothrix schenckii. Essa separacéo se
mostra bastante acentuada no que diz respeito as caracteristicas fenotipicas dessa
espécie, como por exemplo, a auséncia de conidio séssil e pigmentado,
caracteristicos das demais espécies do complexo, e a presenca de conidios longos.

Em 2012, Oliveira e colaboradores desenvolveram um protocolo para

identificacdo de novas espécies do complexo Sporothrix schenckii, baseado na PCR
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do primer T3B, o qual foi comparado com o sequenciamento do gene CAL. Ao final
da analise de 35 isolados de Sporothrix por essa metodologia, a qual foi repetida
trés vezes em dois diferentes laboratorios sob as mesmas condicbes, encontrou-se
uma boa reprodutibilidade, onde foram identificadas as espécies S. brasiliensis, S.
mexicana, S. schenckii e S. globosa, sendo todas as PCR’s do primer T3B
concordantes com o sequenciamento parcial do gene CAL.

Desde a caracterizagdo de Sporothrix schenckii como um complexo de
espécies, demonstrada nos estudos de Marimon e colaboradores, diversos estudos
epidemioldgicos da esporotricose tém relatado a presenca dessas novas espécies
ao redor do globo.

2.1.2 Epidemiologia

A esporotricose € considerada uma micose de ampla distribuicdo mundial,
com casos registrados desde 1898 em diversos paises como, EUA, Franca, RUssia,
México, Portugal, Japo, india, Peru e outros paises da Europa e América do Sul,
inclusive o Brasil (SIDRIM E ROCHA, 2004).

Segundo Chakrabarti et. al. (2014), devido a mudancas emergentes em sua
epidemiologia, distribuicdo, evolucéo taxondmica e multiplos surtos, a esporotricose
tem emergido como a maior infec¢éo fungica nas ultimas duas décadas.

Esses multiplos surtos vém sendo relatados ao longo dos tempos, porém nao
apresentando grandes proporcoes, limitando-se a casos isolados e pequenos surtos
em grupos especificos como: familias, trabalhadores rurais, laboratoristas,
profissionais de saude (OLIVEIRA et. al., 2011), expostos a fontes de infeccdo como
matéria organica em decomposicao, solo, materiais perfuro-cortantes contaminados
e animais infectados (HAJJEH et. al., 1997; KOVARIK E NEYRA, 2007; OLIVEIRA
et. al., 2013a), caracterizando-se como uma doenca associada a atividades laborais
e as condic¢des sociais e ambientais da regido (QUEIROZ-TELLES, 2011).

Apesar da baixa incidéncia da esporotricose na Europa (BONIFAZ; VAZQUEZ-
GONZALEZ; PERUSQUIA-ORTIZ, 2010), muitos casos desta doenca vém sendo
registrado em animais e em humanos nos Uultimos anos naquele continente
(CHAKRABARTI et. al., 2014). Baseados nesses dados, Romeo, Scordino e Criseo
(2011) realizaram uma analise de 26 amostras de Sporothrix sp., das quais duas

amostras clinicas foram originalmente isoladas na Italia (CRISEO E ROMEO, 2010),
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e as demais amostras, ambientais e clinicas, eram de diferentes paises de origem,
inclusive do Brasil, das quais todos os sete isolados identificados pelo
sequenciamento do gene CAL pertenciam a espécie Sporothrix brasiliensis,
corroborando para a comprovacdo da endemicidade desta espécie no pais. Das
demais amostras analisadas por essa metodologia, em todas foram identificadas
novas espécies do complexo Sporothrix, mostrando a grande distribuicdo e
diversidade que apresenta este complexo de espécies no mundo. Na Europa, a Italia
€ 0 pais com maior numero de casos da doenca registrados (CAFARCHIA, 2007;
CRISEO, ZUNGRI E ROMEO 2008), porém ocorrem casos registrados em outros
paises como Franca (MAGAND et al., 2009) e Portugal (DIAS et al., 2011) onde o
agente causador da esporotricose foi identificado como sendo da espécie Sporothrix
mexicana. Neste Ultimo caso o0 paciente apresentava lesdes ulcerosas nos pés apos
viagem a Malasia.

Nas Américas do Norte e do Sul, a esporotricose apresentou um namero
significativo de casos nas ultimas décadas, sendo a micose subcutanea mais
comum nesses continentes, mostrando-se uma doenca hiperendémica no Sul dos
montes Andinos (NEYRA et. al., 2005).

Em estudo realizado na Venezuela por Camacho et. al. (2015), observou-se
gue entre 30 isolados clinicos de Sporothrix spp., coletados de casos de espotricose
gue datavam de 1973 a 2013, dez foram identificados como pertencente a espécie
S. globosa, 0 que corresponde ao maior niumero de casos causados por essa
espécie nas Américas.

Em 1988, nos EUA, foi registrado um surto de esporotricose em pessoas que
foram expostas a um tipo de musgo contaminado com Sporothrix sp., sendo
contabilizado um total de 84 casos distribuidos entre 15 estados (DIXON et. al.,
1991). Esse foi o maior surto de esporotricose registrado no pais.

Os primeiros casos no Brasil datam do inicio do século 20 e desde entédo, vem
acometendo homens, gatos, e cdes em menor escala (CRUZ, 2013). Desde 1990
nameros significativos de casos da doenca foram registrados, especialmente no Rio
de Janeiro (BARROS, ALMEIDA-PAES, SCHUBACH, 2011).

Na regido Sudeste do Brasil, em decorréncia da existéncia de gatos como
reservatorios de Sporothrix spp. que eventualmente venham a inocular o fungo nos
individuos através de arranhaduras ou mordeduras, casos de esporotricose tém sido

frequentes, sendo esta a principal via de infeccdo da esporotricose no Brasil, com
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casos registrados ndo s6 no Estado do Rio de Janeiro, onde ocorre 0 maior numero
de casos (BARROS et. al., 2004), mas também no Rio Grande do Sul (MADRID et.
al., 2011; NOBRE et. al., 2001), e Sao Paulo (MARQUES et. al., 1993) . Este dado
difere das caracteristicas de surtos ocorridos em outros paises, nos quais as fontes
de infeccdo consistem, na maioria dos casos, em plantas contendo o fungo
(OLIVEIRA et. al., 2011). Em 2010, Oliveira e colaboradores descreveram um caso
de esporotricose no estado do Rio de Janeiro, em uma mulher 77 anos de idade,
causada por Sporothrix globosa, sendo constatado o agente etiolégico da doenca
apos analise molecular baseada no sequenciamento do gene CAL (OLIVEIRA et al.,
2010).

Os agentes da esporotricose nado tém predilecdo por idade ou género, contudo,
sua incidéncia pode variar, quanto a estes critérios, de regido para regidao (LOPES-
BEZERRA, 2006). Pode-se verificar a ocorréncia deste dado quando se compara
dois estudos epidemiolédgicos realizados no Peru (PAPPAS et al. 1999) e no Japéo
(FUKUSHIRO, 1984). No primeiro, foram estudados 238 casos de esporotricose
registrados na regido montanhosa central e sul do Peru. Nesse estudo se constatou
que a maior incidéncia de esporotricose se dava em individuos do sexo masculino.
No estudo realizado no Japéo, a maior incidéncia da doenga ocorreu em pacientes
do sexo feminino. Ambos os estudos concordaram quanto a regido do corpo mais
frequentemente afetada, face, e quanto a faixa etaria mais atingida, criancas e
idosos.

Diferentemente de outras micoses invasivas como a criptococose e a
coccdioidomicose, a esporotricose apresenta baixos indices de mortalidade, o que
ocorre algumas vezes em pacientes que apresentam a forma extracutanea da

doenca (PAPPAS et al., 1999), sua manifestacao clinica menos frequente.

2.1.3 Manifestacdes clinicas

A esporotricose € uma micose subcutdnea que pode afetar tanto
imunocompetentes guanto imunocomprometidos, podendo apresentar
manifestacbes clinicas diferentes entre o0s individuos acometidos. Em
imunocomprometidos, apresenta-se como micose oportunista podendo apresentar
diversas manifestagfes clinicas como cutédnea disseminada, fungemia e visceral
disseminada (KAUFFMAN, 2007).
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De forma geral, a esporotricose apresenta basicamente quatro formas clinicas
bastantes caracteristicas: linfocutanea ou cutanea linfatica, disseminada, cutanea-
localizada ou fixa e extracutanea ou visceral (SIDRIM E ROCHA, 2004). Porém,
Lopes-Bezerra; Schubach e Costa (2006) trazem uma classificagdo mais detalhada
dessas manifestagBes clinicas da esporotricose, considerando ndo apenas a
disposicdo das lesBes causadas, mas também o local da lesdo. Segundo esta
classificacdo, as manifestaces da esporotricose sao: Cutanea, subdividida em
linfocutanea, fixa e disseminada ou multipla; Mucosa, subdividida em ocular, nasal e
outras; Extracutanea, subdividida em pulmonar, osteoarticular, meningeal e
generalizada; residual, deixando sequelas; e Formas especiais, que apresentam
regressao e hipersensibilidade.

A forma linfocutédnea da doenca é a mais comum, constituindo-se em cerca de
70 a 80% dos casos de esporotricose em humanos (CHAPMAN, 2003), porém é rara
nos Estados Unidos (LYON, et al. 2002). A maioria dos individuos afetados s&o
imunocompetentes ligados a atividade de agricultura, paisagismo, jardinagem, caca,
mineracdo e outras atividades ao ar livre, estando ligada também a transmissao
zoonGtica via arranhdes de gatos, cdes em menor escala, e de tatus infectados com
0 agente da doenca (QUEIROZ-TELLES, 2011). Caracteriza-se pela ascenséo de
lesbes gomosas subcutaneas, seguindo trajeto linfatico a partir do ponto de
inoculacdo do fungo na pele, via lesdo perfurante (o qual se apresenta como um
nodulo), quadro denominado linfangite nodular ascendente.

A forma cutanea localizada ou fixa da esporotricose € menos frequente que a
forma linfocutanea da doenca, porém nao € incomum sua ocorréncia. Por isso, deve-
se levar em consideracao o historico do paciente que apresente lesdo caracteristica,
como viagem e ocupacao. Estes dados sdo extremamente relevantes, pois podem
ajudar no diagnéstico diferencial desta forma clinica da esporotricose, visto que, a
lesdo ulcerativa que se apresenta nessa manifestacao clinica (nédulo ou placa de
aparéncia granulomatosa ou verrucosa) se mostra semelhante a leses ulcerativas
de outras doencas, tais como leishmaniose, e outras infec¢cdes fungicas
(MAHLBERG, et al., 2009). Apresenta-se como a segunda manifestacao clinica mais
frequente da doenca, abrangendo aproximadamente 20% dos casos, e acredita-se
estar associada a uma sensibilizagdo inicial do individuo ao fungo em &reas
endémicas (ZANCOPE-OLIVEIRA, 2015).
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A forma extracutanea e a cutanea disseminada estdo geralmente associadas
a algum tipo de imunossupresséo do individuo, sendo consideradas um sinal clinico
de pacientes que apresentam taxas muito baixas de linfocitos CD4, como os HIV-
positivos (CHANG, et al., 2013), como nos casos relatados por Gutierrez-Galhardo et
al. (2008), em que dois pacientes HIV-positivos apresentaram esporotricose
disseminada como resposta a um quadro que se manifesta apds tratamento
antiretroviral altamente ativo chamado sindrome da reconstituicdo inflamatoria
imune.

Além dessa condicdo, o diabetes, alcoolismo, uso de esterdides, neoplasias,
por serem fatores que afetam a acdo do sistema imune, também contribuem para
manifestacdo destas formas clinicas da esporotricose nestes individuos (ROMERO-
CABELLO et al., 2011). Em ambas as condi¢des, a disseminacdo da doenca se da
via hematogénica (ESTEVES, et al., 2014).

Na forma cutanea disseminada (ou multifocal) ocorre formacdo de lesdes
subcutéaneas que, posteriormente, podem formar ulceracbes fagedénicas, lesdes
acneformes, placas enrijecidas ou crostas, no estagio final da AIDS (RAMOS-E-
SILVA et al.,, 2007). Aléem do acometimento cutédneo, a forma disseminada da
esporotricose pode levar a quadros como febre, dor, mal-estar e perca de peso
(ROMERO-CABELLO et al.,, 2011), ocorrendo em alguns casos envolvimento
visceral, afetando estruturas mucosas como olhos e boca (ROMERO-CABELLO et
al., 2011; SILVA-VERGARA et al., 2012); meninges e pulméo, podendo levar o
individuo a 6bito (RAMOS-E-SILVA et al.,, 2007); e o0ssos e articulacbes
(principalmente joelhos), e em casos raros, osteomielite (LEDERER; SULIVAN E
CRUM-CIANFLONE, 2016).

Silva-Vergara e colaboradores (2012) relatam a ocorréncia de endocardite
causada por Sporothrix brasiliensis, em um individuo de 32 anos, HIV-positivo. A
presenca do fungo foi constatada apds cultura do fragmento da valvula mitral, a qual
havia apresentado processo granulomatoso e supurativo apos exame
histopatolégico. A caracterizacdo do agente etiologico se deu a partir de estudos
fenotipicos e sequenciamento do gene CAL

Apesar de se manifestar com maior frequéncia em individuos
imunossuprimidos, esse quadro clinico da esporotricose pode acometer, de forma
extremamente rara, individuos imunocompetentes, como em caso relatado por Yap

(2011), em que uma paciente de 70 anos apresentava lesbes nodulares na face e
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nos membros a cerca de seis meses, além de sintomas caracteristicos de outras
infeccbes causadoras de lesbes nodulares como a tuberculose, exceto presenca de
tosse cronica, ndo tendo histérico de contato com pacientes com tuberculose. A
partir da cultura de material coletado das lesdes na pele, foi constatada a presenca
de Sporothrix schenckii.

A forma extracutdnea da esporotricose € uma manifestacdo oportunista,
assim como a forma disseminada da doenca, que pode acometer Orgaos
importantes como pulmdes, ossos e articulagdes; olhos, meninges e outras
estruturas do sistema nervoso central, apresentando dificil diagndstico devido a
auséncia ou escassez de lesdes na pele do individuo afetado (LOPEZ-ROMERO et
al., 2011; RAMOS-E-SILVA et al., 2007).

A forma osteoeoarticular € a mais frequente da esporotricose extracutanea,
podendo ocorrer artrite inflamatoria, levando a destruicdo da articulacdo devido ao
atraso no diagnostico (BARROS et al., 2011; MAHAJAN et al., 2014), e osteoporose
de ossos adjacentes, afetando geralmente tibia, ossiculos do carpo, radio, ulna,
cranio e ossos da face, raramente apresentando lesdes cutaneas (LOPEZ-ROMERO
et al., 2011; MAHAJAN, 2014; ROSELY-ZANCOPE et al., 2011). As articulacdes
geralmente acometidas séo: pulsos, cotovelos, joelhos e cintura pélvica (GEWEHR
et al., 2013; MAHAJAN et al., 2014; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011), podendo
levar a quadros de tenosinovite com ou sem sindrome do tunel carpal, associada a
inoculacdo profunda (RAMOS-E-SILVA, 2007), osteomielite e bursite (BARROS et
al., 2011; MAHAJAN et al., 2014)

O acometimento pulmonar da esporotricose extracutanea é raro, e ocorre pela
inalacdo de conidios de Sporothrix sp. (MAHAJAN, 2011), ndo sendo causada pela
disseminacédo do fungo via hematogénica (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). Seu
quadro clinico apresenta bastante semelhanca com a tuberculose (BASHIR et al.,
2012) devido a ocorréncia de tosse cronica, febre baixa, perca de peso, cavitacdo
pulmonar uni ou bilateral e linfadenopatia hilar.

A manifestacdo ocular da esporotricose ocorre por infeccdo exdgena, ou por
disseminacédo do fungo pela via hematogénica, podendo se apresentar incialmente
como uma conjuntivite (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011), e pode afetar anexos do
globo ocular como palpébras, sombrancelhas, conjuntiva e glandulas lacrimais
(SOTO, 2015), quadro conhecido como dacriocistite, inflamacdo que ocorre

predominantemente em mulheres adultas e criangas (FREITAS et al., 2013).
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A forma mucosa da doenca afeta estruturas como boca, faringe, laringe e
nariz, causando lesGes exantematicas, supuracdo e ulceracdo dessas estruturas,
podendo ser causada por infeccdo direta ou por disseminacdo pela via
hematogénica. A forma ocular da esporotricose € considerada por Lopes-Bezerra,
Schubach e Costa (2006) como um subtipo da forma mucosa, porém Ramos-e-Silva
(2007) e Zancope-Oliveira et al. (2011) consideram a forma ocular e a forma mucosa
da esporotricose como dois subtipos distintos da esportricose extracutanea.

O acometimento do sistema nervoso pode ocasionar desde meningite a
alteragcbes do estado mental do individuo afetado, porém € um quadro
extremamente raro da manifestacao extracutanea (MAHAJAN, 2014).

Freitas et al. (2014), relatam quatro casos de pacientes HIV-positivo que
apresentavam comorbidade com esporotricose, onde um deles foi diagnosticado
com meningite devido a infeccdo fungica. Apés submetidos a puncéo lombar, trés
deles tinham em seu fluido cérebro espinhal o agente da esporotricose, o qual foi
identificado posteriormente utilizando o marcador molecular T3B, como Sporothrix
brasiliensis. Esta espécie é considerada bastante agressiva em pacientes
imunossuprimidos, devido a fatores de viruléncia que permitem a sua penetracédo no

tecido do hospedeiro.

2.1.4 Patogenia

A fase patogénica de Sporothrix sp. € a fase leveduriforme do fungo, porém
sua fase infecciosa ocorre em sua forma filamentosa (LACAZ et al., 2002; SIDRIM E
ROCHA, 2004).

Figueiredo et al. (2004) afirma que, para disseminar e infectar diferentes
orgaos, microrganismos devem ser capazes de vencer a linha celular endotelial
vascular, aderindo as células endoteliais, e migrando através do endotélio,
penetrando na matriz subendotelial.

Lima et al. (1999) afirmam que as principais barreiras a serem vencidas séo o
endotélio e as membranas basais do hospedeiro. Nesse mesmo estudo se constatou
gue ambas as morfologias de Sporothrix sp. sdo capazes de aderir a proteinas da
matriz extracelular, como a fibronectina e colageno tipo Il, e das membranas basais,

a laminina.
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Figueiredo et al. (2004) utilizando culturas human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC'S) verificaram que, a interacdo entre células leveduriformes de
Sporothrix sp. sdo mediadas por citocinas, que por sua vez, modulam a expressao
de moléculas de adesdo da superficie celular do endotélio (BALKWILL E
MANTOVANI, 2001; LETTERIO E ROBERTS, 1998). A partir dos resultados desse
estudo, os autores concluiram que os recepetores celulares modulados pelas
citocinas interleucina 1-B (IL1-B) e transforming growth factor-B (TGF-B), podem
contribuir na interacdo entre células leveduriformes de Sporothrix sp. e o0 endotélio.
O mesmo estudo sugere que a interacdo de Sporothrix sp. e células endoteliais tem
colaboracdo dos cations Ca™ e Mg™, e que células leveduriformes do patégeno
podem ser encontradas no interior de células endoteliais, ap6s um periodo de uma
hora.

Em estudo realizado por Figueiredo et al. (2007), foi investigado se a
interacdo demonstrada em estudo anterior, entre leveduras de Sporothrix sp. e
células do endotélio, apresentaria alguma influéncia no que diz respeito a
disseminacado do fungo no hospedeiro. Ao final do estudo, os autores constataram
que, a citocina TGF-B1 promove um aumento na migragcdo do fungo através das
camadas endoteliais, e que esta inibe a internalizacdo do fungo. Esta migracgéao,
segundo os autores, se daria por uma via paracelular, visto que maior parte das
moléculas constituintes da superficie endotelial que séo reconhecidas por Sporothrix
sp. ndo € modulada por essa citocina, que promove uma exposicdo da matriz
subendotelial, permitindo a adesdo do fungo as camadas endoteliais. Os autores
desse estudo ainda sugerem que, a capacidade de migracdo do fungo transpondo a
barreira endotelial, deve-se ao fato de citoadesinas expressadas na parede celular
deste se ligarem as proteinas produzidas na matriz extracelular, fibronectina e
laminina (LIMA et al., 1999).

Diversos estudos tém demonstrado que, alguns fatores de viruléncia e
patogenicidade do agente etiolégico da esporotricose se encontram em proteinas e
lipidios que comp&em a parede celular do fungo, exercendo este Ultimo componente
um papel importante na patogénese da micose, inibindo o processo fagocitico de
macrofagos (CARLOS et al., 2002; SGARBI, 1997).
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2.1.5 Diagnostico Clinico

Na esporotricose a observacdo das caracteristicas clinicas € necessaria,
sejam elas relacionadas a qualquer das manifestacées da doenca (linfocutanea,
cutanea fixa, cutanea disseminada ou extracutanea.

A manifestacdo das diferentes formas clinicas da esporotricose estédo
relacionadas principalmente as condi¢cdes imunoldgicas do individuo, bem como a
sensibilizacdo deste ao agente etiolégico em areas endémicas, como no caso da
forma cutanea fixa (ZANCOPE, 2015).

Portanto, é importante que o profissional de salde obtenha o historico clinico
do individuo que apresente lesdes tipicas da esporotricose, bem como seu perfil
socio-econdmico, o que podera facilitar o diagnéstico da doenca.

A observacao dessas medidas também é interessante no que diz respeito aos
diagnésticos diferenciais da esporotricose, como é o0 caso da leishmaniose,
paracoccidioidomicose, cromoblastomicose, blastomicose, tuberculose, sifilis
primaria, tularemia e micobacterioses (RAMOS-E-SILVA, 2007).

Diversas ferramentas tém sido empregadas no diagndéstico da esporotricose,
sendo elas manuais ou automatizadas, todas elas fornecendo dados importantes no
gue diz respeito ndo s6 ao tratamento em si, mas também ao fornecimento de dados

epidemiolégicos da doenca.
2.1.6 Diagnostico Laboratorial
2.1.6.1 Morfologia

A forma mais confidvel para o diagndstico definitivo da esporotricose,
considerada o padrdo ouro, € a observacdo das estruturas macro e
micromorfolégicas de Sporothrix spp., 0 que é possivel mediante isolamento do
fungo em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) ou Batata Dextrose Agar (BDA) a
25°C, num periodo de incubacéo de 3 a 5 dias (SIDRIM E ROCHA 2004; RAMOS-E-
SILVA et al., 2007).

O isolamento do agente pode ser feito a partir de fluidos corporais como
puncdo ganglionar no caso da forma linfocutanea, da forma disseminada, ou da
forma localizada; e pus, escarro, liquido sinovial, no caso da forma visceral,

dependendo do orgado afetado; ou ainda a partir de fragmento de biopsia.
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Inicialmente, a colonia filamentosa apresenta-se hialina, desenvolvendo com o
tempo rugas e dobras, podendo ocorrer producdo de melanina, o que torna a cor
incialmente creme da cultura em uma cor marrom escura (MAHAJAN, 2014; LACAZ
et al., 2002).

Para observacdo das estruturas micromorfolégicas de Sporothrix sp., é
realizada técnica de cultura em lamina, onde um fragmento da colénia € colocado
sobre a lamina de vidro, sendo corado preferencialmente em lactofenol azul de
algoddo. Ao aumento de 400x no microscopio Optico, € possivel observar as
estruturas micromorfolégicas tipicas de Sporothrix sp.: filamentos micelianos
hialinos, septados, bastante ramificados e medindo cerca 1,5 a 2 um de espessura,
podendo apresentar ao longo destes conidios simpodiais demaceos ou hialinos,
terminais, em formato arredondado (ovalado), fusiforme ou piriforme, em disposi¢ao
floral lembrando uma “margarida”, ou ligados diretamente aos filamentos micelianos
lateralmente, podendo medir de 2 a 6 um (SIDRIM E ROCHA, 2004). Para obtencao
da fase leveduriforme de Sporothrix sp., se faz necessaria a incubacao do fungo a
uma temperatura de 35 a 37°C em meio enriquecido, tais como: Infusdo de Cérebro
e Coracdo (BHI), Agar Chocolate ou Agar Sangue, por um periodo de 5 a 7 dias,
sendo por vezes necessario, dependendo do isolado, realizar diversos subcultivos e
aumentar o periodo de incubacdo para que a termoconversdo ocorra (BARROS,
PAES E SCHUBACH, 2011).

A observacdo do material coletado de paciente com suspeita de esporotricose
ao exame direto, Sidrim e Rocha (2004) afirmam que, é dificil encontrar o parasito,
visto que a fase leveduriforme de Sporothrix sp. apresenta formas variaveis.

Este procedimento se da a partir da clarificagdo do material coletado, pelo
hidréxido de potassio a 10%, porém ndo apresenta a confiabilidade diagndstica
presente no cultivo do fungo em meio de cultura e posterior observacdo de suas
estruturas macro e micromorfoldgicas, devido a escassez, de células leveduriformes
presentes na amostra (MAHAJAN, 2014).

Exames histopatologicos também s&o ferramentas importantes na obtengao
do diagndstico da esporotricose, a partir da coloracédo de esfregacos pelas técnicas
de Gram, Giemsa, Acido Periddico de Schiff (PAS), Hematoxilina e Eosina,
Tricdbmico de Gomori ou Metenamina Prata (CRUZ, 2013). A partir de preparacdes
coradas pelo PAS podem ser evidenciadas células globosas atipicas, devido a uma

capsula que reage positivamente ao acido, lembrando células de Cryptococcus
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neoformans (BARROS, PAES E SCHUBACH, 2011). Nesta preparacdo, uma
estrutura radiada formada de material eosinofilico cercando a célula flngica,
denominada corpo asteroide, pode ser encontrada. Esta estrutura raramente
encontrada nesse exame, € formada devido a deposicdo de proteinas, e €
responsavel pela reacdo antigeno e anticorpo (RAMOS-E-SILVA, 2007), e na
esporotricose se encontra fora da célula, o que caracteriza a doencga, pois corpos
asteroides em outras infeccdes se apresentam no interior de células gigantes
(SIDRIM E ROCHA, 2004). O exame histopatoldgico ndo é especifico pois mimetiza
outras inflamacbes granulomatosas, como a que ocorre na esporotricose
(MAHAJAN, 2014).

2.1.6.2 Diagnostico Molecular

O isolamento do fungo em meio de cultura é considerado o método “padrdo
ouro” para o diagndstico da esporotricose. Entretanto, esse método pode apresentar
problemas em alguns casos, devido ao tempo de crescimento ser relativamente
lento, e também devido a possibilidade de contaminacédo da cultura, o que pode
levar a uma confusdo ao se emitir o diagnoéstico (STEVENS, 2002).

Reiss (2002) afirma que testes ndo-cultura sdo necessarios para realizar um
diagnéstico oportuno de infecgdes fungicas invasivas e para selecionar terapia
apropriada, o que se torna dificil se usado apenas a cultura para fechar o
diagnostico, devido a baixa especificidade da técnica no que diz respeito a
identificacdo de espécies do complexo.

Assim, a ferramenta molecular se torna importante no diagnostico rapido da
esporotricose e também em casos de nédo isolamento em cultura devido a baixa
carga fangica ou devido a infec¢des secundéarias (BARROS, PAES E SCHUBACH,
2011).

Além disso, estudos recentes tém sugerido que a sensibilidade antifungica e a
viruléncia, bem como os mecanismos de lesdo, diferem entre as espécies do
complexo Sporothrix schenckii (OLIVEIRA, 2014).

Métodos diagndsticos da esporotricose, baseados na biologia molecular, séo
escassos até agora (BARROS, PAES E SCHUBACH, 2011; ZANCOPE-OLIVEIRA,
2015).
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Um dos estudos pioneiros no desenvolvimento do diagndstico molecular de
infecgdes fungicas foi realizado em 1995 por Sandhu e colaboradores, no qual foram
desenvolvidas 21 sondas de acido nucleico especificas, as quais tinham como alvo a
maior subunidade de genes rRNA de diversos fungos patdégenos.

Hu et al. (2003) desenvolveram um protocolo de uma Nested PCR para
deteccdo de Sporothrix schenckii usando a sequéncia do gene 18S do rRNA como
alvo. Os resultados mostraram que a PCR p6de detectar o total de DNA de uma
Unidade Formadora de Colbnia (UFC) de S. schenckii em amostras de tecidos. O
estudo demonstrou altas sensibilidade e especificidade, comprovando a eficacia
desse método no diagndstico da esporotricose.

Usando como marcador a regido ITS do rRNA, Zhou et al. (2012)
identificaram 124 isolados (68 clinicos e 54 ambientais) identificados
morfologicamente como Sporothrix e Ophiostoma. Ao final do estudo, os autores
concluiram que ITS € suficiente para distincdo de espécies de Sporothrix
clinicamente relevantes.

ApoOs os estudos de Marimon et. al. (2006, 2007, 2008), a partir dos quais
novas espeécies patogénicas do género Sporothrix foram estabelecidas, diversos
estudos objetivando a identificacdo molecular do agente da esporotricose se
basearam no sequenciamento do gene CAL (CAMACHO, 2015; DIAS, 2011,
OLIVEIRA, 2010, 2013b, 2014, 2015).

Rodrigues, de Hoog e Camargo (2015) desenvolveram um painel de novos
marcadores, baseado na sequéncia do gene CAL, que permite a identificacdo de
espécies do Complexo, e de seu teleomorfo, Ophiostoma. Nesse estudo foi
desenvolvido um modelo animal de esporotricose disseminada com o objetivo de
otimizar a PCR para deteccao de especimens clinicos de Sporothrix onde, a partir

dos tecidos desses animais, foram detectados DNA de S. brasiliensis e S. schenckii.

2.1.7 Tratamento

Apesar de sua grande distribuicdo global e de suas diferentes manifestacfes
clinicas, a esporotricose ndo apresenta grande complexidade em seu tratamento,
porém este pode apresentar um periodo prolongado, o que o torna dispendioso
(MAHAJAN et al., 2014). Itraconazol é considerada a droga de escolha no

tratamento da esporotricose, especialmente em sua forma linfocutanea
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(KAUFFMAN; HAJJEH E CHAPMAN, 2000), porém o iodeto de potassio continua
sendo amplamente utilizado no tratamento desta manifestagéo clinica, devido sua
alta eficiéncia, baixo custo, facil administracéo e poucos efeitos colaterais (BONIFAZ
E VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013). Na forma extracutanea da doenca o itraconazol
também pode ser utilizado, porém anfotericina B apresenta maior efetividade no
tratamento dessa manifestacdo clinica da micose (KAUFFMAN; HAJJEH E
CHAPMAN, 2000). Outras drogas também utilizadas no tratamento da esporotricose
sao o fluconazol e a terbinafina, porém em casos de menor complexidade da doenca
(MAHAJAN et al., 2014).

2.1.7.1 Susceptibilidade antifangica in vitro

Com o objetivo de se obter uma maior especificidade no tratamento de
doencas causadas por micro-organismos como bactérias e fungos, os testes de
sensibilidade in vitro se constituem em uma ferramenta eficaz. Os protocolos
publicados pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) e Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) sdo os guias mais
utilizados na realizacdo de testes de sensibilidade de microrganismos pelo método
de microdiluicdo em caldo, sendo o EUCAST EDef 9.3 e o CLSI M38-A2 utilizados
especificamente para realizacdo desse teste com Sporothrix sp em sua fase
filamentosa (EUCAST Edef 9.3, 2015; CLSI M38-A2, 2008).

Através dessa metodologia, verifica-se a menor concentracdo da molécula
capaz de inibir o crescimento do fungo. Esta concentracdo é conhecida como
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da molécula avaliada. O estabelecimento de
Sporothrix sp. como um complexo de espécies sugere que, dentre as diferentes
espécies deste complexo existem diferentes padres de sensibilidade frente aos
antifangicos utilizados no tratamento da esporotricose. Essa hipotese pbde ser
confirmada em trabalho realizado por Marimon et al. (2008a), onde foi verificado o
perfil de susceptibilidade antifangica de diferentes espécies do Complexo S.
schenckii, sendo testados 12 antifungicos frente a diferentes cepas de cinco
espécies do complexo. Nesse teste, apenas as CIMs obtidas para fluconazol e
micafungina foram iguais (128 e 256 pg/mL, respectivamente). As demais CIMs
obtidas para cada droga frente as diferentes espécies do complexo, apresentaram

variacdo, sendo S. mexicana a espécie que apresentou maior resisténcia aos
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farmacos testados, exceto a terbinafina, antifingico que apresentou o menor CIM no
teste.

Outro trabalho com o mesmo viés foi desenvolvido por Oliveira, D., et al.
(2011), onde foram testadas cepas de S. schenckii, S. albicans, S. brasiliensis e S.
luriei, frente a oito antifGngicos entre compostos azolicos, equinocandinas e
anfotericina B. Foi constatada resisténcia dos isolados de S. luriei e S. albicans aos
compostos azélicos e a caspofungina, porém estes isolados foram sensiveis a
anfotericina B e a terbinafina. S. schenckii, isolados apenas de humanos, foram
resistentes a fluconazol e caspofungina. S. brasiliensis também foi resistente ao
fluconazol, e caspofungina. Esses estudos demonstram mais uma vez a importancia
da identificacdo das espécies formadoras do complexo Sporothrix schenckii, pois
esta pode indicar o melhor direcionamento terapéutico da doenca, visto que as
diferentes espécies podem apresentar padrdoes de sensibilidade distintos. Também
ficou evidenciada a eficacia da Terbinafina frente as diferentes espécies do
complexo, bem como a da anfotercina B, porém esta apresenta maior toxicidade em
relacdo a Terbinafina.

Apesar de se apresentar como uma ferramenta usada para se verificar qual a
terapéutica adequada a ser adotada, utilizando-se o documento CLSI M38-A2 como
referéncia, ndo se tem nenhum conhecimento da correlagéo entre os resultados dos
testes in vitro e o efeito clinico do farmaco aplicado no tratamento (BUSTAMANTE E
CAMPOS, 2010).

Estudos da acdo de diferentes compostos que apresentam potencial
antifangico tém sido desenvolvidos, tendo obtido resultados interessantes frente a
isolados de Sporothrix sp., o que pode fornecer mais opc¢cdes no tratamento da
esporotricose no futuro (BRILHANTE, 2014b; COUTO, 2015; WALLER, 2016a;
2016b).

2.1.7.2 Novas alternativas terapéuticas

Apesar de antifungicos padrdes como itraconazol, anfotericina B e terbinafina
continuarem sendo utilizados no tratamento da doenga, apresentando sucesso
terapéutico, o tratamento antifingico a partir do uso desses farmacos apresenta-se

dispendioso, e resisténcia a essas drogas tem sido observada (BUSTAMANTE E
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CAMPOS, 2010), o que demanda o estudo de novas alternativas no tratamento da
esporotricose.

Trabalhos de grande relevancia, no que concerne a busca de novos
compostos para este fim, tém sido publicados nos ultimos anos, apresentando
resultados significativos.

Em 2014, Brilhante e colaboradores testaram um composto fosfolipidico
conhecido por Miltefosina, utilizado na quimioterapia anti-protozoaria da
leishmaniose, frente a isolados de Sporothrix sp. e Histoplasma capsulatum. Os
resultados mostraram que a variagcdo da CIM para Miltefosina frente aos isolados de
Sporothrix foi de 0,25-2 pg/mL, mais especificamente de 0,5-0.125 pug/mL para S.
brasiliensis, de 0,5-1 pg/mL para S. schenckii, de 0,5-2 pg/mL para S. mexicana e 1-
2 pg/mL para S. globosa. Os resultados deste estudo demonstram que a Miltefosina
apresenta uma acao antifingica relevante, pois apresentou eficacia contra diferentes
espécies do complexo, apresentando pouca variagdo nas CIMs de uma espécie para
outra.

O mesmo grupo de estudo avaliou a acdo de derivados terpénicos contra
isolados de Sporothrix sp. Nesse trabalho, foram testados os compostos terpinen-4-
ol e farnesol, apresentando este ultimo uma CIM variando de 0,003 a 0,222 pg/mL,
sendo considerado o composto mais ativo neste teste (BRILHANTE, 2014Db).

Borba-Santos et al. (2016) verificaram, a acdo de trés compostos analogos a
miltefosina: TCAN26, TC19, e TC70. Os autores concluiram que TCAN26 foi o
composto com atividade antifingica mais acentuada contra Sporothrix sp.,
apresentando uma acao mais eficaz que a Miltefosina. Nesse estudo foi verificado
gue este composto provoca alteracfes nos envoltérios celulares do patégeno, e que
as concentracfes necessarias para eliminar as células deste sdo menores que as
que provocam citotoxicidade em mamiferos, sendo assim esse composto mais
seletivo que a Miltefosina.

A acdo de compostos extraidos de diferentes espécies de plantas, contra
Sporothrix sp, tem sido demonstrado, como em trabalho desenvolvido por Johan et
al. (2007), onde extratos naturais de sete espécies de plantas medicinais foram
testados contra Sporothrix, diversas espécies de Candida, e isolados de
Cryptococcus neoformans. Dos oito extratos testados, apenas os de folha e caule de
Schinus terebinthifolius (aroeira) apresentou acao efetiva contra S. schenckii. Tendo
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sido testados a uma concentragao inicial de 100 pg/mL, apresentou uma variacao de
CIM de 15- 30 pg/mL (folha) e de 15-60 pg/mL (caule), frente aos isolados testados.

Os trabalhos de Waller et al. (2015; 2016a; 2016b), demonstraram a acdo de
diversos 6leos naturais extraidos de diferentes espécies de plantas, os quais
apresentaram resultados significativos frente a cepas de S. brasiliensis.

Couto et al. (2015) demonstraram a acdo do Oleo essencial de Origanum
vulgare, planta da familia Lamiaceae (WALLER et al., 2015), frente a cepas de S.
schenckii e S. brasiliensis, demonstrando o potencial antifungico de compostos
deste 6leo, especialmente do composto y-Terpineno.

Para comprovar a eficacia destes compostos, mais testes devem ser
realizados, especialmente em relagcdo a novas espécies do complexo, ndo sé in

vitro, mas também em modelos animais.

3 ANALISE DE RESULTADOS

3.1 VIABILIDADE DOS ISOLADOS

Dos 14 isolados analisados, apenas um, o isolado URM 3311, néo
apresentou caracteristicas tipicas de Sporothrix sp., ndo sendo considerado viavel,
portanto ndo utilizado nas analises realizadas.

Todos os demais isolados cultivados em BDA apresentaram caracteristicas
macromorfoldgicas (cultura apresentando coloracéo clara com as bordas tornando-
se castanho escura a negra com envelhecimento, além de diversas reentrancias e
topografia cotonosa) e micromorfolégicas (conidios globosos ou piriformes, de

localizac&o terminal, em disposicao floral) tipicas de Sporothrix sp (figuras 2 A e B).

Figura 1- Estruturas micromorfolégicas de Sporothrix schenckii URM 3686 (A) e URM 4291
(B) evidenciando filamentos micelianos hialinos, ramificados e delicados (seta azul) com
conidios dispostos lateralmente ao micélio em A (seta preta) e conidios em disposi¢ao floral

(setas vermelhas) em B. Coloragdo: Lactofenol azul de algoddo. Magnifica¢éo: 400x.
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3.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Os resultados das analises fenotipicas estdo descritos na Tabela 3, a qual
destaca os perfis de assimilacdo de carboidratos dos isolados viaveis, bem como o
didmetro da col6nia a 30° C (figura 3A), e termotolerancia (figura 3B). Apoés a leitura
dos testes de absorgcéo de fontes de carbono, observou-se que todos os isolados
testados foram capazes de absorver os carboidratos sacarose e rafinose. A analise
da termotolerancia mostrou que todos isolados apresentaram essa caracteristica,
sendo o menor diametro da colénia observado (em BDA e incubada a 37°C), o de 3
mm. O didametro da colbnia a 30°C mostrou-se maior que 50 mm em 9 isolados e
menor que 50 mm em 3. Os padrdes fenotipicos obtidos dos isolados analisados
indicam que estes sdo da espécie Sporothrix schenckii e S. mexicana, conforme
chave de identificacdo fenotipica proposta por Marimon et al. (2007). Entretanto,
algumas discrepancias entre as andlises fenotipicas e genotipicas foram
observadas. Conforme mostrado na tabela 3, os isolados URM 435, URM 4291,
URM 4861 apresentam caracteristicas fenotipicas de Sporothrix mexicana, porém
identificados genotipicamente como S. schenckii. Este resultado esta em desacordo
com Marimon et al. (2007), onde os autores afirmam que as espécies do Complexo
podem ser identificadas apenas pelas caracteristicas fenotipicas.

Da mesma forma, os isolados URM 434, URM 435, URM 2439 e URM 2865,
identificados fenotipicamente como Sporothrix mexicana, foram identificados
genotipicamente como S. chilensis.

Os resultados apresentados nessa analise demonstram que o tempo de
estocagem das amostras nao influenciou mudancas na fisiologia destas, embora
Criseo et al. (2008) descreva um caso de isolado de Sporothrix schenckii que, apos
diversos repiques, perdeu a habilidade de converter a forma filamentosa, mesmo em

temperatura ambiente.
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Tabela 3- Caracterizacdo fenotipica e genotipica dos isolados de Sporothrix sp. estocados na
Colegdo de Culturas URM, realizada no Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas, Rio de
Janeiro, Brasil, em Julho de 2016.

Isolado Diametro Morfologia dos Crescimento a Assimilacédo de Identificacao Identificacao
da col6nia Conidios 37°C carboidratos fenotipica genotipica
a30°C *GLI  YSAC *RAF
*URM 62 mm Hialino / Alongado/ SIM + + + S. mexicana Sporothrix
301 Ovalado mexicana
URM 434 72 mm Hialino/Alongado/ SIM + + + S. schenckii S. chilensis
Ovalado
URM 435 68,5 mm Hialino/ Alongado/ SIM + + + S. mexicana S. chilensis
Ovalado/ Globoso
URM 592 31 mm Hialino/Alongado/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
Globoso/Ovalado
URM 46 mm Hialino/ Demaceo SIM + + + S. schenckii S. schenckii
1013 Alongado/ Ovalado/
Globoso
URM 71,5 mm Hialino / Alongado/ SIM + + + S. mexicana S. chilensis
Ovalado
2439
URM 70 mm Hialino/ Alongado/ SIM + + + S. mexicana S. chilensis
2865 Ovalado
URM 50, 5 mm Hialino/ Deméceo/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
3686 Alongado/ Ovalado/
Triangular
URM 56 mm Hialino / Alongado/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
4080 Ovalado
URM 49 mm Hialino/ Deméaceo/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
4252 Alongado/ Ovalado
Globoso/ Triangular
URM 55 mm Hialino/ Deméaceo/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
4291 Alongado/ Triangular
URM 58 mm Hialino/ Demaceo/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
4861 Alongado/ Ovalado/
Triangular
URM 51 mm Hialino/ Deméaceo/ SIM + + + S. mexicana S. schenckii
5111 Alongado/ Ovalado/
Triangular

*GLI- Glicose/ "SAC- Sacarose/ ‘RAF- Rafinose

*URM- Colecdo de Culturas URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de

Pernambuco.



46

Figura 2- Didmetro da coldnia (A) e termotolerancia (B) do isolado URM 5111

Fonte: Rabello (2016)

Portanto, podemos inferir que, apesar de se fazer necessaria com vias a se
obter as caracteristicas fisiolégicas de uma determinada cepa, a caracterizacao
fenotipica por si s6 ndo se apresenta totalmente confiavel para obtencdo de uma
identificacdo acurada dos isolados, apesar de ocorrer correspondéncia com a

identificagdo molecular em alguns casos.
3.3 CARACTERIZACAO GENOTIPICA

A andlise no BLAST comparando as sequéncias do gene B-tub e do gene
CAL na base de dados do GenBank NCBI com as sequéncias de DNA obtidas dos
isolados da Colecdo identificaram esses isolados como Sporothrix schenckii, S.
mexicana e S. chilensis com 99%-100% de correspondéncia entre estas sequéncias,
0 que demonstra a capacidade descritiva desses genes em relacdo as espécies do
Complexo Sporothrix schenckii, assim como descrito nos trabalhos de Marimon et al.
(2007; 2008a) e Rodrigues et al. (2016). A analise filogenética das sequencias do
gene B-tub obtidas da Colecdo de Cultura mostrou similaridade dos isolados URM
434, URM 435, URM 2439, URM 2865 com S. chilensis, e dos isolados URM 592,
URM 4252, URM 4291, URM 3686, URM 1013, URM 5111, URM 4861 com S.
schenckii, e mostrou altos valores bootstrap para esse gene (figura 4). Tendo em
vista que todas as cepas caracterizadas como S. chilensis foram originariamente
isoladas no Brasil, pode-se afirmar que desde a descricdo dessa espécie, este é 0
primeiro registro dessa espécie no pais, o que vem a qualificar ainda mais o acervo
da Colecao de Culturas URM.

Esse dado demonstra a importante distribuicdo global que o Complexo

apresenta, se considerarmos que S. chilensis foi caracterizada a partir de amostras
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clinicas e ambientais originarias do Chile (RODRIGUES et al.,, 2016), também

demonstrando que essa espécie ndo apresenta endemicidade.

Figura 3- Filograma Neighboor-joinining do gene B-tub obtido de isolados da Colecao de Culturas
URM e cepas padréo (Sporothrix schenckii CBS 302.73; S. brasiliensis IPEC 16490 tub; S.luriei ATCC
18616T; S. albicans CBS 302.73; S. mexicana CBS 120341; S. chilenisis Ss469 e Ss470) disponiveis

no GenBank.
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3.4 SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados dos testes de sensibilidade antifangica encontram-se descritos
na Tabela 4, e mostram-se significativos no que diz respeito aos novos compostos
testados: Miltefosina e extrato de Schinus terebinthifolius. As cepas padréao
apresentaram um perfil de resisténcia ndo divergente do apresentado pelos isolados
da Colecdo de Culturas, ndo apenas para aos antifungicos padrdo como também

para 0s compostos bioativos testados. Esse resultado contribui ainda mais para
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demonstracdo da eficacia destes compostos, visto que o padrdo de resisténcia
apresentado pelas cepas padréo sao condizentes com o que apresenta o guideline
CLSI M27-A3, em relacdo ao itraconazol e a anfotericina B (CLSI M27-A3, 2008).

As concentracfes inibitérias minimas (CIM) obtidas mostraram que as
amostras testadas apresentam sensibilidade ao Itraconazol (CIM entre 0,125- 0,5
png/mL) e a anfotercina B, exceto o isolado URM 2439 (Sporothrix chilensis), o qual
apresentou CIM de 4 pg/mL. Segundo o guideline, a variagdo nas CIM para fungos
filamentosos nao-dermatofitos esta agrupado entre 0,5 e 2 pg/mL para anfotericina
B, sendo, portanto, o isolado URM 2439 considerado resistente para esse farmaco.
Os demais isolados caracterizados como S. chilensis apresentaram-se sensiveis a
anfotericina B. Esse trabalho é o primeiro a tratar do perfil de resisténcia de S.
chilensis, 0 que se apresenta como um dado importante apesar de poucos isolados
desta nova espécie terem sido usados nesse teste.

Em Marimon et al. (2008b) S. mexicana apresentou resisténcia a itraconazol
(32 pg/mL) e anfotericina B (range 16-32 pg/mL), contudo nosso isolado identificado
como S. mexicana apresentou sensibilidade a esses farmacos. A literatura néo
estabelece breakpoints para os compostos bioativos avaliados frente ao Complexo
Sporothrix schenckii, portanto ndo € possivel afirmar que esta espécie apresente
resisténcia conhecida a estes compostos. As discrepancias observadas entre o
presente trabalho e o trabalho de Marimon et al. (2008b) podem estar relacionadas
entdo, a caracteristicas fisioldgicas intrinsecas as cepas estudadas.

Para itraconazol, o guideline determina que CIM’s maiores que 8 pg/mL
indicam resisténcia do isolado. Comparando-se as CIM obtidas para Miltefosina
frente os isolados (0,25- 0,5 pg/mL) com as CIM’s estabelecidas para itraconazol e
anfotericina B, observamos uma atividade significativa desse composto contra
Sporothrix sp., resultado concordante com o estudo de Brilhante et al. (2014), onde
as CIM’s obtidas para miltefosina variaram de 0,5 a 4 pg/mL. Desta forma, o
presente trabalho corrobora para que o composto, depois de analises realizadas em
modelos animais, possa vir a se tornar uma opc¢ao viavel no tratamento da
esporotricose. Com relacdo ao extrato de Schinus tererbinthifolius, pode-se
considerar que as CIM obtidas (1-4 pg/mL) demonstra que esse composto apresenta
uma acao satisfatoria na inibicdo do crescimento do fungo, resultado que concorda
com estudo realizado por Johann et al. (2007), onde o extrato apresentou atividade

contra isolados de Sporothrix schenckii.
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Tabela 4 - Atividade antifungica de Miltefosina, extrato de Schinus terebinthifolius, Itraconazol e
Anfotericina B frente a isolados de Sporothrix sp. estocados na colecdo de cultura URM.

Compostos e valores de CIM" em pg.mL™

ISOLADO ESPECIE ANFO.B* ITC** MIL*** EXTRATO DE
Schinus

terebinthifolius
URM" 301 Sporothrix mexicana 1 0,5 0,5 4
URM 434 S. chilensis 2 0,5 0,5 4
URM 435 S. chilensis 1 0,25 0,5 4
URM 592 S. schenckii 1 0,125 0,25 2
URM 1013 S. schenckii 1 0,5 0,5 4
URM 2439 S. chilensis 4 0,5 0,5 4
URM 2865 S. chilensis 1 0,5 0,5 4
URM 3686 S. schenckii 2 0,5 2 2
URM 4080 S. schenckii 0,125 0,125 0,5 1
URM 4252 S. schecnkii 1 0,5 2 4
URM 4291 S. schenckii 0,5 0,125 1 2
URM 4861 S. schenckii 0,5 0,125 2 1
URM 5111 S. schenckii 2 0,5 1 1
ATCC* 90028 Candida albicans 0,25 c* 0,5 4
ATCC 22019 C. parapsilosis 0,125 0,125 2 C

TCIM- Concentragéo Inibitoria Minima

*ANFO B.- Anfotericina B

** |TC- Itraconazol

** MIL- Miltefosina

£URM:- Colecso de Cultura URM/UFPE/Brasil
¥ATCC- American Typical Culture Collection

€C- Crescimento na maior concentracao testada

3.5 PRODUCAO DE MELANINA

Com relacao a verificacdo da producédo de melanina, a partir da observagao
do controle positivo, observou-se que apenas trés isolados apresentavam colonia
escura, evidenciando a producdo de melanina DHN, produzida naturalmente pelo
fungo. As demais culturas apresentaram-se albinas, sendo feita a analise da acdo
antifingica dos compostos apenas a partir das coldnias escuras, verificando a agéo

destes contra a producao da proteina.
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Foi verificado que, dos compostos testados apenas os tiofenos 6CN10, LNN
03, LNN 07, LNN 08 e LNN 09 foram capazes de inibir a producdo de melanina nas
colonias de Sporothrix. Nenhum dos extratos naturais testados apresentou acao
inibitéria da melanina, bem como a Miltefosina, que também nédo apresentou acao
frente a essa proteina.

A Miltefosina atua em nivel de membrana plasmatica interferindo na
producdo de fosfolipidios, importante composto desta estrutura celular (DORLO et
al., 2012), ndo havendo nenhum trabalho tendo sido realizado com o objetivo de
verificar a acdo deste composto na inibicdo da producdo de melanina, até entdo.
Portanto, pode-se inferir que devido ao seu mecanismo de agéo, a Miltefosina n&o
apresenta nenhuma atividade contra este fator.

Apesar da analise quanto a acdo dos composto ter sido feito apenas em
relacdo aos isolados que apresentaram producdo de melanina, € importante
ressaltar que os compostos LNN néo so inibiram a produgcdo de melanina nesses
isolados como também inibiram o crescimento da colonia destes e de isolados néo
produtores de melanina, demonstrando ndo sé sua capacidade inibitéria em relacéo
a producdo da melanina, mas também sua capacidade antifingica propriamente
dita. Cunha et al. (2006) verificaram a acdo de triciclazol frente a producédo da
melanina DHN produzida por Fonsecaea pedrosoi, e constaram que este composto
inibe os mecanismos de producdo dessa proteina, aumentando a susceptibilidade
deste fungo aos macrofagos. Diferente do trabalho realizado por Cunha et al. (2005),
nosso trabalho ndo analisou os mecanismos de inibicdo do processo de sintese da
melanina DHN em Sporothrix sp., porém apenas pela observacéo, pode-se constatar
uma clara inibicdo na producdo de melanina dos isolados que apresentaram essa
caracteristica (figuras 4 A, Al, A2, B, B1 e B2).
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Figura 4- Inibicdo da produgéo de melanina de dois isolados produtores de melanina. Em A: isolado
432 (Sporothrix brasiliensis) (seta preta) (controle). Al: isolado 432 (seta preta) na presenca do
composto LNN-03 (100% da CIM). A2: isolado 432 (seta preta) na presenca do composto LNN-03
(50% da CIM). Em B: isolado 3686 (S. schenckii) (seta vermelha) (controle). B1: isolado 3686 (seta
vermelha) na presenca do composto LNN-08 (100% da CIM). B2: isolado 3686 (seta vermelha) na
presenca do composto LNN-08 (50% da CIM).

Fonte: O autor (2016)
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A requalificacdo de isolados de acervos de Colecdo de Cultura a partir do
uso de ferramentas moleculares, apresenta grande relevancia no estudo da
micologia, visto que diversos estudantes da area tém desenvolvido suas pesquisas a
partir desses isolados de colec¢des.

Dito isto, podemos concluir que estudos posteriores que venham a utilizar
esses isolados de Sporothrix sp. da Colecdo de Culturas URM, revisados
taxonomicamente, apresentardo maior confiabilidade e relevancia.

Pode-se também afirmar que os compostos testados contra os isolados
apresentaram acdo nos testes de sensibilidade antifingica, e que a verificacdo da
producdo de melanina frente aos compostos testados nesta analise apresentou
dados relevantes, visto que os compostos de Tiofeno apresentaram significativo
potencial anti-Sporothrix com visivel inibicdo da produgéo desta proteina.

Estes compostos, a partir de estudos de citotoxicidade, podem vir a se
tornarem opcdes vidveis no tratamento da esporotricose, visto que esta doenca
apresenta maior incidéncia entre a populacdo de menor condicdo econdmica, e
estes compostos derivados de extratos naturais apresentam baixo custo, o que da a

este trabalho relevancia ndo sé no campo cientifico, mas também no social.
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APENDICE A - Morfologia de conidios de Sporothrix sp. apés 21 dias de
crescimento em Agar Corn Meal

A- URM 4861; B- URM 4291; C- URM 1013; D- URM 5111. Magnificagao: 400x.
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