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RESUMO

A esporotricose € uma infecgao micotica provocada por meio da inoculagao traumatica
de indculos de fungos termodimérficos do género Sporothrix. A infecgao classica esta
associada a fungos presentes no solo, plantas ou matéria organica, porém a doenca
foi progressivamente concatenada a transmissao zoonética, principalmente por meio
da espécie S. brasiliensis. Os principais farmacos para o tratamento da esporotricose
sao o itraconazol e a anfotericina B. Embora ambos apresentem resultados eficientes
na terapia da doenca, eles possuem diversos efeitos adversos e toxicidade
significativa. Desta forma, faz-se necessaria a busca por alternativas para agregar o
tratamento da esporotricose. Derivados moleculares contendo fenoxi-hidrazona-
tiazdis sdo candidatos potenciais, uma vez que possuem acao antifungica frente a
diferentes espécies. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antifungico dos
derivados fenoxi-hidrazona-tiazéis derivados nitrados e halogenados e seus
precurssores as fenoxi-tiossemicarbazonas, frente a Sporothrix spp. Para isso, foram
utilizadas cepas de Sporothrix sp. que foram armazenados na colec¢ao de culturas da
URM/UFPE, bem como no Servico de Dermatologia do Hospital das Clinicas da
UFPE. Os taxons foram identificados a nivel de espéciepelo sequenciamento parcial
do gene da calmodulina e analise filogenética. Esta analise também identificou a
primeira cepa clinica de Sporothrix mexicana de umdos tdxons armazenados na
colecdo de culturas do Departamento de Dermatologia do HC/UFPE. O teste de
suscetibilidade antifungica também foi realizado de acordo com o protocolo M38-A2
do Clinical & Laboratory Standards Institute com itraconazol, anfotericina B e 10
hibridos moleculares das fenoxi-tiossemicarbazonas e fenoxi-hidrazona-tiazois.
Quanto ao perfil de suscetibilidade, 88,8% das cepas foram caracterizadas como
selvagens para itraconazol e 11,1% delas foram classificadas como nao selvagens
para anfotericina B. Hibridos moleculares contendo tiosemicarbazonas foram capazes
de inibir o crescimento fungico. Portanto, os derivados halogenados das
tiosemicarbazonas sdo compostos promissores para incorporagdo no tratamento da

esporotricose devido a sua a¢ao anti-Sporothrix.

Palavras-chave: Perfil de susceptibilidade. Sporothrix mexicana. Citotoxicidade

Tiossemicarbazonas. Tiazois



ABSTRACT

Sporotrichosis is a mycotic infection caused by the traumatic inoculation of inocula of
thermodimorphic fungi of the genus Sporothrix. The classic infection is associated with
fungi present in the soil, plants or organic matter, but the disease has been
progressively linked to zoonotic transmission, mainly through the species S.
brasiliensis. The main medications for treating sporotrichosis are itraconazole and
amphotericin B. Although both present efficient results in treating the disease, they
have several adverse effects and significant toxicity. Therefore, it is necessary to
search for alternatives to add sporotrichosis treatment. Molecular derivatives
containing phenoxyhydrazone-thiazoles are potential candidates, as they have
antifungal action against different species. The aim of this study was to evaluate the
antifungal potential of halogenated phenoxy-hydrazone-thiazole compounds against
Sporothrix spp. To this, we used strains of Sporothrix sp. that were stored in the
URM/UFPE culture collection, as well as in the Dermatology Department of the UFPE
Hospital das Clinicas. The taxa were identified to species level by partial sequencing
of the calmodulin gene and phylogenetic analysis. This analysis also identified the first
clinical strain of Sporothrix mexicana from one of the taxa stored in the culture
collection of the HC/UFPE Dermatology Department. Antifungal susceptibility testing
was also carried out according to the M38-A2 protocol of the Clinical & Laboratory
Standards Institute with itraconazole, amphotericin B and 10 molecular hybrids of
phenoxyhydrazone-thiazoles. As for the susceptibility profile, 88.8% of the strains were
characterized as wild-type for itraconazole and 11.1% of them were classifiedas non-
wild-type for amphotericin B. Molecular hybrids containing thiosemicarbazones were
able to inhibit fungal growth. Therefore, halogenated phenoxyhydrazone-thiazole
derivatives containing mainly the thiosemicarbazone class are promising compounds

for incorporating into the treatment of sporotrichosis due to their anti-Sporothrix action.

Keywords: Sensitivity test; Sporothrix; Synthetic derivatives; Thiosemicarbazones.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma infec¢gdo micotica provocada por meio da inoculagao
traumatica de inéculos de fungos termodimorficos do género Sporothrix. As espécies
com maior viruléncia sdo Sporothrix schenckii stricto sensu, Sporothrix brasiliensis e
Sporothrix globosa (ZHANG et al., 2015 e GAGINI, 2018)

Historicamente, a esporotricose tem sido atribuida a uma unica espécie,
Sporothrix schenckii (BARROS, 2011 e ALMEIDA-PAES et al., 2014). Entretanto,
segundo Marimon (2007), analises fenotipicas e genotipicas levaram a identificacao
de quatro novas espécies no complexo Sporothrix sp: S.globosa, um fungo de
distribuicao global (VIEILLE et al., 2012 e OLIVEIRA et al., 2010). S. brasiliensis, a
espécie relacionada a epidemia zoondética de esporotricose no Brasil (OLIVEIRA et
al., 2011); S. mexicana, inicialmente limitada ao México (MARIMOM et al., 2007), mas
com casos recentes relatados em outras regides (Dias et al., 2011 e Rodrigues 2013),

e S. luriel, anteriormente S. schenckii var. luriei (Marimon, 2008)

A infeccdo classica esta associada a fungos presentes no solo, plantas ou
matéria organica, porém um numero progressivo de casos tem sido relacionado a
transmissao zoondtica, principalmente por gatos infectados com S. brasiliensis. Esta
espécie apresenta importantes atributos de viruléncia, como maior de melanina e
urease, sendo a espécie mais virulenta em modelos murinos e associada com
frequéncia a apresentagdes clinicas mais graves em humanos, como reacgdes de
hipersensibilidade e infeccao disseminada (ALMEIDA-PAES et al., 2014 e BONILLA
etal., 2021).

Ha pouco tempo, precisamente nos ultimos cinco anos, um grande numero de
casos de esporotricose em humanos tém sido encaminhados ao Servico de
Dermatologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco. Um surto de esporotricose
vem acometendo humanos e gatos numa escala progressiva, nos municipios de
Olinda, Paulista, Igarassu, Abreu e Lima e Mesorregiao Metropolitana de Recife, com
casos registrados desde 2012. Isso se da mediante as regidbes apresentarem
caracteristicas ambientais semelhantes, o que provavelmente influencia na ocorréncia

da doenca.
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O itraconazol (ITC) é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
esporotricose felina e humana (BONIFAZ et al., 2017 e OROFINO-COSTA et al.,
2017). Contudo, os relatos de cepas resistentes ao ITC estdo aumentando (BORBA-
SANTOS et al., 2015 e ALMEIDA-PAES et al., 2017), bem como os casos clinicos
refratarios, principalmente em gatos. De fato, na esporotricose felina, excetuando o
ITC, as opgdes terapéuticas disponiveis sdo o iodeto de potassio (Kl)e a anfotericina
B (AmB), esta ultima indicada principalmente para a esporotricose disseminada (REIS
etal., 2016 e ISHIDA.,2015). Além da ocorréncia variavel de reac¢des adversas agudas
ou crdnicas e interagcdes medicamentosas, esses antifungicos também apresentam
limitagdes em seu uso devido ao alto custo (DA ROCHA et al., 2018 e HAMILL et al.,
2013). O tratamento da esporotricose felina € um desafio em muitos casos (PEREIRA
et al., 2010), incluindo um numero limitado de antifungicos orais e relatos de falha
terapéutica e recrudescéncia, mesmo quandosao utilizados protocolos terapéuticos
estabelecidos (GREMIAO et al., 2020).

Diante do aumento de casos de esporotricose, a Secretaria de Saude do
Estado de Pernambuco, langou uma portaria, onde a esporotricose foi adicionada a
lista de doencas de notificacdo compulséria. Fica perceptivel, que ha uma
necessidade de um diagnostico assertivo, que traz como objetivo mitigar os efeitos
maléficos que essa patologia pode trazer ao organismo humano. Adicionalmente,
em conjunto com a problematica do diagndstico tardio, a ineficicia de alguns farmacos
atualmente utilizados para o tratamento da patologia, a exemplo do itraconazol, sao
fatores que tem contribuido para a existéncia de quadros clinicos severos e de dificil

resolucao clinica.

Recentemente, Bonilla e colaboradores (2021) descobriram que as
acilidrazonas (AH) tém como alvo o transporte vesicular e a progressao do ciclo celular
fungico, e impactam indiretamente a sintese de glicosilceramida (GlcCer), e que
constituem novas alternativas a serem exploradas. Em seu estudo verificaram a
atividade fungicida contra S. schenckii e S. brasiliensis, principais agentes causadores
da esporotricose. As moléculas do presente estudo séo derivadas de halogenadas e
nitrotiossemicarbazonas substituidas (série DT) e fenoxi-hidrazona-tiazbis
halogenados (série ET) (Fig. 1), o que apresenta semelhanca estrutural com os

compostos estudados no ja citado trabalho de Bonilla e outros (2021).

As tiosemicarbazonas possuem atividades anticancerigenas, antimicrobianas
16



e antioxidantes quando se ligam a ions metalicos. Os metais sao seletivos para suas
células-alvo e afetam a forma como os ligantes se ligam as proteinas e enzimas. Suas
caracteristicas eletrénicas e estruturais, que também proporcionam uma diversidade
de atomos doadores e um alto nivel de deslocalizacéo eletrbnica, promovem uma
variedade de modos de ligacdo para biomoléculas e estdo relacionadas a sua
atividade. De acordo com Singh et al. (2023) a presenca de um ion metalico aumenta

significativamente a atividade do ligante na grande maioria dos casos.

Diante desse contexto, o presente estudo tem como objetivo a avaliagdo in vitro
de novos compostos bioativos frente a isolados clinicos de Sporothrix, visando
esclarecer a importancia do estudo de novos aspectos terapéuticos para tratamento

dos pacientes acometidos pela esporotricose.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o potencial antifungico dos derivados das fenoxi-tiossemicarbazonas

fenoxi -tiazois halogenados frente a Sporothrix spp.
2.2 ESPECIFICOS

» Selecionar os isolados clinicos estocados da cole¢dao do LPDDT/UFPE;
¢ Identificar genotipicamente os taxons da colecdo que nao apresentam
confirmagéo genémica;

¢ Determinar as concentragbes inibitérias minimas de AMB e ITZcom  os
antifungicos utilizados atualmente no tratamento de esporotricose;

¢ Realizar os testes de susceptibilidade com os compostos derivados das
fenoxi-tiossemicarbazonas e fenoxi-hidrazona-tiazois.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ESPOROTRICOSE

3.1.1 Histoérico

O primeiro caso clinico de esporotricose, foi publicado em 1898 por Benjamin
Schenck (SCHENK,1898). A segunda descricdo desta micose foi realizada por
Hektoen e Perkins em 1900, na qual, os autores, pela primeira vez, classificaram o
agente etiolégico como Sporothrix schenckii (ROSSATO, 2017). Posteriormente, Lutz
e Splendore, 1907, registraram o primeiro caso de infecgado natural por S. schenckii
em animais e também demonstraram que era possivel cultivar a levedura in vitro
(LUTZ & SPLENDORE, 1907; ROSSATO, 2017).

Os autores Pijper e Pullinger em 1927 registraram um surto no qual 14
mineradores foram acometidos em Witwater, cidade proxima a capital Johanesburgo,
Africa do Sul, que seguidamente, entre 1941 e 1944, também ocorreu o maior surto
epidémico de esporotricose pulmonar documentado, envolvendo aproximadamente
3.000 mineradores (ROSSATO, 2017). Foi constatado que o reservatério para o
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crescimento saprofitico do fungo passava-se nas madeiras as quais sustentavam a
mina (KWON-CHUNG & Bennett, 1992; ROSSATO, 2017).

O género Sporothrix inclui fungos cosmopolitas que abrange n&o apenas
saprébios comuns do solo, mas também parasitas humanos, de insetos e de plantas.
O termodimorfismo apresentado pelos fungos do complexo Sporothrix schenckii, foi
demonstrado apenas em 1961, por Howard (HOWARD, 1961; ROSSATO, 2017). Em
razao disto, o fungo apresenta-se na forma filamentosa no ambiente e nos cultivos in
vitro sob temperatura de 25°C; passando para a fase leveduriforme in vivo e in vitro a
37°C (LACAZ, 1998; ROSSATO, 2017).

Este género anamodrfico (forma assexuada), possui caracteristicas
morfologicas e fisiologicas idénticas ao ascomiceto Ophiostoma sp., (anteriormente
Ceratocystis sp., € ambos 0s géneros estdo amplamente distribuidos na natureza
(LOPEZ-ROMERO et al., 2011).

Subsequentemente, analises filogenéticas, feitas com materiais solidos
oriundos de diversas regides do mundo, evidenciaram variagcdes na sequéncia de
nucleotideos de trés genes: B-tubulina, quitina-sintase e calmodulina. As referidas
pesquisas detectaram o gene da calmodulina como um marcador eficaz para a
identificagdo de novas espécies, resultando no estabelecimento do complexo
Sporothrix. Ademais, outros métodos fenotipicos, tais como caracteristicas macro e
microscopicas (presenca de conidios sésseis pigmentados e diametro das colbnias),
testes de assimilagao rafinose e sacarose, como também a capacidade de crescer a
37°C podem ser utilizados na identificacdo (GUARO; GENE; STCHIGEL, 1999;
ROSSATO, 2017).

Os estudos suprecitados além de identificarem novas espécies, também
possibilitam reuni-las de acordo com sua distribuicdo geografica (MARIMON et al.,
2006; ROSSATO, 2017). O clado clinico € composto pelas seguintes espécies:
Sporothrix brasiliensis, principal causador da epidemia zoonética no Rio de Janeiro,
Brasil; S. schenckii stricto sensu, isolado principalmente nos Estados Unidos e na
América do Sul; S. globosa, de distribuicdo mundial; S. albicans, relacionado a
Europa, e S. luriei, considerada rara, com poucos relatos de infeccdo em humanos
(MARIMON et al., 2006; ROSSATO, 2017).

Analises filogenéticas de DNAr e B-tubulina indicam que S.albicans, S. pallida

e S. nivea, devido a similaridade, deveriam ser classificados como uma espécie
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unica, S. Pallida (DE MEYER et al., 2008). Tornou-se claro que as novas espécies do
complexo Sporothrix relatadas — S. albicans, S. luriei, S. brasiliensis, S. globosa, S.
mexicana e S. schenckii stricto sensu - possuem caracteristicas fenotipicas e
genotipicas diferentes e sdo de interesse clinico (MARIMON et al., 2006; MARIMON
et al., 2007; ROSSATO, 2017).

3.1.2 Epidemiologia

A esporotricose € uma micose subcutédnea causada por fungos termodimérficos
do género Sporothrix sp., € possui prevaléncia nas areas tropicais e subtropicais de
todo o mundo (CHAKRABARTI et al., 2014). Pacientes geralmentesdo acometidos
pela infec¢do por meio de uma inoculagao traumatica na qual conidios do fungo séao
inseridos no hospedeiro (MAHAJAN, 2014).

Embora grupos etarios e/ou sexos especificos possam ter alta susceptibilidade
a esporotricose, esta micose pode afetar qualquer pessoa, independe da idade ou
sexo, pois a infeccdo esta relacionada com a o modo de exposicao ao fungo.
Determinadas profissdes e habitos recreativos podem aumentaro risco de infecgao.
No Uruguai, por exemplo, a esporotricose tem maior prevaléncia entre homens e
pessoas que realizam caga de tatu (RODRIGUES et al., 2014) as quais séo infectados
por arranhdes recebidos durante a captura. No nordeste da india e no Jap&o, ha maior
prevaléncia em mulheres devido ao seu maior envolvimento em atividades agricolas
(HADDAD, et al., 2002). A esporotricose no Brasil tem dois padrbes de transmissao:
A zoonotica (por meio de gatos e caes infectados), como também, a ambiental (por
meio de plantas, solo ou matéria organica que contém o patéogeno). As mulheres
idosas que se dedicam a atividades domésticas sao frequentemente infectadas devido
a sua exposicao ao patdégeno enquanto cuidam de animais infectados em casa
(BARROS, et al., 2008). Na Africa do Sul, por outro lado, o nimero de homens supera
o de mulheres em uma propor¢ao de 3:1 porque os homens envolvem-se com mais
frequéncia em atividades ao ar livre e de mineracao (VISMER, et al., 1997). Nos
Andes peruanos, as criangas tém trés vezes mais incidéncia em comparagdo com
adultos. Estudos decaso indicam que brincar em campos agricolas e em pisos sujos
em casas s&o 0s possiveis modos de exposicdo dessas criangas (NEYRA et al,,
2005).
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A esporotricose tem sido frequentemente relatada na Africa do Sul desde que
o primeiro caso foi descrito em 1914 (PIJPER et al., 1927; VISMER et al., 1997;). O
pais oferece condi¢des adequadas para a disseminagao de S. schenckii sensu lato ,
e a doenca foi relatada na provincia de Gauteng, incluindo Pretéria, provincias de
Botswana, Mpumalanga e Noroeste, especialmente entre os trabalhadores das minas
de ouro (VISMER et al., 1997; QUINTAL et al., 2000). Um pequeno surto entre
trabalhadores que manuseavam tijolos na regiao de Pretoria foi descrito de 1959 a
1961 (FINDLAY, 1970). Depois daqueles relatados na Africa do Sul, varios casos
foram notificados de Zimbabue (ROSS, 1978), com casos ocasionais da Nigéria
(JACYK et al., 1991) e Sudao também (GUMMA, 1978}). Contudo, a distribuicdo da
esporotricose na Africa ndo foi claramente mapeada porque existem poucos

laboratoérios de micologia neste pais.

3.1.2.1 Sporothrix brasiliensis

A infeccdo classica esta associada a inoculagdo subcutanea traumatica de
solo, plantas ou matéria organica contaminada com fungo, com casos raros de
transmissao ocorrendo a partir de animais infectados. No entanto, nos ultimos anos
no Brasil, a esporotricose esta ocorrendo em grande parte por meio da transmissao
de gatos infectados para humanos pela espécie S. brasiliensis (XAVIER, 2023)

Infecgdes por S. brasiliensis foram identificadas na Argentina e no Paraguai, os
quais foram os primeiros relatos desta espécie fora do Brasil (FILHO, 2020). Esses
relatos recentes de esporotricose associada ao S. brasiliensis em locais com poucos
ou nenhum caso relatado antes do inicio dos anos 2000 levantam a questao de saber
se o surto se espalhou recentemente a partir do Rio de Janeiro ou se os casos de
esporotricose zoonoética ndo foram reconhecidos. Esta questdo € crucial para
estabelecer politicas de saude publica para lidar com a esporotricose emergente
(FILHO, 2020).

Pesquisas anteriores de genética populacional revelam que S. brasiliensis é
amplamente clonal, com fortes padrdes biogeograficos de distribui¢do (FILHO, 2020).
Recentemente estudos tem demonstrado que os surtos zoondéticos no Brasil séo
causados por S. brasiliensis, que tem sido reconhecido como o agente etiologico
prevalente da esporotricose humana no pais. E mais termotolerante que as demais

espécies do género (GOMEZ-GAVIRA, 2023).
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Almeida-Paes e colaboadores constataram que S. brasiliensis é responsavel
por algumas manifestagcbes clinicas incomuns da esporotricose, como infeccao
disseminada em pacientes imunocompetentes e reagdes de hipersensibilidade. Além
disso, o tratamento com itraconazol parece ser extremamente eficaz na maioria dos

casos de infeccdo por S. brasiliensis.

3.1.2.2 Sporothrix mexicana

A viruléncia é baixa ou ausente em cepas de S. mexicana, evidenciando a
importadncia de diferenciagdo das espécies envolvidas em quadros clinicos
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; ABREU, 2017).

Em um estudo, Dias et al (2011), relataram um caso de esporotricose humana
em que a espécie Sporothrix mexicana foi isolada de um paciente em Portugal. Um
homem de 34 anos procurou atendimento numa clinica de podologia em Vila Nova de
Famalicao, Portugal, em 2009, devido a multiplas erupgdes polimorfas e ulceras em
ambos os pés. Nao havia uma causa clara para a doenga. Embora o paciente tivesse
viajado para a Malasia em 2003 e tivesse usado calgado aberto todos os dias, ndo se
recordava de ter recebido uma ferida cutdnea. Em 2004, em Portugal, surgiram
nodulos subcutdneos em ambos 0s pés, que ulceraram e sararam espontaneamente.
Em 2005, surgiram mais lesdes graves que se tornaram uma infecdo crénica em
ambos os pés e membros inferiores. Os sintomas foram erroneamente diagnosticados
como eczema disidrético e o tratamento com corticosteroides topicos néo teve éxito.
Vérios fragmentos de pele das lesdes foram submetidos a avaliagdo micologica. Nao
foram encontrados fungos nas laminas de hidréxido de potassio de todas as amostras.
Foram observadas colbnias de fungos filamentosos apds 7 dias de cultura em agar
Sabouraud dextrose inclinado a 25°C.O fungo apresentava hifas hialinas septadas,
com conidios hialinos compativeis comSporothrix spp. O isolado foi preservado na
colecao de culturas fungicas da Micoteca da Universidade do Minho (MUM, Braga,
Portugal). As caracteristicas macroscépicas e a esporulagdo foram analisadas. O

DNA gendmico foi obtido da
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fase leveduriforme de S. mexicana MUM 11.02, e o sequenciamento parcial do gene da
calmodulina foi baseado na reacdo de PCR utilizando os primers CL1 e CL2A. O
sequenciamento foi realizado na Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil. Uma
analise BLAST comparando a sequéncia do gene da calmodulina comas sequéncias
AM398382, AM398393, AM117444, AM116899 e AM116908 no banco de dados GenBank
confirmou a identidade deste isolado como S. mexicana. Testes de suscetibilidade in vitro
com fluconazol, itraconazol e terbinafina foram realizados pelo método de microdiluicao e
revelaram CIMs de 128 pg/mL, 32 pg/ mL e 0,5-1,0 pg/mL, respetivamente, o que

corresponde aos achados de Marimon et al.para S. mexicana.

Uma pesquisa realizada por Bonifaz et al (2020) evidenciou outro caso clinicode
esporotricose humana causada por Sporothrix mexicana. Um homem de 56 anos de idade
apresentou-se para avaliacdo de uma dermatose localizada no membro inferior direito, na
fossa poplitea, na face anterior e posterior da perna e no calcanhar, constituida por placas
VEerrucosas com escamas espessas, crostas de sangue e exsudado sero-hematico. O
paciente comecgou 2 anos antes com uma lesao papulo-nodular na fossa poplitea que se
tornou escamosa e progrediu para a perna e calcanhar. Os diagndsticos clinicos iniciais
foram cromoblastomicose e tuberculose verrucosa cutdnea. Estudos micolégicos foram
feitos por meio de examedireto, no qual foram observadas poucas leveduras. A cultura
obteve uma colbnia descrita macroscopicamente como uma coldnia glabra sem pigmento
e identificada microscopicamente como Sporothrix sp., a analise por meio da biologia
molecular foirealizada por meio de dos genes de acesso (GenBank): ITS: MN166089 e
calmodulina: MN167165 confirmou Sporothrix mexicana. A reacado intradérmica a
esporotricina foi positiva. A histopatologia revelou um processo granulomatoso misto com
a presenca de algumas células leveduriformes. O paciente foi tratado com itraconazol 400

mg por dia durante 8 meses, obtendo-se uma cura clinica e micoldgica.

Govender et al (2015) relataram um surto de esporotricose linfocutanea que foi
investigado numa mina de ouro sul-africana em 2011. Os trabalhadores que ficavam numa
secao reaberta da mina foram recrutados para um estudo transversal descritivo. Foram
recolhidas amostras de participantes com lesdes linfocutaneas ativas ou parcialmente
cicatrizadas. As amostras ambientais foram recolhidas em niveis de minas subterraneas.

Os isolados de Sporothrix foram identificados por
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sequenciamento da regido espacgadora transcrita interna do gene ribossémico e do

gene nuclear da calmodulina.

De 87 mineiros do sexo masculino, 81 (93%) foram entrevistados e examinados,
dos quais 29 (36%) tinham lesdes cuténeas; foram recolhidas amostras de 17 (59%).
A esporotricose foi confirmada laboratorialmente em 10 pacientes e sete tinham
lesdes clinicamente compativeis. Dos 42 mineiros, 11 (26%) estavam infectados pelo
HIV. Nao foram detectados casos de doenca disseminada. Os isolados de 8 pacientes
foram identificados como Sporothrix schenckii sensu stricto por sequenciamento do
gene da calmodulina, enquanto os isolados ambientais foram identificados como
Sporothrix mexicana.

Atualmente, de acordo com Rodrigues et al (2013) S. brasiliensis € epidémica e
geograficamente restrita ao Brasil. Em contraste, S. mexicana e S. globosa foram
raramente relatadas ao longo das décadas. No trabalho feito pelos autores
supracitados foi visto que as cepas estao presentes em cole¢des de cultura de casos
clinicos desde 1955 e foram reidentificados seis isolados originalmente classificados
como S. schenckii para Sporothrix mexicana (trés isolados) e Sporothrix globosa (trés
isolados). Apesar de serem vistos como potenciais agentes patogénicos, nao
mostraram qualquer aumento de frequéncia como agentes etiolégicos de infeccoes

humanas.

3.1.3. Manifestacdes clinicas

Lopes-Bezerra; Schubach e Costa (2006) classificam de forma mais elaborada
as manifestagdes clinicas da esporotricose humana, com base ndo somente na
disposicao das lesdes causadas, como também no local da lesdo. De acordo com tal
classificagdo, as manifestagbes da esporotricose sao: Cutanea, subdividida em

linfocutanea, fixa e
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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 (VALERIANO, 2017).

A forma linfocutanea da esporotricose € a mais comum, correspondendo de
70 a 80% dos casos (MAHAJAN, 2021, SILVA 2022). A lesdo comega no sitio da
implantacao do fungo no tecido subcutaneo, formando um nédulo ou papula com base
eritematosa, ulcerosa ou ndo (cancro esporotricotico), o qual pode ser imperceptivel
ao paciente. Com o inicio da primeira semana apo6s a lesao inicial,uma cadeia
ascendente de ndédulos indolores, ulcerados ou nao, seguindo a trajetoria dos vasos
linfaticos comeca a se formar. Esta cadeia de nddulos, conhecida como linfangite
ascendente, é considerada a imagem classica da esporotricose e pode permanecer
no paciente mesmo apos a cicatrizacdo da lesao inicial (OROFINO-COSTA et al.,
2017, SILVA 2022).

A forma cutanea fixa ocorre em menor frequéncia e é definida por lesdes
localizadas no sitio de inoculagdo. Representa cerca de 20% dos casos de
esporotricose. Acometimento facial ocorre mais frequentemente na esporotricose
cutanea fixa que na linfocutanea, porém em certas regides da India, parece prevalecer
em membros (RAMESH et al., 2011; MAHAJAN et al., 2014, SILVA,2018).As lesbes
sao assintomaticas, eritematosas e apresentam-se sob forma de lesdes papulosas,
papulopustulosas, nédulos ou placas verrucosas e ocasionalmente comoulceras que
nao cicatrizam ou pequenos abscessos. Lesdes satélites podem ser observadas. As
lesbes podem se assemelhar a ceratoacantomas, celulite facial, pioderma
gangrenoso, prurigo nodular, lipus vulgar, sarcoma de partes moles, carcinomas
basocelulares, erisipeldide ou rosacea (MAHAJAN et al., 2014, SILVA 2018). Esta
forma clinica ocorre frequentemente em hospedeiros com alta resisténcia em que
lesGes minimas podem involuir espontaneamente ou persistir se nao for introduzido
tratamento. Tende a responder melhor a intervengdes farmacolégicas. (RATHI et al.,
2003, MAHAJAN et al., 2014, SILVA, 2018).

Na forma cutanea disseminada ha formacdo de lesées subcutaneas que,
posteriormente, podem resultar em ulceracdes fagedénicas, lesbes acneformes,
placas enrijecidas ou crostas, no estagio final da AIDS (RAMOS-ESILVA et al., 2007;
VALERIANO, 2017). Além do acometimento cutaneo, a forma disseminada da
esporotricose pode levar a quadros como febre, dor, mal-estar e perda de peso
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(ROMERO-CABELLO et al., 2011, VALERIANO, 2017), ocorrendo em alguns casos
envolvimento visceral, afetando estruturas mucosas como olhos e boca (ROMERO-
CABELLO et al., 2011; SILVA-VERGARA et al., 2012, VALERIANO,
2017); meninges e pulméo, podendo levar o individuo a 6bito (RAMOS-E-SILVA et al.,
2007); e ossos e articulacdes (principalmente joelhos), e em casos raros, osteomielite
(LEDERER; SULIVAN E CRUM-CIANFLONE, 2016, VALERIANO 2017).

A forma extracutanea e a cutanea disseminada estdao geralmente associadas
a algum tipo de imunossupressao 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, VALERIANO, 2017), como nos casos relatados por
Gutierrez-Galhardo et al. (2008), em que dois pacientes com Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida apresentaram esporotricose disseminada como resposta
a um quadro que se manifesta apds tratamento antiretroviral altamente ativo chamado

de sindrome da reconstituigdo inflamatéria imune.

3.1.5. Diagndéstico

A suspeita clinica € primordial para o diagndstico precoce da esporotricose
humana. Porém, para confirmar o diagndstico, é necessaria a realizagcdo de exames
laboratoriais (MAHAJAN, 2021, SILVA, 2022). O isolamento do agente etiol6gico
requer a coleta de distintas amostras bioloégicas, de acordo com a forma clinica
manifestada. Como exemplo, pode-se citar, bidpsia do tecido afetado e fluidos
corporais, como pus, pungao ganglionar, escarro e liquido sinovial (MAHAJAN, 2014,
SILVA 2022).

26



3.1.5.1. Clinico

Na esporotricose humana a analise das caracteristicas clinicas € necessaria
em qualquer manifestacdo da doenca (linfocutdnea, cutanea fixa, cutanea
disseminada ou extracuténea). A manifestacdo das distintas formas clinicas da
esporotricose estdo associadas principalmente as condi¢des imunologicas do
individuo, assim como a sensibilizacdo deste ao agente etioldgico em areas
endémicas, como no caso da forma cutanea fixa (ZANCOPE, 2015, VALERIANO,
2017). Em vista disso, € fundamental que o profissional de saude tenha o histérico
clinico do individuo que apresente lesdes tipicas da esporotricose, bem como seu
perfil socioeconémico, o que podera facilitar o diagnostico da doencga. A observacao
dessas medidas também é interessante no que diz respeito aos diagnosticos
diferenciais da esporotricose, como € o caso da leishmaniose, paracoccidioidomicose,
cromoblastomicose, blastomicose, tuberculose, sifilis primaria, tularemia e
micobacterioses (RAMOS-E-SILVA, 2007, VALERIANO, 2017).

3.1.5.2 Laboratorial

O isolamento em cultura de cepas para o complexo S. schenckii em meio
artificial € o padrao-ouro paradefinir o diagnostico de esporotricose). O isolado clinico
de Sporothrix pode crescer a partir de fragmento de bidpsia de pele ou outras
amostras (escarro, pus, liquido sinovial, material de drenagem o6ssea e liquido
cefalorraquidiano) no meio Agar Sabouraud dextrose (SDA) ou Mycosel a 252 C e o
crescimento em fase filamentosa € visivel ap6s 3-5 dias a 2 semanas do cultivo. Em
89% dos casos, o isolamento das cepas de sporothrix ocorre em 8 dias (PAPPAS et
al.,, 2000, SILVA ,2018). A conversao para a fase de levedura é possivel para
identificar cepas do complexo S. schenckii, a formacao dos conidios é caracteristica
na fase filamentosa (KAUFFMAN et al., 2007, SILVA 2018). Incubac¢ao de culturas a
37°C no agar sangue cisteina-glicose ou infusdo coragao-cérebro pode produzir

formas leveduriforme.
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As coldnias cultivadas crescem inicialmente com cor creme em ASD a 25°C,

tém superficie suave e umida, mas tornam-se marrom-enegrecidas apos algumas
semanas devido a producao de melanina, que o protege da fagocitose e da morte
por mondcitos e macrofagos humanos e proteinases extracelulares(MORRIS-JONES
et al., 2002; MAHAJAN et al., 2014, SILVA, 2018).
Microscopicamente, Sporothrix spp. apresentam hifas septadas de ramificagdes
delicadas com conidiéforos com extremidades afiladas que suportam conidios
piriformes em arranjo de “flor”, ou como conidios individuais de parede grossa
castanha escura anexadas diretamente a hifa, muitas vezes em padréo denso, em
forma de “manga de camisa”. Na pratica, Sporothrix sp. é geralmente identificado pela
morfologia da colbnia, aparéncia microscopica e dimorfismo de temperatura
(capacidade de existir como filamento filamentoso a 252 C e como levedura a 37 °C)
(MORRIS-JONES et al., 2002; KAUFMANN et al., 1999). A analisemorfolégica do
microcultivo ndo é capaz de distinguir as diferentes espécies do complexo Sporothrix.
(RODRIGUES et al., 2015).

3.1.5.3 Molecular

A ferramenta molecular é importante no diagnéstico rapido da esporotricose e
também em casos de ndo isolamento em cultura em razdo da baixa carga fungica ou
devido a infecgdes secundarias (BARROS, PAES E SCHUBACH, 2011, VALERIANO,
2017). 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).

Um dos estudos pioneiros no desenvolvimento do diagnostico molecular de
infeccdes fungicas foi realizado em 1995 por Sandhu e colaboradores, no qual foram
desenvolvidas 21 sondas de acidos nucleicos especificas, as quais tinham como alvo
amaior 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 pode detectar o total de DNA de uma Unidade Formadora de
Colbénia (UFC) de S. schenckii diretamente de amostras de tecidos. O estudo
demonstrou altas sensibilidade e especificidade, comprovando a eficacia desse

método no diagndsticoda esporotricose.
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Usando como marcador a regiao 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 é
suficiente para distingdo de espécies de Sporothrix clinicamente relevantes. Apos os
estudos de Marimon et. al. (2006, 2007, 2008), a partir dos quais novas espécies
patogénicas do género Sporothrix foram estabelecidas, diversos estudos objetivando
a identificacado 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 deteccéo de espécimes clinicos de Sporothrix onde, a partir dos
tecidos desses animais, foram detectados DNA de S. brasiliensis e S. schenckii
(VALERIANO, 2017)

3.1.6. Tratamento

O tratamento para a esporotricose inclui o uso de medicamentos, bem como
terapia ndo-medicamentosa.

Intervencbes terapéuticas sdo necessarias para o alcance da cura pois a
remissao esponténea tem baixa frequéncia. A severidade da doenga, bem como o
estado imunologico do paciente, sdo fatores determinantes na escolha dotratamento.
Fatores relacionados ao medicamento, como o prego, a via de administracdo e a
extensdo da janela terapéutica, também sao levados em consideracdo para essa
escolha (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN, 2014; RODRIGUES et al., 2020, SILVA,
2022).

Intervencdes ndo farmacoldgicas, como termoterapia e cirurgias, saoutilizadas
como adjuvantes a terapia medicamentosa (VALERIANO et al., 2020). A aplicagao de
compressas mornas € capaz de inibir o crescimento de Sporothrix sp. emelhorar a
resposta inflamatéria no hospedeiro. Essas devem ser utilizadas com temperatura
entre 42 °C e 43 °C, duas a trés vezes por dia, por cerca de 30 minutos,nas lesdes
cutaneas (REISS; SHADOMY, 2012; RODRIGUES et al., 2020;
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MAHAJAN, 2021). A intervengdo cirurgica, por sua vez, € util no acometimento
pulmonar, e mais raramente, osteoarticular (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN,
2014).

Quanto ao tratamento farmacoldgico, o itraconazol € o medicamento de
primeira escolha para diferentes manifestacbes clinicas. lodeto de potassio e
terbinafina sado considerados tratamentos alternativos para as formas cutaneas
guando o itraconazol nao pode ser utilizado. As formas severas da esporotricose
frequentemente necessitam de tratamento invasivo com a administracdo de
anfotericina B (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN, 2021).

A duracdo do tratamento pode variar de semanas a mais de um ano,
dependendo da manifestacdo clinica da doenca. E indicado que o tratamento
permanecga por pelo menos quatro semanas apds a remissdo dos sintomas. A cura €
atingida quando ha a resolugcdo da infecgdo ativa juntamente com a auséncia de
Sporothrix sp. nos tecidos afetados (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN, 2014).

3.1.6.1. Itraconazol

Itraconazol é considerada o farmaco de primeira escolha no tratamento da
esporotricose, principalmente, em sua forma linfocutanea (KAUFFMAN; HAJJEH E
CHAPMAN, 2000, VALERIANO, 2017). Os azolicos, em geral, inibem o sistema
enzimatico do citocromo P450 e a administragdo conjunta de drogas metabolizadas
por essas enzimas (digoxina, fenitoina, warfarim, carbamazepina, fenobarbital,
rifampicina, cisaprida, astemizol, triazolam, midazolam, sinvastatina, antagonistas H-
2, agentes hipoglicemiantes orais) esta contra-indicada devido a toxicidade
potencialmente grave. Os azdlicos sdo também contra-indicados na gestagéo e em
casos de hipersensibilidade aos azolicos. (MAHAJAN et al., 2014, SILVA, 2018).

O itraconazol é também utilizado para as formas cutaneas, fixa ou linfatica,
osteoarticular (CARNERO et al, 2018, SILVA, 2023), ocular (FURTADO et al., 2019)
e formas disseminadas menos severas (OROFINO-COSTA et al., 2017). A dose usual
€ de 100 mg a 200 mg diarias, podendo chegar a 400 mg em casos mais graves. A
terapia pode ser administrada de forma continua ou intermitente (pulsoterapia),
atingindo de 90% a 100% de eficacia (KAUFMANN et al., 2007; MAHAJAN, 2014,
SILVA, 2023).
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3.1.6.2 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibiotico lipofilico sintetizado a partir do Streptomyces
nodosus, e esta disponivel em apresentagdo intravenosa. Este farmaco se liga ao
ergosterol e a outros esterdis da membrana citoplasmatica fungica causando aumento
da permeabilidade da membrana dos fungos para ions monovalentes (sodio e
potassio) e outras moléculas levando a morte celular; contudo a principal atividade
fungicida deve-se a sua capacidade de provocar auto-oxidagdo da membrana
citoplasmatica e liberagao de radicais livre letais (MAHAJAN et al, 2014, SILVA, 2018).

E uma droga segura na gravidez, sendo também escolha para tratamento de
pacientes severamente comprometidos, como os casos de esporotricose cutanea
disseminada, pulmonar, meningea ou em pacientes imunodeprimidos. Também pode
ser indicado para esporotricose osteoarticular extensa ou que estejam nao
responsivos ao itraconazol (KAUFFMAN et al., 2007, SILVA 2018).

A dose diaria usual é de 0,7 a 1 mg/kg para a forma desoxicolato e 2 a 3 mg/kg
para as formas lipidicas. E recomendado que a anfotericina B seja administrada até
gue haja melhora clinica, e, apds isso, o tratamento seja continuado com itraconazol.
Essa sugestdo é baseada nos indices de cardiotoxicidade e nefrotoxicidade
apresentados por essa droga (KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN, 2014; OROFINO-
COSTA et al., 2017).

3.1.6.3 Outros antifungicos

O iodeto de potassio continua sendo amplamente utilizado no tratamento da
forma linfocutanea, devido sua alta eficiéncia, baixo custo, facil administracdo e
poucos efeitos colaterais (BONIFAZ E VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013; VALERIANO
2017).

Terbinafina € uma alternativa para tratamento da esporotricose cutanea fixa e
linfocutdnea para os casos nao responsivos ao itraconazol ou quando o itraconazol é
n&o tolerado ou contra-indicado. E bem absorvida por via oral e tem baixa ligacdo ao
citocromo enzimatico microssomal P450 (cerca de 5% de sua capacidade total), ndo

interferindo na biodisponibilidade de outras drogas metabolizadas por esta via
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(FRANCESCONI et al., 2009; SILVA, 2018). E altamente lipofilica e sua atividade
antifungica € mantida por algumas semanas apo6s a interrupgao do tratamento pelo
depdsito no tecido adiposo da droga. Seu efeito fungicida decorre se sua atuacgao
inibitéria sobre a enzima esqualeno epoxidase que resulta na inibicdo da sintese de
ergosterol (MAHAJAN et al., 2014; SILVA 2018).

O uso do posaconazol e do ravuconazol em pacientes com esporotricose ainda
€ pouco estudado. Posaconazol mostrou boa atividade contra as cinco espécies do
complexo Sporothrix sp., enquanto a atividade do ravuconazol € limitado apenas a
estudos in vitro contra o S. brasiliensis. Equinocandinas nao tém mostrado atividade
contra o S. schenckii., € o voriconazol ndo esta recomendado para o tratamento da
esporotricose devido a sua limitada atividade in vitro contra Sporothrix spp.
(KAUFFMAN et al., 2007; MARIMON et al., 2008; PAPPAS et al., 2011).

3.2 HIBRIDOS MOLECULARES

A hibridizagcdo molecular € um método utilizado na quimica medicinal que
consiste na ligacdo de dois grupos farmacoféricos distintos para obtencdo de uma
unica molécula que consiga superar a eficacia destes isoladamente. Essa € uma das

principais estratégias que a quimica medicinal recorre em busca da descoberta de
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novos farmacos para serem utilizados como alternativa terapéutica aos ja existentes
na pratica clinica (KUMAR; HERRMANN; TSOGOEVA, 2020; SILVA, 2022).

3.2.1 Derivados de fenoxi-hidrazona-tiazdis

Derivados de tiazol contendo atomos de nitrogénio e enxofre tem grande
importancia devido a suas atividades farmacologicas. O sistema de anel aminotiazol
€ um elemento estrutural util na quimica medicinal e possui amplas aplica¢gdes no
desenvolvimento de medicamentos como antialérgicos anti-hipertensivos anti-
inflamatorios antibacterianos, anti-hipertensivos e agentes anti-HIV (SINGH, 2023)
Muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de descobrir os valores
terapéuticos dos derivados do tiazol, que estdo entre os heterociclos mais
frequentemente encontrados em compostos de interesse bioldgico, juntamente com

muitas outras aplicagoes.

Recentemente, dois estudos envolvendo derivados de hidrazonas
evidenciaram sua atividade anti-Sporothrix spp. Artunduaga Bonilla e colaboradores
(2021) encontraram valores de Concentracao Inibitoria Minima (CIM) entre 0.12 e
0.5 pg.mL' frente a cepas padrdo de S. brasiliensis e S. schenckii no teste de
microdiluicdo em caldo, além de verificarem que a familia das acilhidrazonas (AH)
(Figura 1), Essas impactam o transporte vesicular e a progressao do ciclo celular de
fungos e impactam indiretamente na sintese de glicosilceramida (GlcCer), e que
constituem novas alternativas a serem exploradas. Em seu estudo, os autores
verificaram a atividade fungicida contra S. schenckii e S. brasiliensis, os principais
agentes causadores da esporotricose. De Souza e colaboradores (2022), por outro
lado, realizaram experimentos com seis isolados clinicos de S. brasiliensis
provenientes de felinos. Eles encontraram valores de CIM para os hibridos

moleculares de hidrazonas inferiores ao do itraconazol para ambas as cepas.
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Figura 1. Principais compostos bioativos da familia das acilhidrazonas

H

BHBM
Br
HO
HO 0
0 N
~ N d Br
Br £ B sB-AF-1002
D13

Fonte: Bonilla et al (2021)

H
B ~
At A e e
R

Série DT Série ET
Composto  Ar Composto R
DT. 06 3-Br-Ph ET.04 4-F-Ph
DT. 20  3-CI-Ph ET.05 4-Cl-Ph

DT. 24 4-NO2-Ph
DT. 34 2-Cl-Ph

DT. 38  2.4-diCl-Ph
DT. 40 3-Cl, 4-F-Ph

Figura 2: Derivados de fenoxi-hidrazona-tiazéis halogenados

ET07 24-Br-Ph
ET.09 4-NO,-Ph



4 METODOLOGIA

4.1. LOCAL DE ESTUDO

Os testes de susceptibilidade com os farmacos convencionais e a avaliagao
da atividade antifungica dos derivados de fenoxi-tiossemicarbazonas e fenoxi-
hidrazona-tiazéis, foram realizados no Laboratério de Pesquisa e Diagndstico em
Doencgas Tropicais (LPDDT) do ambulatorio do servico de dermatologia do Hospital
das Clinicas - HC\UFPE.

4.2. OBTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Foram incorporadas na pesquisa nove cepas clinicas de Sporothrix, das quais
22,2% (n=2/9) foram obtidas da Colecao de Culturas URM do Centro de Biociéncias
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e tinham identificacdo pré-
estabelecida, e 77,7% (n=7/9) obtidos no Laboratério de Pesquisa e Diagndstico em
Doencas Tropicais do Servigo de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE que

foram identificados neste trabalho (tabela 1).
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4.3 REATIVAGAO E VIABILIDADE DAS CEPAS

Para reativacao, as culturas preservadas em 6leo mineral (BUELL E WESTON,
1947) foram transferidas para Caldo Glicosado e mantidas a 28°C portrés dias.
Apods crescimento observado por turvagao, 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 colbénias crescidas em SDA+YE, para
meio Agar Batata Dextrose (BDA) em tubos deensaio, os quais foram mantidos &
temperatura ambiente durante 8 dias. Foram consideradas viaveis as culturas que se
apresentaram tipicas de Sporothrix sp.,tanto macro quanto micromorfologicamente.
As estruturas morfolégicas dos isolados foram observadas ao microscépio optico, em
aumento de 400x. As laminas foram preparadas para observagcdo corando-se um

fragmento de colonia em lactofenol azulde algodao (azul de Aman).
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4.4 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

A identificacdo genotipica foi realizada para sete isolados de Sporothrix que
nao apresentavam identificagdo em nivel de espécie no Laboratério de Biologia
Molecular do Departamento de Micologia/CB/UFPE.

A extracdo de DNA foi realizada com o kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. Resumidamente, as colénias fungicas foram transferidas para tubo
de extragao de DNA contendo pérolas de vidro e foi adicionado 300 pL da solugao de
lise nuclear, em seguida, os tubos foram agitados a 5.5m/s em FastPrep (BIO 101,
Farmingdale, NewYork, USA) e incubados a 652 C por 15 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 100 pL da solucao de precipitacdo de proteina com posterior agitagao e
centrifugacédo a 14.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para
um novo tubo, que continha 400 pL de isopropanol. O novo tubo foi homogeneizado
por inversdo e submetido a centrifugacdo a 14.000 RPM por 3 minutos. O
sobrenadante foi descartado e, adicionou-se 400 pL de etanol70% a temperatura
ambiente e, novamente centrifugado. Apos a centrifugacéo o tubo foi invertido para a
completa eliminagcdo do sobrenadante. O DNA extraido foi ressuspenso em 50uL de
agua Milli-Q autoclavada e refrigerado a 4 °C overnight. Aquantificacdo de DNA foi
realizada em Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

A amplificacdo da regido genbémica da calmodulina (CAL) foi realizada
conforme descrito por Marimon (2007). As reagcdes de PCR foram realizadas em
volumes finais de 20pL utilizando os primers senso CL1 (5’GA (GA) T (AT) CAA GGA
GGC CTTCTC-3’) e antisenso CL2A (5-TTT TTG CATCATGAGTTGGAC-3’). A
PCR foi realizada em termociclador VeritiTM Termociclador de 96 pocos (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) seguindo os parédmetros de ciclagem:
desnaturacao inicial a 94° C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacao a
94° C por 45 segundos, anelamento a 60° C por 45 segundos, e extensao a 72° C
durante 1 minuto, com uma extensao final a 72° C por 10 minutos.

As sequéncias obtidas a partir do sequenciamento dos genes que codificam a
CAL foram editadas no software BioEdit™, versdo 7.2.6.1, e submetidas a pesquisa
de sequéncias similares utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Analises filogenéticas foram realizadas utilizando nossas sequéncias e

sequéncias de referéncia. As sequéncias foram alinhadas usando a interface online
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MAFFT v.7 (disponivel em https://mafft.cbrc.jp/alignment/server) e editadas com
software MEGA V.11 (disponivel em https://www.megasoftware.net/). Grosmannia
sersens (CBS 141.36) foi utilizada como grupo externo. A analise de Maxima
Verossimilhanga (ML) foi realizada usando o RAXML-HPC BlackBox v. 8.2.12 no
CIPRES Science Portal (disponivel em https://www.phylo.org/portal2/login) com 1000
réplicas de bootstrap e valores iguais ou superiores a 70% de suporte foram
mostrados proximos aos nos. A arvore filogenética resultante foi visualizada usando o
software FigTree (//tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) eexportada para edicdo. As
sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no banco de dados NCBI
GenBank.

4.5 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) para os isolados de
Sporothrix spp. seguiu o protocolo M38-A3 (CLSI, 2017). 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 so6dio epH
7,0%0,1 tamponado com 3-[N-morfolino] propano-acido sulfénico (MOPS; 0,165 mol.L-
1; Sigma-Aldrich). Os antifungicos avaliados foram anfotericina B e itraconazol em
concentragdes variando de 0,03 a 16pg.mL-1.

Os isolados de Sporothrix foram mantidos em meio BDA e incubados a 35°C durante
7 dias. As suspensoes dos isolados foram preparadas em solucao salina (0,85g/L), e
sua densidade ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 80% a 82%
da absorbancia utilizando um espectrofotometro a 530 nm. O volumedo indculo sera
posteriormente diluido em RPMI 1640 para uma concentragao de 2-5x103 céls.mL-1.
Foram utilizadas placas de microtitulagdo de 96 pocos (TPP; Trasadingen,Suica). O
in6culo foi adicionado aos po¢os com os antifungicos e as placas incubadas a 35°C,
durante 48h. Para leitura, foi considerado o po¢o onde ndao se observou nenhum
crescimento discernivel (inibicdo de 100%) do indculo, como sendo o po¢o onde

ocorreu a CIM.
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Os valores de corte para isolados clinicos de S. brasiliensis e S. schenckii, pela
metodologia do CLSI, sao, respectivamente, anfotericina B, 4 e 4 ug/mL; itraconazol,2
e 2ug/mL.

A atividade antifungica dos novos compostos seguiu as mesmas condi¢géesdo
teste de susceptibilidade (M38-A3), onde as concentracdes avaliadas variaram de2 a
1.024pg.mL-1. As placas foram incubadas a 35°C, durante 48h. Para leitura, foi
considerado o poco onde nao se observou nenhum crescimento discernivel (inibicao

de 100%) do in6culo, como sendo o pogo onde ocorreu a CIM.

4.6. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS MOLECULAS DA SERIE ET SOBRE
CELULAS DE VERTEBRADOS - 1929

Os compostos com atividade tripanocida prévia foram testados contra as
células L929 para determinacao da citotoxicidade (ROMANHA et al., 2010), uma vez
que estas células foram utilizadas como hospedeiras nos ensaios com o T. cruzi. A
viabilidade das células submetidas aos tratamentos foi determinada utilizando-se o
indicador de viabilidade celular alamarBlue® (Thermo Fisher Scientific) . As amostras
foram testadas em concentragdes crescentes a partir da ICso encontrada sobre o
parasita, utilizando o mesmo numero de células, tempo de desenvolvimento celular e
tempo de exposi¢cdo aos compostos usados no ensaio da beta-galactosidase. Apos a
adicdo do alamarBlue®, a placa foi incubada por 6 h e a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro utilizando-se dois comprimentos de onda. . Os resultados foram
expressos como a diferenca percentual na reducdao entre células ndo tratadas e
tratadas usando a equagao recomendada pelo fabricante. Por meio de interpolacao
linear, o programa Excel foi utilizado para calcular a concentragdo que inibe a

viabilidade das células em 50% (CCso).

4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE DAS MOLECULAS DA SERIE ET SOBRE
CELULAS DE VERTEBRADOS - RAW 264.7

Os compostos com atividade leishmanicida foram testados contra as células

RAW 264.7 para determinacdo da citotoxicidade, uma vez que estas células foram
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utilizadas como hospedeiras nos ensaios com amastigotas de Leishmania spp. A
citotoxicidade foi avaliada através de ensaios com MTT. Esse ensaio baseia-se na
reducdo dos sais amarelos de tetrazolio por redutases mitocondriais de células
metabolicamente ativas. Cristais de formazan sao formados no interior dessas células,
que deve ser lisadas para a solubilizacao e posterior analise por espectrofotometria.
Uma vez que a quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior sera a
proporcao de reducao do MTT e maior sera a absorbancia. Os macréfagos RAW 264.7
foram soltos das garrafas de cultura e foram plaqueados em placas de 96 pocos, fundo
reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5%de CO2, para aderéncia. Apds
esse tempo, os compostos foram adicionados nas concentracdes de 0,78 a 100 pg/mL
e incubados novamente por um periodo de 48h.Foram utilizados pogos apenas com
células e meio de cultura como controle negativo. Apos a incubacao foi acrescentado
25uL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)

-2,5-brometo difenil tetrazélio) a 5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacao
por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. O meio de cultura juntamente com o MTT foi
descartado e 100puL de DMSO foi adicionado por pogo para solubilizagdo dos cristais
de formazan resultantes da reducao do MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a
570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracao
citotoxica para 50% da cultura (CC50) foi determinada por analise de regressao nao

linear pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

4.8 TOXICIDADE DA CELULA HOSPEDEIRA DAS MOLECULAS DA SERIE DT

Esplendcitos de ratos BALB/c foram colocados em placas de 96 pogos, a um
numero de células de 5x106 células/poco em meio RPMI-1640 suplementado com
10% de FBS e 50pg/mL de gentamicina. Todos os compostos foram dissolvidos em
DMSO e depois diluidos em meio RPMI-1640 em cinco concentracdes diferentes
(1,23, 3,70, 11,11, 33,33 e 100ug / mL) e adicionado as respectivas cavidades, em
triplicata. A placa foi incubada durante 24h a 37 °C e CO2 a 5%, contendo 1,0uCi de
3Htimidina (Perkin-Elmer, Waltham, MA). A placa foi, em seguida, transferidos para
um contador de B-radiagao (Multilabel Reader, Finlandia) e a porcentagem de
3H-timidina foi determinada. A concentragdo mais elevada n&o toxica foi

determinada para cada composto.

40



5 RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACAO GENOTIPICA

A Arvore de maxima verossimilhanca foi obtida usando sequéncias de rDNA de
calmodulina de espécies de Sporothrix. Seis espécies descritas no estudo foram
Sporothrix brasiliensis e uma foi S. mexicana. Valores iguais ou superiores a 70% de
suporte a bootstrap ML sdo mostrados proximos aos nos. A arvore foi enraizada em
Grosmannia sersens CBS 141.36. A barra de escala na parte inferior representa o

numero esperado de substituicdes por local (figura 3).

Figura 3 - Arvore filogenética construida pelo método de méxima verossimilhanca com

suporte de 1000 bootstraps.
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Fonte: A autora (2024)

5.2. SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

Dez isolados de Sporothrix sp., desta pesquisa, apresentaram sensibilidade
ao itraconazol, com variacao da concentracao inibitéria minima de 0,03 a 0,125 pg.mL-
. Uma cepa de Sporothrix brasiliensis (LPDDT 78\23), apresentou CIM maiorque 16
ug.mL-1, demonstrando uma possivel resisténcia. Em relacdo a anfotericina B, os
isolados exibiram diferentes padrdes de susceptibilidade, com CIMs variando entre
0,03 e 4 pg.mL'. O isolado URM 2439 (Sporothrix chilensis), apresentou CIM de 4

ug/mL e segundo o guideline, a variagdo nas CIM para fungos filamentosos
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nao-dermatdfitos esta agrupado entre 0,5 e 2 pg/mL para anfotericina B, sendo,

portanto, o isolado URM 2439 considerado resistente para esta droga (tabela 1).
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Tabela 1- Codigos dos pacientes, identificagdes de Sporothrix por meio do sequenciamento CAL, acessos do
GenBank e perfil de suscetibilidade antifungica (em pg.mL-1) frente a anfotericina B e itraconazol
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CIM (ug.mL?Y)

ID do paciente Cepas GenBank CAL AMB ITC
HC 78/23 Sporothrix brasiliensis PP505842 0,125 >16
HC 284/21 Sporothrix brasiliensis PP505838 0,25 0,125
HC 544/19 Sporothrix brasiliensis PP505841 0,25 0,25
HC 403/19 Sporothrix mexicana. PP537789 0,03 0,03
HC 279/19 Sporothrix brasiliensis PP505840 0,125 0,125
HC 300/18 Sporothrix brasiliensis PP505839 0,06 05
UPE/ST 01 Sporothrix brasiliensis PP505843 0,125 0,06
URM 301 Sporothrix mexicana 1 05
URM 2439 Sporothrix chilensis 4 0,5

¥ATCC 22019 Candida parapsilosis 0,25 0,125

CIM - Concentracéo Inibitéria Minima

AMB
ITC -

.- Anfotericina B
Itraconazol

¥ ATCC- American Typical Culture Collection

Tabela 2. Atividade antifingica de 10 derivados halogenados de fenoxihidrazona-tiazol contra nove cepas de Sporothrix obtidas por

Fonte: A autora (2023)

microdilui¢do em caldo (os valores de CIM estdo em pg.mL-1).

ID do paciente Cepas
HC 78/23 S. brasiliensis
HC 284/21 S. brasiliensis
HC 544/19 S. brasiliensis
HC 403/19 S. mexicana
HC 279/19 S. brasiliensis
HC 300/18 S. brasiliensis
UPE/ST 01 S. brasiliensis
URM 301 S. mexicana
URM 2439 S. chilensis
¥ATCC 22019 C. parapsilosis

CIM (ug.mL?)
ET 04 ET05 ETO7 ET09 DTO06 DT20 DT24 DT34 DT 38 DT40
>1024 >1024 >1024 >1024 128 256 32 128 512 512
>1024 >1024 >1024 >1024 128 256 32 128 64 128
>1024 >1024 >1024 >1024 64 64 128 256 128 256
>1024 >1024 >1024 >1024 16 64 64 64 64 512
>1024 >1024 >1024 >1024 128 32 64 64 128 512
>1024 >1024 >1024 >1024 64 64 32 256 128 16
>1024 >1024 >1024 >1024 128 256 64 64 >1024 64
>1024 >1024 >1024 >1024 64 128 64 256 64 1024
>1024 >1024 >1024 >1024 16 128 128 128 32 128
>1024 >1024 >1024 >1024 16 32 16 32 16 16

auséncia de classificacdo de padrbes de susceptibilidade para novos derivados

Baseado no perfil de susceptibilidade descrito acima (tabela 2), e devido a

Fonte: A autora (2024)

sintéticos, foi adotada a seguinte classificacdo: As moléculas testadas que
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apresentaram CIMs variando de 128 a 1024 pg.mL-! foram consideradas com baixa
atividade, e as que mostraram CIMs variando de 16 a 64 pg.mL-", foram considerados
com atividade intermediaria, bem como as que exibiram CIMs variandode 2 a 8 pg.mL-
' foram consideradas com alta atividade. Ao todo, dez compostos foram utilizados no
teste de susceptibilidade antifungica.

Foram realizados também os calculos das médicas geométricas e menores
médias foram obtidas em relagdo a DT 24 (59), seguida do DT06 (64), com base nisso,
pode-se inferir que eles sdo os compostos com alta atividade. No entanto, avaliando
a citotoxicidade destes, 31.6 uM e 88.5 uM respectivamente, pode-se estabelecer que
doses do composto DT 06 maiores que 31.6 sao toxicas, nesse caso, apenas as cepas
HC 403 e URM 2439 poderiam ter aplicabilidade. Ja com relacédo ao DT24, a dose
limite € 88.5 uM, portanto, mais cepas tem atividade, com excessao da HC 544 e a
URM 24309.

5.3 CITOTOXICIDADE DOS HIBRIDOS MOLECULARES

A citotoxicidade das moléculas da série DT foi determinada em esplendcitos de
camundongos BALB/c (tabela 3) e os resultados foram expressos como a
concentracdao mais elevada nao téxica em uM. Benznidazol e nifurtimox foram usados
como medicamentos de referéncia. Os valores de CCso, citotoxicidade sobre L929, da

série ET estdo expressos na tabela 4.

Tabela 3 - Citotoxicidade em célula hospedeira dos seis compostos da classe das
tiossemicarbazonas (série DT)

46



Cadigo Radical Toxicidade em células
hospedeiras (UM)*

DT 06 3-BrPh 31.6
DT 20 3-CIPh 36.8
DT 24 4-NO2Ph 88.5
DT 34 2-CIPh 36.8
DT 38 2,3-diCIPh 34.5
DT 40 3-Cl-4-FPh 345

Nfx - 34

*Viabilidade das células de esplendcitos de ratos Balb/c determinados 24 h ap6s o tratamento, os

resultados foram expressos como a concentragdo mais elevada nao-téxica. Bdz = benznidazol. Nfx

= Nifurtimox.

Fonte: A autora (2024)

Tabela 4 - Citotoxicidade dos compostos de tiazol (série ET)

Cdédigo Radicalt Radical? Citotoxicidade (CCsp)
UM L929
ET 04 4-F-Ph H 1774
ET 05 4-CI-Ph H 83,2
ET 07 2,4-Br-Ph H 124,4
ET 09 4-NO2-Ph H 148,3
BzZD - - 2.228,6

* Concentragcdo do composto que inibe a viabilidade em 50% dos macréfagos L292

**Bdz= benznidazol

Fonte: A autora (2024)
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6 DISCUSSAO

6.1 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE FRENTE AOS FARMACOS COMERCIAIS

Foi observado um padrao de sensibilidade entre nove isolados clinicos de S.
brasiliensis, e uma cepa de S. mexicana frente ao itraconazol, cuja concentragao
inibitéria minima mais elevada reportada foi de 0,5 pg.mL".

Apesar de nao existirem breakpoints clinicos determinados pelo CLSI para a
Sporothrix sp. (CLSI, 2008), o cutoff epidemiologico foi estabelecido em algumas
espécies para diferenciar cepas que possuem resisténcia adquirida (ndo-selvagens)
frente aos antifungicos comerciais das que nao possuem (selvagens). O valor de cutoff
epidemiolégico do itraconazol para S. brasiliensis corresponde a 2 pg.mL™!, enquanto
para anfotericina B esse numero é igual a 4 pg.mL-' (ESPINEL-INGROFFetal., 2017).
Baseado neste perfil, um isolado clinico de S. brasiliensis (LPDDT 323/22)
demonstrou uma possivel resisténcia adquirida, evidenciada pelo valor de CIM maior
que 16 pg.mL'. O isolado de S. chilensis apresentou CIM de 4 pg.mL' para
anfotericina B, porém, a pesquisa que estabelece os valores de cutoff epidemiologico
nao fornece estes dados para S. chilensis (ESPINEL-INGROFF, 2017). No entanto,
diante do valor de CIM, demonstrado no presente estudo, a anfotericina B pode nao
ser o farmaco de melhor escolha para o tratamento da esporotricose causada por esta
espécie. Valeriano e colaboradores (2020) obtiveram resultados semelhantes em
estudo realizado com onze cepas distintas de S. chilensis, onde a CIM obtida para
itraconazol e terbinafina apresentaram uma faixa de ECV correspondente a S.
brasiliensis e S. schenckii senso strictu 0 que sugeriu um potencial aplicavel destes
antifungicos para terapia da esporotricose causada poresta espécie. Por outro lado, a
anfotericina B demonstrou nao ser a escolha mais adequada para a mesma terapia.

Cepas consideradas nao-selvagens para determinado farmaco nao séao
necessariamente classificadas desta forma para outros. Esse fato pode ser devido
aos mecanismos de resisténcia apresentados para diferentes classes terapéuticas
serem diferentes. A resisténcia ao itraconazol, por exemplo, esta relacionada
principalmente as enzimas CYP450 (WALLER et al. 2020, SILVA, 2023), enquanto a

resisténcia a anfotericina B esta relacionada a alteragdes na composicao da
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membrana plasmatica (esterois) e maior tolerabilidade ao estresse oxidativo.
(CAROLUS et al 2020., SILVA, 2023).

6.2 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE FRENTE AOS HIBRIDOS MOLECULARES

A atividade antifungica das hidrazonas vem sendo significativamente analisada
por meio de testes in vitro no decurso desta década (SHARMA et al.,2020).
Diferentemente dos derivados de tiazdis, as hidrazonas ja foram reportadas como
capazes de inibir o crescimento de S. brasiliensis, com CIM variando entre 0,25 a 16
ug.mL" (ARTUNDUAGA BONILLA et al, 2021; DE SOUZAet al., 2022).

O desenvolvimento de derivados heterociclicos progrediu consideravelmente nas
ultimas décadas e muitos novos agentes de origem sintética e natural foram
produzidos. Entre os compostos heterociclicos, o tiazol (figura 4) € um composto
heterociclico unico de cinco membros caracterizado por atomos de nitrogénio e
enxofre, que € amplamente utilizado como um importante esqueleto central em uma
variedade de compostos farmaceuticamente importantes devido as suas diversas
atividades biologicas, como antibacteriana, antiviral e antifungico (PETROU et al.,
2021). Muitas pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de descobrir os valores
terapéuticos dos derivados tiazolicos, que estdo entre os heterociclos mais
frequentemente encontrados em compostos de interesse bioldgico, juntamente com
muitas outras aplicagoes.

Os hibridos moleculares da série ET possuem o nucleo tiazol, e é classificado
como uma estrutura privilegiada que é um bloco de construgdo molecular utilizado
na concepcdo e sintese de medicamentos. Como estruturas potencialmente
privilegiadas, os derivados do tiazol podem ser ainda mais extensivamente explorados
para procurar novos medicamentos caracterizados por uma eficacia terapéutica
melhorada e alvos biolégicos semelhantes (PETROU 2021). Muitas pesquisas tém
sido realizadas com o objetivo de descobrir os valores terapéuticos dos derivados do
tiazol, que estdo entre os heterociclos mais frequentemente encontrados em

compostos de interesse bioldgico, juntamente com muitas outras aplicagoes.
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Figura 4 - Estruturas quimicas e farmacomodulagéo das séries DT (tiosemicarbazonas) e ET (tiazéis).

H
0 > LN NH
T O

SérieDT Série€ET
Composto  Ar Composto R
DT. 06 3-BrPh ET.04  4F-Ph
DT. 20 3-CI-Ph ET.05 4CI-Ph

DT. 24 4-N02-Ph
DT. 34 2-Cl1Ph
DT.38 2,4diC|Ph
DT. 40 3l 4F-Ph

ET.07  2,46-3rPh
ET.09  4-NO,Ph

Fonte: A autora (2024)

Todos os derivados moleculares da série DT apresentaram maior atividade contra
os isolados clinicos de Sporothrix deste estudo, apresentando CIMs variando de
16pug.mL-1a 128 pg.mL-1 frente ao menos um dos isolados clinicos. Pode-se destaros
compostos DTO6 (S. chilensis e S. mexicana) e DT40 (S. brasiliensis) que exibiram
valores de CM de 1616ug.mL frente aos isolados DT06. Essas moléculas e outras da
série DT pertencem a classe das tiosemicarbazonas (figura 4). As tiosemicarbazonas
demonstraram uma variedade de possiveis atividades anticancerigenas,
antimicrobianas e antioxidantes quando se ligam a ions metalicos. Os metais
presentes na estrutura das tiossemicarbazonas sao seletivos para suas células-alvo
e sua coordenacao afeta a forma como os ligantes se ligam as proteinas e enzimas.
Suas caracteristicas eletronicas e estruturais, que também fornecem uma diversidade
de atomos doadores para coordenacao metalica e um alto nivel de deslocalizacao
eletrénica, facilitam uma variedade de modos de ligacado para biomoléculas e estao
relacionadas a sua atividade. O aparecimento de um ion metalico aumenta
significativamente a atividade do ligante na grande maioria dos casos (SINGH et
al.,2023).

Um estudo realizado por Lima-neto (2023) e colaboradores demonstrou a
atividade de nove hibridos moleculares contendo tiossemicarbazonas e
tiazolidinedionas frente espécies patogénicas de Sporothrix sp, na qual nove hibridos
de 5,6,7,8-tetrahidroimidazo[1,2-a]pirazina foram testados frente a 30 isolados do
complexo Sporothrix schenckii. Quatro compostos com baixa toxicidade apresentaram

atividade antifungica frente a 4 isolados clinicos de Sporothrix que
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possuiam resisténcia adquirida (ndo-selvagens). Este dado corrobora com os
achados do presente estudo em que os hibridos moleculares pertencentes a classe
das tiossemicarbazonas, (série DT), apresentaram atividade frente as cepas com
possivel resisténcia adquirida (1 isolado clinico de S. brasiliensis - HC 78/23 e 1 de
sporothrix chilensis - URM 2439).

6.3 CITOTOXIDADE DOS DERIVADOS MOLECULARES

No que diz respeito a citotoxicidade das células de esplendcitos de ratos Balb/c,
os cinco hibridos moleculares da série DT, pertencentes a classe das
tiossemicarbazonas, em especial, os compostos DT 06 E DT 40, os quais exibiram
maior atividade anti-sporothrix, apresentaram a concentra¢cdo mais elevada ndo-toxica
inferior ao do benznidazol que é o medicamento de referéncia utilizado neste estudo,
demonstrando uma baixa toxicidade destes derivados moleculares.

Quanto a toxicidade frente as células RAW, é possivel notar que a maioria dos
compostos apresentou valor de CCso superior ao da Miltefosina. Apenas o composto
ET-09, apresentou menor citotoxicidade frente as células RAW. No entanto, nenhum
dos compostos da série ET demonstrou atividade frente aos isolados clinicos de

Sporothrix da presente pesquisa.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos, demonstrou sensibilidade ao
itraconazol e anfotericina B, com a ocorréncia de 2 cepas nao-selvagens (1 para cada
antifungico). Os derivados das tiossemicarbazonas testados foram capazes deinibir o
crescimento de S. brasiliensis, S. chilensis e S. mexicana sendoo DT 06 e o DT 40 os
gue tiveram maior atividade.

Portanto, a esporotricose humana segue como uma micose endémica e
relevante no estado de Pernambuco, sobretudo devido a sua ocorréncia como
zoonose. Os derivados das tiossemicarbazonas sao compostos promissores para
incorporar o tratamento dessa doenca, sendo necessarios estudos futuros para
melhor avaliar o seu potencial antifungico, bem como reversao da resisténcia das

cepas nao-selvagens.
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The study showed molecular hybrids of halogenated and nitro thiosemicarbazones and
phenoxyhydrazone-thiazoles have proved to be promising compounds with low toxicity for
the treatment of human sporotrichosis, especially derivatives containing the thiosemicarbazone
class. Furthermore, this study identified Sporothirx brasiliensis using partial sequencing of the
calmodulin gene, and the first to report Sporothrix mexicana causinghuman sporotrichosis in
Brazil. It is noteworthy that this species that is defined classically as environmental was

transmitted to the patient by zoonotic route.

Abstract

In this work, halogenated and nitro thiosemicarbazones and phenoxy-hydrazone-thiazoles
derivatives were tested against Sporothrix clinical strains. Antifungal activity of ten compounds
were assessed by broth microdilution. Cytotoxicity of the compounds was determined. 2-(3-(3-
Bromophenoxi)-2-butanilideno)thiosemicarbazone (named DT 06) and 2-(3-(4-Nitrophenoxi)-
2-butanilideno)thiosemicarbazone (named DT 24) showed antifungal activity with MICs from
16 to 128 pug.mL? against Sporothrix strains. All compounds showed low toxicity on

splenocytes and macrophages cell lines. Activity of halogenated and nitro
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thiosemicarbazones and phenoxy-hydrazone-thiazoles hybrids against Sporothrix were related
to thiosemicarbazone derivatives. In addition, we reported the first human sporotrichosis in

Brazil caused by Sporothrix mexicana.

keywords: Antifungal activity, halogenated and nitro thiosemicarbazones, phenoxy-

hydrazone-thiazoles, Sporotrichosis, Sporothrix mexicana, case report.

Introduction

The classic infection of human sporotrichosis is associated with fungi present in the soil,
plants or organic matter. However, a progressive number of cases in Brazil have been related
to zoonotic transmission, mainly by cats infected with S. brasiliensis (Valeriano et al. 2020a).
Over the last eight years, a large number of cases of human sporotrichosis have been referred
to the Dermatology Service at the Hospital das Clinicas of Pernambuco, northeastern Brazil.
An outbreak of sporotrichosis has been affecting humans and cats on a progressive scale, in the
municipalities of Metropolitan Region of Recife, capital of state of Pernambuco, with cases
recorded since 2015 (Silva et al. 2021).

Itraconazole (ITC) is the first-line antifungal treatment in feline and human
sporotrichosis (Bonifaz et al., 2017, Orofino-Costa et al. 2017). Nevertheless, reports of
resistant strains to ITC are increasing (Borba-Santos et al. 2015, Almeida-Paes et al. 2017), as
well as refractory clinical cases, mainly in cats. In addition to ITC, the available therapeutic
options are potassium iodide (K1) and amphotericin B (AmB), the latter indicated mainly for
disseminated sporotrichosis (Ishida 2015, Reis et al. 2016).

Recently, Bonilla et al (2021) found that acylhydrazones (AH) target vesicular transport
and progression of the fungal cell cycle, and indirectly impact the synthesis of glycosylceramide
(GlcCer), and that they constitute new alternatives to be explored. In their study, they verified
the fungicidal activity against S. schenckii and S. brasiliensis, the main causative agents of
sporotrichosis. The molecules in this present study are derivatives of substituted halogenated
and nitro thiosemicarbazones (DT series) and halogenated and nitro thiosemicarbazones
phenoxyhydrazone-thiazoles (ET series) (Fig. 1), which presents structural similarity with the

compounds studied in the aforementioned work by Bonilla et al (2021).
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Therefore, in the present study, we evaluated the in vitro antifungal activity and
citotoxicity of halogenated and nitro thiosemicarbazones (DT series) and halogenated and nitro
thiosemicarbazones phenoxyhydrazone-thiazoles (ET series) derivatives against species of
Sporothrix, including the clinical strain of first case of human sporotrichosis in Brazil caused

by Sporothrix mexicana.

Materials and methods

Sporothrix isolates

Nine Sporothrix isolates were used in this study. Seven Sporothrix clinical isolates were
obtained in the Laboratory for Research and Diagnostics in Tropical Diseases (@Ipddt_ufpe)
at the Federal University of Pernambuco (UFPE), and identifications confirmed by molecular
methods as described subsequently. In order to obtain fungal clinical isolates, this research was
submitted to the Human Research Ethics Committee of the Center for Health Sciences at the
Federal University of Pernambuco (UFPE, Brazil), and received approval under protocol
2.199.596. Two isolates had pre-established identification, and were obtained from the URM
Culture Collection (www.ufpe.br/micoteca) in the Biosciences Centerat the UFPE, which is
certified by 1SO 9001:2015, and registered in World Federation of Collections Culture (WFCC)

under number 604.

Genomic Identification

DNA extraction, PCR amplification and sequencing

Sporothrix isolates were seeded onto Potato Dextrose Agar (PDA-Difco™ Becton,
Dickinson and Company, MD, USA), and incubated at 25 °C for 7 days and the Wizard®
Genomic DNA purification kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA) was used to
perform DNA extraction, according to the manufacturer's instructions. DNA quantification was
performed in Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).

Calmodulin gene was amplified according to Marimon et al (2006) by PCR using the
primers CL1 (5-GAGATATCAAGGAGGCCTTCTC-3) and CL2A (5-TTTTTGCAT

CATGAGTTGGAC-3) [17,18]. The DNA amplification reaction was performed in a 20 pl
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volume containing 20 ng of DNA, 1 nmol each of primers. The PCR was performed in a
SimpliAmP ™ Thermal Cycler (Applied Biosystems ™ Massachusetts, USA), and the
annealing temperature was 60°C. The amplicons were purified using the Ilustra™ (illustra
ExoProStar, GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, UK), according to the
manufacturer’s instructions, and sequencing was carried out following inter protocol at the
Platform of Sequencing of the Bioscience Center at the UFPE. The consensus sequences were
determined and sequence editing performed using MEGA v.7.0 (available on

https://www.megasoftware.net/), and the data were exported as FASTA files.

Phylogenetic analyzes

The sequences obtained in this study were initially compared with others using a
BLASTn search in the NCBI’s GenBank database. Alignments were individually performed
using the MAFFT v.7 online interfaces (available on http://mafft.cbrc.jp/alignment/server) and
edited manually in MEGA v.7.0 (available on https://www.megasoftware.net/). Grosmannia
sersens (CBS 141.36) was used as outer group. Maximum likelihood (ML) analysis was
conducted using RAXML-HPC2 on XSEDE 8.2.12 in the CIPRES Science Gateway Portal
(available on https://www.phylo.org/portal2/login) with 1.000 bootstrap replications. Bayesian
inference (BI) analysis was performed using MrBayes 3.2.7 at the CIPRES Science Gateway
Portal (available on https://www.phylo.org/portal2/login) with 1 x 108 generations and a burn-
in value of 25 % chains were sampled every 1000 generations. Thebest nucleotide substitution
model was estimated using MrModelTest 2.3. The trees obtained were visualized using FigTree
v. 1.4.4. software (available on http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) and exported for
editing. ML bootstrap (ML-BS) andBI posterior probability (BPP) equal to or above 70 % and
0.95 %, respectively, are shown near nodes. The sequences obtained in this study were
deposited in the NCBI GenBank database.

In vitro antifungal susceptibility testing

The culture medium used was RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) sterilized in 0.22mm
membranes (Millipore, Darmstadt, Germany), with L-glutamine, without sodium bicarbonate
and pH 7.0£0.1 buffered with 3-[N-morpholino] propane sulfonic acid (MOPS;

0.165 mol.L; Sigma-Aldrich). The antifungals drugs evaluated were amphotericin B and
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itraconazole in concentrations ranging from 0.03 to 16ug.mL™. The antifungal activity of the
six halogenated and nitro thiosemicarbazones (DT series) and four halogenated and nitro
thiosemicarbazones phenoxyhydrazone-thiazoles (ET series) followed the same conditions as
the susceptibility test, according to M38-A3 (CLSI), where the concentrations evaluatedranged
from 2 to 1,024pg.mL. In order to have molecular diversity, ten halogenated compounds were
included in the study (Figure 1). The plates were incubated at 35 °C for 48h.For reading, the
well where no discernible growth (100% inhibition) of the inoculum was observed, it was
considered minimum inhibitory concentration (MIC). Candida parapsilosis ATCC 22109 were
used as reference strains, and tests were performed in duplicate. The determination of the MIC

for Sporothrix isolates followed Espinel-Ingroff et al. (2017).

Cytotoxicity test of thiosemicarbazones (DT series)

Splenocytes from BALB/c mice were plated in 96-well plates at a cell number of
5x10% cells/well in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS and 50pg/mL
gentamicin. All compounds were dissolved in DMSO and then diluted in RPMI-1640 medium
at five different concentrations (1.23, 3.70, 11.11, 33.33 and 100pg/mL), and added to the
respective wells, in triplicate. The plate was incubated for 24h at 37°C and 5% CO, containing
1.0uCi of 3Hthymidine (Perkin-Elmer, Waltham, MA). The plate was then transferred to a 3-
radiation counter (Multilabel Reader, Finland) and the percentage of 3H-thymidine was
determined. The highest non-toxic concentration was determined for each compound in pM.
Benznidazole and nifurtimox were used as reference medications. The test was carried out in

duplicate.

Cytotoxicity test of thiazoles (ET series)

Cytotoxicity was assessed using MTT assays according to Conceigdo et al (2023).
This test is based on the reduction of yellow tetrazolium salts by mitochondrial reductases in
metabolically active cells. Since the amount of formazan produced is directly proportional to
the number of viable cells, the greater the cell viability, the greater the proportion of MTT
reduction and the higher the absorbance. L292 RAW 264.7 macrophages were released from
the culture bottles and plated in 96-well, straight-bottom plates and incubated for 24 hours at
37°C in a 5% CO, atmosphere for adherence. After this time, the compounds were added at

concentrations of 0.78 to 100 pug/mL and incubated again for 48 hours. After incubation,
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25uL of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) at 5Smg/mL in
PBS was added, followed by a new incubation for 2h at 37°C and protected from light. The
culture medium together with MTT was discarded and 100uL of DMSO was added per well
to solubilize the formazan crystals resulting from the reduction of MTT. The absorbance was
read at 570 nm using a Thermo Scientific Multiskan FC spectrophotometer. The cytotoxic
concentration for 50% of the culture (CC50) was determined by non-linear regression analysis

using GraphPad Prism software. The test was carried out in duplicate.

Results and Discussion

The phenotypic characteristics from the pure cultures observed in SDA slants at 30°C
show that all isolates were of the genus Sporothrix. After ten days of growth, the colonies were
glabrous, white-to gray, with dark pigmentation at the edge of the colony. Microscopic analysis
at this time showed ovate hyaline and thin-walled conidia in sympodial conidiophores with a
floral appearance. Brown conidia along the undifferentiated hyphae was observed also.

The genotypic analyzes from the seven Sporothrix isolates obtained in Laboratory for
Research and Diagnostics in Tropical Diseases at the UFPE identified six isolates as Sporothrix
brasiliensis, and one as Sporothrix mexicana as summarized in Table 1. It is noteworthy that
this is the first Sporothrix mexicana clinical strain isolated in a humansporotrichosis case
in Brazil.

The human sporotrichosis case caused by Sporothrix mexicana identified with code
403/19 was in a 65-year-old woman, university professor with doctor degree, who had fixed
cutaneous ulcerated lesion on second left finger. Her research un the educational institution
involves managing halophyte plants and evaluating soil salinity, and has extensive contact with
land. In addition, the patient refers contact with infected cat. Only 40 days after the injury, the
patient sought out the Dermatological Service of the Hospital of Clinics at the UFPE, and
mycological examination was required. The patient went to the Laboratory for Research and
Diagnostics in Tropical Diseases at the UFPE, and exudate samples werecollected, and seeded
on mycosel agar in duplicate. Both plates incubated at Brazilian room temperature (25-28 °C).
Thus, after seven days of culture Sporothrix clinical isolate was observed. In medical
appointment, it was prescribed itraconazole 100mg/daily, but after six days, the patient returned

to the Outpatient Dermatological Service with complains of diarrhea

66



and itraconazole was replaced by terbinafine (250 mg/daily). After 15 weeks, the patient
returned with the injury fully healed and was discharged.

Since we had a clinical isolation of Sporothrix mexicana, we chose to incorporate
another strain of the same species into the study for comparison purposes. Furthermore, a strain
of Sporothrix chilensis previously characterized by our laboratory (Valeriano et al., 2020b) was
also incorporated, in order to expanding the number of Sporothrix species to be evaluated
against new bioactivity compounds. Both strains were obtained from the historical Brazilian
fungal  service  culture  collection  University = Recife  Mycology (URM,
www.ufpe.br/micoteca) that was established in 1954, and is hosted by the Department of
Mycology at the UFPE, Recife, Brazil.

Maximum likelihood and Bayesian inference analyzes were obtained using calmodulin
sequences from the nine Sporothrix strains. The species sequenced in the study arein bold in
Figure 2, and the sequences deposited in GenBank (Table 1). The high MLbootstrap
values and Bl posterior probability support the genotypic identification of the strains.

For each antifungal susceptibility test, the inoculum control wells without antifungal
drugs showed clearly detectable growth after the incubation period, indicating that all isolates
were viable and that the conditions used were suitable for fungal growth. Eight Sporothrix
isolates showed minimum inhibitory concentrations ranging from 0.03 to 0.5 ug.mL%, and were
classified as wild-type strains to itraconazol. However, one strain of Sporothrix brasiliensis
(HC 78/23) showed a MIC greater than 16 pg.mL, was classified as non-wild-type (Table 1).
Regarding amphotericin B, the isolates exhibited minimum inhibitory concentrations varying
between 0.03 and 4 pg.mL™, and were classified as wild-type (Table 1).

Some reports have evidenced S. brasiliensis clinical strains categorized as non-wild-
type against itraconazole in the recent years (Waller et al. 2021, Lima-Neto et al. 2023).
Thence, studies for alternatives to get around this issue has become relevant. The tested
halogenated and nitro molecules showed minimum inhibitory concentrations ranging from 16
to 1,024 pg.mL™? (Table 2). Based on the epidemiological cutoff values of 2 ug.mL™ to
itraconazole, and 4 pg.mL! to amphotericin B (Espinel-Ingroff et al. 2017), and due to lackof
classification for new synthetic derivatives, the following classification was adopted:
halogenated and nitro compounds with MIC ranging from 128 to 1024 pug.mL* were considered
with low activity, and those that showed MIC ranging from 16 to 64 ug.mL, wereconsidered

with intermediate activity.
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The S. chilensis isolate presented a MIC of 4 pg.mL™ against amphotericin B, but a
multicentric study that established epidemiological cutoff values does not provide these data
for S. chilensis. Given the MIC value demonstrated in the present study, amphotericin B may
not be the best drug of choice for the treatment of sporotrichosis caused by this species.
Strains considered non-wild-type for a certain drug are not necessarily classified this way for
others. This fact may be due to the different resistance mechanisms presented for distinct
therapeutic classes. Resistance to itraconazole, for example, is mainly related to CYP450
enzymes (Waller et al 2021), while resistance to amphotericin B is related to changes in the
composition of the plasma membrane (sterols) and greater tolerability to oxidative stress
(Carolus et al. 2020).

The cytotoxicity of the six DT compounds determined in splenocytes from BALB/c
mice (Table 3) were between 31.6 and 88.5 uM (Moreira et al. 2014). The cytotoxicity of the
four ET compounds evaluated using L929 mouse fibroblast cell lines (Table 4), showed that
three of the four compounds inhibited 50% of the cell viability at a concentration above 100
HUM. These data demonstrate that the compounds evaluated present low cytotoxicity, and may
be were more selective to fungal cells than mammalian cells.

The antifungal activity of hydrazones has been significantly analyzed through in vitro
tests over the past decade (Sharma et al. 2020). Unlike thiazole derivatives, hydrazones have
already been reported to be able to inhibit the growth of S. brasiliensis, with MIC ranging from
0.25to 16 pg.mL* (Bonilla et al. 2021).

The DT 06 and DT 24 thiosemicarbazones derivatives showed an interesting activity
against Sporothrix isolates of this study, both showing MICs ranging from 16pg.mL™ to 128
png.mL™t.  Thiosemicarbazones have demonstrated a variety of possible anticancer,
antimicrobial, and antioxidant activities when they bind with metal ions. Metals are selective
for their target cells, and affects how ligands attach to proteins and enzymes. Their electronic
and structural features, which also provide a diversity of donor atoms and a high level of
electronic delocalization, promote a variety of binding modes for biomolecules, and arerelated
to their activity. According to Singh et al. (2023) the presence of a metal ion significantly boosts
the activity of the ligand in the vast majority of cases.

Lima-Neto et al. (2023) showed the activity of nine molecular hybrids containing
thiosemicarbazones and thiazolidinediones against pathogenic species of Sporothrix, in which
nine 5,6,7,8-tetrahydroimidazo[1,2-a]pyrazine hybrids were tested against 30 isolates of the
Sporothrix schenckii complex (Lima-Neto et al 2023). Three thiosemicarbazones derivatives

with low toxicity showed antifungal activity and promoted resistance reversal against
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itraconazole in 4 Sporothrix clinical isolates that were classified as non-wild-type. This
corroborates our findings that the molecular hybrids belonging to the thiosemicarbazone class
(DT series) showed activity against the Sporothrix. The next step will be to carry out interaction
tests to evaluate the possibility of reversing resistance in non-wild-type strains.

Regarding the case of sporotrichosis caused by Sporothrix mexicana, it can be seen
that this clinical isolate showed low MICs against itraconazole and amphotericin B. S. mexicana
is considered an environmental species, less virulent than Sporothrix brasiliensis, and has been
related to few cases of sporotrichosis (Dias et al. 2011, Bonifaz et al. 2020). Unlike our fungus,
Dias et al. (2011) isolated a clinical strain of Sporothrix mexicana that presented MIC of 32
ng.mLt against itraconazole, however the authors did not report the outcome of the case. An
interesting report about sporotrichosis outbreak in mine-workersfrom the South Africa,
Govender et al. (2015) isolated four Sporothrix mexicanaenvironmental isolates from the soil
and wood scrapings inside the mine. All isolates had highMICs against anfotericin B (32 ug.mL"
1y and itraconazole (32 pg.mL™?) by E-test. Consideringbroth microdilution, three of the four
isolates also showed high MIC against anfotericin B (8 pg.mL™?) and itraconazole (16 pg.mL"
1). These data reinforce the need to perform antifungal susceptibility testing on all emerging

species.

Conclusion

The susceptibility profile of the clinical isolates showed sensitivity to itraconazole and
amphotericin B, with the occurrence of one non-wild strains. Five of the halogenated and nitro
thiosemicarbazones were able to partially inhibit the growth of S. brasiliensis, S. chilensis and
S. mexicana, with DT 06 and DT 24 showing moderate activity. Thiosemicarbazones
derivatives are promising compounds for incorporating into thetreatment of this disease. Future
studies are needed to better evaluate their antifungal potential, as well as reversing the
resistance of non-wild-type strains.

Human sporotrichosis continues to be an endemic and relevant mycosis in the state of
Pernambuco, especially due to its occurrence as a zoonosis. To our knowledge, we identified
the first case of human sporotrichosis caused by Sporothrix mexicana in Brazil. Laboratory-
based epidemiological surveillance needs to be established in routine clinicallaboratories to

allow monitoring of emerging.
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Figure 1. Chemical structures and pharmacomodulation of DT
(thiosemicarbazones) and ET (thiazoles) series.
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Table 1. Patients codes, Sporothrix identifications by CAL sequencing, GenBank accessions, and
antifungal susceptibility profile (in ug.mL-1) against amphotericin B and itraconazole.

MIC (ug.mLY)

Patient ID Strains GenBank CAL AMB ITC
HC 78/23 Sporothrix brasiliensis PP505842 0,125 >16
HC 284/21 Sporothrix brasiliensis PP505838 0,25 0,125
HC 544/19 Sporothrix brasiliensis PP505841 0,25 0,25
HC 403/19 Sporothrix mexicana. PP537789 0,03 0,03
HC 279/19 Sporothrix brasiliensis PP505840 0,125 0,125

HC 300/18 Sporothrix brasiliensis PP505839 0,06 0,5
UPE/ST 01 Sporothrix brasiliensis PP505843 0,125 0,06

URM 301 Sporothrix mexicana 1 0,5

URM 2439 Sporothrix chilensis 4 05
¥ATCC 22019 Candida parapsilosis 0,25 0,125

MIC: Minimum Inhibitory Concentration
AMB.- amphotericin B

ITC - Itraconazole

¥ ATCC- American Typical Culture Collection

Table 2. Antifungal activity of 10 halogenated phenoxyhydrazone-thiazole derivatives against nine Sporothrix strains obtained by broth

microdilution (MIC values are in pg.mL).

MIC (ug.mL™?)

Patient ID Strains ET 04 ET05 ETO7 ET09 DTO06 DT20 DT24 DT34 DT 38 DT40
HC 78/23 S. brasiliensis >1024 >1024 >1024 >1024 128 256 32 128 512 512
HC 284/21 S. brasiliensis >1024 >1024 >1024 >1024 128 256 32 128 64 128
HC 544/19 S. brasiliensis >1024 >1024 >1024 >1024 64 64 128 256 128 256
HC 403/19 S. mexicana >1024 >1024 >1024 >1024 16 64 64 64 64 512
HC 279/19 S. brasiliensis >1024 >1024 >1024 >1024 128 32 64 64 128 512
HC 300/18 S. brasiliensis >1024 >1024 >1024 >1024 64 64 32 256 128 16
UPE/ST 01 S. brasiliensis >1024 >1024 >1024 >1024 128 256 64 64 >1024 64
URM 301 S. mexicana >1024 >1024 >1024 >1024 64 128 64 256 64 1024
URM 2439 S. chilensis >1024 >1024 >1024 >1024 16 128 128 128 32 128
¥ATCC 22019 C. parapsilosis >1024 >1024 >1024 >1024 16 32 16 32 16 16

MIC: Minimum Inhibitory Concentration
¥ ATCC- American Typical Culture Collection
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Table 3. Cytotoxicity from the six thiosemicarbazones

compounds (DT series).
Code Radical Toxicity in pM*
DT 06 3-BrPh 316
DT 20 3-CIPh 36.8
DT 24 4-NO2Ph 88.5
DT 34 2-CIPh 36.8
DT 38 2,3-diCIPh 345
DT 40 3-Cl-4-FPh 345
Nfx - 34

*Viability of splenocyte cells

determined 24h after treatment. The results were
expressed as the highest non-toxic concentration.

Nfx = Nifurti

mox.

from BALB/c mice

Table 4. Cytotoxicity from the thiazoles compounds (ET

Series).
Code Radical? Radical? Toxicity (CCso) in
HM*

ET 04 4-F-Ph H 177.4

ET 05 4-CI-Ph H 83.2

ET 07 2,4-Br-Ph H 1244

ET 09 4-NO2-Ph H 148.3

BzD - - 2,228.6

* Concentration that inhibits 50% of viability (CCsg) of the
L292 macrophages.
Bdz = benznidazole
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