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RESUMO

A esporotricose ¢ causada por fungos dimorficos pertencentes ao complexo Sporothrix
schenckii. Essa doenca pode mimetizar diversas outras enfermidades de acometimento
dermatoldgico, dentre elas a leishmaniose. O diagndstico diferencial entre essas doencas pode
ser um desafio e o diagndstico errdneo pode levar pacientes com esporotricose a tratamentos
equivocados com drogas leishmanicidas. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifingica do leishmanicida pentamidina (PNT) frente células planctonicas de espécies
Sporothrix schenckii na forma leveduriforme. Foram utilizadas 19 cepas de Sporothrix spp. (10
S. brasiliensis, 02 S. globosa, 04 S. mexicana e 03 S. schenckii sensu stricto). Os testes de
sensibilidade foram realizados em microplacas de 96 pocos, com base no documento Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), M27-A3, com algumas adaptacdes. Para os ensaios
com a forma planctonica, os indculos foram preparados em solugdo salina e em seguida
ajustados para uma concentracio final de 0,5-2,5 x 10° ufc/ml. Posteriormente, as microplacas
foram incubadas a 37 °C por 96 h. A Concentragado Inibitéria Minima (CIM) de PNT foi definida
como a menor concentracdo capaz de inibir 50%, 80% e 100% de crescimento, para os
antifingicos a CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir 100% anfotericina
B (AMB) e itraconazol (ITC) ou 80% terbinafina (TRB) do crescimento fingico em
comparagdo com o crescimento do controle sem droga. A droga PNT apresentou atividade
antifingica, com concentracao inibitdria minima (CIM) variando de 0,06 a 0,25 pg/ml para as
formas leveduriforme de Sporothrix spp. Conclui-se que a PNT apresentou atividade

antifingica frente células planctonicas de Sporothrix spp.

Palavras-chave: Esporotricose; Pentamidina; Sensibilidade.



ABSTRACT

Sporotrichosis is caused by dimorphic fungi belonging to the Sporothrix schenckii complex.
This disease can mimic several other diseases of dermatological involvement, among them
leishmaniasis. The differential diagnosis between these diseases can be a challenge and
misdiagnosis can lead patients with sporotrichosis to misuse of leishmanicidal drugs.
The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of leishmanicide pentamidine
(PNT) against planktonic cells of Sporothrix schenckii species in yeast form. We used 19 strains
of Sporothrix spp. (10 S. brasiliensis, 02 S. globosa, 04 S. mexicana and 03 S. Schenckii sensu
stricto). The sensitivity tests were performed on microplates of 96 wells, according to the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M27-A3, with some adaptations. For the
trials with the planktonic form, the glasses were prepared in saline solution and then adjusted
for a last concentration of 0.5-2.5 x 10® ufc/ml. Subsequently, the microplates were incubated
at 37 °C for 96h. The minimum inhibitory concentration (MIC) of PNT was defined as the
lowest concentration capable of inhibiting 50%, 80% and 100% of growth, for antifungal
agents, the mic was defined as the lowest concentration able to inhibit 100% anfotericina B
(AMB) and itraconazol (ITC) or 80% terbinafina (TRB) of fungal growth compared to the
growth of the drug-free control. The PNT drug presented antifungal activity, with minimal
inhibitory concentration (MIC) varying from 0.06 to 0.25 pg/ml for the yeast forms of
Sporothrix spp. It was concluded that the PNT showed antifungal activity in front of

planetotonic cells Sporothrix spp.

Keywords: Sporotrichosis; Pentamidine; Sensitivity.
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1 INTRODUCAO

1.1  ASPECTOS ECOLOGICOS

O crescimento de Sporothrix spp. ocorre principalmente em lugares que possuem
elevada umidade relativa de 65% (HADAR et al., 2017). Esses fungos séo classificados como
dimorficos, apresentando-se na forma filamentosa em ambientes com temperaturas em torno de
28 °C e na forma leveduriforme quando estdo em temperaturas em torno de 37 °C (LOPES-
BEZERRA; MORA-MONTES; BONIFAZ, 2017). Este fungo existe, normalmente, como
saprébio na natureza e ja foi isolado de palha, folha, espinhos de arbusto, madeira, casca de
arvore, solo e algas (CRUZ, 2013).

A esporotricose é causada por membros do complexo Sporothrix schenckii, dos quais
Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa e Sporothrix schenckii sdo as espéecies que estdo
frequentemente associadas & doenca humana (ALMEIDA-PAES et al., 2016).

Sua transmissdo pode ocorrer por inoculacdo traumatica do fungo presente nesses
materiais contaminados, na regido subcutanea do hospedeiro ou ainda pode ocorrer por
transmissBes zoondtica através de mordidas ou arranhfes de animais, principalmente o gato
(ZHANG et al., 2015).

Surtos de esporotricose por meio de infeccdo zoondtica foram descritos desde a década
de 1990 e estdo emergindo como uma doenca infecciosa no Brasil, principalmente, nas regides
sul e sudeste. Os casos relatados associados aos animais domésticos desempenham papéis
significativo na epidemiologia da doenga, uma vez que estes animais apresentam elevadas
cargas fungicas (TERRA et al., 2017).

Como fator agravante, os gatos infectados ainda apresentam na lesdo e nas secrecées de
feridas ulceradas uma carga exuberante desse microrganismo, potencializando dessa forma a
transmissdo tanto entre gatos como para 0 homem (MARQUES-MELO et al., 2014). Assim,
diversas peculiaridades dos felinos podem facilitar a dispersdo do fungo no ambiente dentro de

areas endémicas.

1.2 MORFOLOGIA
O complexo S. schenckii engloba espécies fungicas classificadas como dimorficas, ou
seja, em seu estagio saprofitico ou em cultivo a temperatura de 25-28 °C se apresenta na forma
filamentosa, e causando infec¢do ou em cultivo a temperaturas em torno de 36-37 °C, na forma
leveduriforme (LOPES-BEZERRA et al., 2018).
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Na forma filamentosa, as colonias de Sporothrix spp. podem apresentar-se planas e de
coloracdo branca, Figura 1A, podendo adquirir cor marrom ou negra € aspecto rugoso.
Microscopicamente, estes fungos possuem hifas delgadas, hialinas, septadas e ramificadas, com
pequenos conidios, piriformes de paredes finas, hialinos, dispostos em cachos que lembram
“flores de margarida” (BONIFAZ et al., 2016), Figura 1B.

Figura 1. A: Macroscopia de Sporothrix spp., na forma filamentosa, em agar batata, apresentando coldnias de cor

branca, com aspecto membranoso. B: Microscopia de Sporothrix spp. corado com lactofenol azul de algodao,

demonstrando conidios e hifas nas extremidades que lembra a flor margarida (seta vermelha).
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Fonte: CEMM, 2017.
As colonias leveduriformes cultivadas em laboratério possuem, macroscopicamente,

coloracdo entre branca e creme, aspecto ceroso e superficie irregular, Figura 2A. Ao observa-
las ao microscdpio, as células leveduriformes podem ser ovais ou esféricas, ou em formato de
charuto, geralmente com brotamentos ligados a uma célula central (RODRIGUES et al., 2015),
Figura 2B.

Figura 2. A: Macroscopia de Sporothrix spp., na forma leveduriforme, em agar BHI (brain heart infusion), com

coldnias de cor creme. B: Microscopia de Sporothrix spp corado com lactofenol com azul de algodao, apresentando

blastoconidios em brotamento (seta vermelha).

Fonte: CEMM, 2017.
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1.3 EPIDEMIOLOGIA

A esporotricose é considerada uma doenca cosmopolita, ocorrendo predominantemente
em areas de clima quente e temperado (CHAKRABARTI et al., 2015). E endémica no Sul da
Africa, na India, no Japdo, no Estados Unidos da América (EUA) e em varios paises latino-
americanos como Peru, Brasil, México, Coldmbia, Uruguai, Costa Rica e Guatemala. A ampla
distribuicao geografica dos casos diagnosticados destaca a dinamica da transmissdo de

Sporothrix spp.

Ha relatos de surtos como os que ocorreram no Estados Unidos da América (EUA),
especialmente no vale do Mississippi, nos anos 80, envolvendo trabalhadores de
reflorestamento infectados por pinheiros e mudas de musgo, assim como informes de grandes
epidemias, como a que ocorreu nos anos 40, quando 3000 mineiros na Africa do Sul foram
infectados pelo contato com vigas de madeira contaminadas, sendo considerada a maior

epidemia no século XX (ORONOFIO-COSTA et al., 2017).

Nas ultimas duas décadas (1998-2016), o Brasil experimentou um surto de
esporotricose transmitida por gatos no Rio de Janeiro, com 4.669 casos relatados, conforme

demonstrado pela Figura 3.

Figura 3. Casos registrados de esporotricose mundial pela transmissdo felina.
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Fonte: Gremido et al., 2017.
A esporotricose transmitida por gatos aparece, em alguns casos, na forma de surtos ou
epidemias dentro de um curto periodo. Notavelmente, antes da década de 1990, o Rio de janeiro

apresentou um baixo niumero de casos, quase sempre alheios aos tipos de transmissao felina
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(GREMIAO et al., 2017), Figura 4.

Figura 4. Evolucdo do espaco-temporal de casos de esporotricose em felinos no Brasil.
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Fonte: Gremido et al., 2017.

Assim, no Brasil, as ocorréncias de esporotricose envolvendo a transmissao classica
pelo solo ou matéria organica sdo provenientes dos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul.
Jé& as ocorréncias envolvendo a transmissao zoonoética, envolvendo principalmente o gato, tem
ocorrido principalmente no Rio de Janeiro, na regido metropolitana, onde ¢ registrado o maior

numero de casos de esporotricose felina e humana (BRASIL, 2016).

Nos anos de 2013 a 2016, foram notificados 3.377 casos suspeitos de esporotricose no
Estado do Rio de Janeiro. Neste periodo, o percentual de confirmagdo dos casos foi maior que

60% (BRASIL, 2016).

1.4 PATOGENIA

Alguns mecanismos de defesa do hospedeiro que variam conforme a apresentacdo
clinica contra a espécie de Sporothrix spp. ainda ndo foram esclarecidos. A a¢do dos
componentes da parede celular do fungo, especialmente a glicoproteina 70kDa (gp70),
apresentam um efeito protetor no hospedeiro, mediado pelas células T-helper (Thl em
humanos), todavia, paradoxalmente, também faz a aderéncia de conidios ao epitélio,
aumentando o potencial de invasdo fingica. A resposta imune celular mediada parece ser
responsavel pela eliminagdo ou pelo controle a infec¢ao. Entretanto, a resposta imune humoral
provoca anticorpos especificos contra a parede celular do fungo (OROFINO-COSTA, 2017).

Uma vez que Sporothrix spp. € inoculado no hospedeiro humano, através da lesdo, com

a invasdo da derme e do tecido subcutaneo, esse fungo que se encontrava no ambiente, na sua
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forma filamentosa, passa para leveduriforme, sua forma parasitaria. Esse processo se inicia apos
24 ou 48 h e pode levar até 13 dias (MAHAJAN, 2014). Em linhas gerais, a esporotricose
humana pode desenvolver-se com diferentes formas clinicas que dependem do resultado da

interacao parasita-hospedeiro (ALSPAUGH, 2015).

As lesdes linfocutaneas quando comparadas as lesdes fixas, mostram-se com um quadro
de maior extensdo e severidade do que lesdes fixas, conduzindo a destruicdo mais intensa do
tecido. Por outro lado, as lesdes fixas mostraram uma resposta imune mais equilibrada e
eficiente, levando ao controle da infec¢do sem a destruicao do tecido adjacente e disseminagao
fingica. Alguns pacientes podem demonstrar lesdes cutaneas antes do acometimento do sistema
nervoso central, o que sugere a disseminagdo hematogénica do fungo (CONCEICAO-SILVA;
MORGADO, 2018).

1.5 APRESENTACOES CLINICAS

As formas clinicas da esporotricose estdo classificadas como formas cutanea
(localizada, linfocutanea ou disseminada) e extracutanea. Apesar de ser considerada uma
doenca subcutinea e suas lesdes serem visualizadas na pele ou nas adjacéncias de vasos
linfaticos (sua forma mais comum), a esporotricose pode atingir os pulmdes (forma
extracutanea) quando os conidios sdo inalados ou, mais raramente, ter disseminagao sistémica

em pacientes imunocomprometidos (BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017).

1.5.1 FORMA CUTANEA

Classicamente, a esporotricose ¢ caracterizada pelo aparecimento de lesdes cutineas
nodulares ou ulceradas que podem ter distribuicdo localizada, linfocutdnea ou ainda cutanea
disseminada (BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017). Esse tipo de lesdo também pode estar
presente em outras doencas dermatologicas, como a leishmaniose (BAZZI et al., 2016), sendo,
portanto, essencial um diagnéstico diferencial com confirmacdo laboratorial. A forma
localizada consiste em uma unica lesdo, geralmente ¢ o local onde houve a inoculagdo, sem
disseminagdo linfatica regional, Figura 5SA (OROFINO-COSTA; RODRIGUES; MACEDO;
ENGEMANN, 2017).
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Figura 5. Lesoes presentes na forma cutanea localizada da esporotricose (A), podendo assemelhar-se as lesdes

observadas em outras doencas dermatoldgicas, dentre elas a leishmaniose tegumentar (B e C).

Fontes: Orofino- Costa et al. (2017) e Carvalho et al. (2017).

A forma linfatica ¢ a manifestacdo clinica mais comum, cerca de 80% dos pacientes
afetados. As lesdes papulo-nodulares, eritematosas surgem de locais de trauma cutaneo e se
espalham de modo proximal ao longo dos vasos linfaticos, Figura 6A. Esse tipo de lesdo da
esporotricose assemelha-se com outras doencas de pele, como a leishmaniose, Figura 6B, a

tuberculose, a sarcoidose, a paracoccidioidomicose e a cromoblastomicose (GOMPERTZ et al.,

2016).

Figura 6. Forma linfocutanea da esporotricose com lesdes nodulares (A) e leishmaniose esporotricdide com lesdes

ulcerativas (B) com seguimento aos vasos linfaticos.

Fontes: Orofino- Costa et al. (2017) e Carvalho et al. (2017).

Na forma disseminada, a doenga pode aparecer como Ulceras maiores com bordas bem
definidas e endurecidas, ou lesdes eritematosas, papula com pustulas e infiltradas, Figura 7.
Alguns pacientes exibem lesdes multiplas na pele, sem invasdo sistémica. Em geral, esses
pacientes podem ser individuos imunocompetentes, transplantados ou que faz uso de
medicamentos  imunossupressores (OROFINO-COSTA; RODRIGUES; MACEDO;
ENGEMANN, 2017).


https://www.ajtmh.org/search?value1=Olga+Fischman+Gompertz&option1=author&noRedirect=true
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Figura 7. Lesdes presentes na forma disseminada da esporotricose em um paciente com AIDS.

Fonte: Orofino- Costa et al. (2017).

1.5.2 FORMA EXTRACUTANEA

Raramente, a esporotricose desenvolve-se com apresentagdes extracutanea pulmonar ou
disseminada, sendo estas relacionadas a pacientes com imunossupressao (FREITAS et al.,
2014). A propagacdo da forma extracutdnea pode ocorrer através da via hematogénica ou aérea.
A doenga osteomuscular, incluindo a osteomielite e a artrite séptica, sdo os casos mais relatados
dessa infeccao. Além disso, outros 6rgdos podem ser acometidos, como o pulmao que pode ser
infectado apos a inalacdo direta do fungo ou a propagagdo hematdégena de uma outra fonte e
pode apresentar-se com lesdes cavitarias ou nao cavitarias (HESSLER; KAUFFMAN; CHOW,
2017).

1.6 FATORES DE VIRULENCIA

Os microrganismos patégenos desenvolvem varios mecanismos que podem auxiliar na
sobrevivéncia no meio ambiente ou no hospedeiro (STEENBERGEN et al., 2004).

A parede celular fingica apresenta uma viabilidade estrutural e interagdo com o meio
ambiente, sendo um dos fatores contributivos na interacdo do sistema imune do hospedeiro,
além disso, contém macromoléculas envolvidas na instalacao do patogeno (LOPES et al., 2018).

Ainda pouco se sabe sobre os fatores de viruléncia de Sporothrix spp. Apesar disso,
alguns fatores de viruléncia podem ser encontrados descritos na literatura, tais como o
dimorfismo térmico, produ¢do de melanina, adesinas e proteinases (MORA-MONTES et al.,

2015) e mais recentemente, a formagao de biofilme (BRILHANTE et al., 2018).
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1.7 DIAGNOSTICO MICOLOGICO

O isolamento e a identificacao dos fungos de uma amostra sao padrao para o diagnostico
desta doenca. Assim, umas das técnicas ¢ o exame direto por meio da amostra bioldgica com
hidroxido de potassio (KOH). Outra técnica utilizada € o diagndstico micoldgico por meio da
cultura cujo o método consiste na identificagdo do agente etioldgico da esporotricose por meio
da semeadura. Os meios de cultura comumente utilizados sdo Agar Sabouraud simples, Agar
Sabouraud acrescido de Cloranfenicol ou ainda o Agar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol
e Cicloheximida. A amostra pode ser coletada de aspirado nodulares ou biopsias da lesdo que
quando semeados, resultam no aparecimento de colonias filamentosas (RUDRAMURTHY;

CHAKRABARTI, 2017).

1.8 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

As micoses humanas sdo consideradas um problema de saude publica no Brasil. O
tratamento das micoses, em geral, ¢ prolongado e pode apresentar, em alguns casos, efeitos
adversos. Desse modo, a escolha do antifingico deve ser baseada na clinica e epidemiologia

(CASTRO et al., 2018).

A dificuldade no tratamento pode ser atribuida a fatores como diagnostico tardio, longa
duragdo do tratamento e desisténcia da terapia pelos pacientes (REIS-GOMES et al., 2012).
Alguns antifiingicos podem ser utilizados no tratamento da esporotricose, dentre eles estdo, o
1odeto de potassio (IK), itraconazol (ITC), terbinafina (TRB) e anfotericina B (AMB). A
solugdo saturada de iodeto de potéssio e o itraconazol, tem elevada eficacia nas formas mais
comuns da doenca (cutaneo localizada e linfocutanea), porém devido os seus efeitos adversos
o iodeto de potassio ndo ¢ utilizado no tratamento das formas extracutanea ou disseminadas da
esporotricose. Com isso o itraconazol via oral tem sido o fArmaco de escolha, para o tratamento
da esporotricose, € 0s casos mais graves da infec¢do o tratamento mais indicado ¢ a anfotericina
B (MAHAJAN, 2014). Ja a terbinafina uma alternativa terapéutica para pacientes que nao

podem usar itraconazol ou quando ha

efeitos colaterais mediante interacdo com farmacos (VETORATTO et al., 2018;

ALMEIDA-PAES, 2016).

Com relagdo ao tratamento da leishmaniose, o farmaco utilizado de 2° escolha ¢
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pentamidina, que pertence ao grupo das diamidinas aromaticas, e 0 Seu mecanismo de agédo
ocorre por inibicdo de diferentes processos celulares, ainda ndo elucidados totalmente. Pode ser
um inibidor competitivo do transporte da arginina ou um inibidor ndo competitivo do transporte
da putrescina e espermidina. A pentamidina também pode ligar-se preferencialmente ao DNA
do cinetoplasto de Leishmania spp. e interferir na replicag&o e transcrigdo em nivel mitocondrial
(FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; WERBOVETZ, 2006).

A pentamidina é classicamente de uso parenteral, podendo ser administrada por via
endovenosa (EV) ou intramuscular (IM), sendo completamente absorvidas ap6s administragéo.
Mais recentemente, novas aplicagcBes foram sugeridas com base em estudos cientificos, com
aplicacdo por vias inalatéria, oral e intralesional (CLEMENT et al., 2017; SOTO et al., 2016).

A pentamidina ja demonstrou possuir agdo antimicrobiana contra outros
microrganismos, dentre eles: Candida spp. (MACIEJEWSKA et al 2014) ¢ Fusarium spp.
(VENTURINI et al., 2016). Além disso essa droga também ¢ utilizada clinicamente para o
tratamento de infecgdes causadas por Pneumocystis jirovecii (CREEMERS-SCHILD et al.,
2016).

1.9 METODOS DE ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

O teste de sensibilidade antifingica, considerado padrdo ouro, auxiliam na defini¢do da
resisténcia fingica e na escolha do tratamento adequado conforme as particularidades de cada
fungo. A microbiologia clinica depende desses métodos para selecionar o farmaco que
demonstre uma melhor resposta terapéutica, além disso, viabiliza a avaliagdao da epidemiologia
local e global frente a resisténcia antifungica. Contudo, a similitude dos testes in vitro com o in
vivo ainda ¢ limitado, devido aos fatores que ndo podem ser controlados, como imunidade do
hospedeiro, viruléncia do patdogeno, dentre outros (JOHNSON; CAVLING-ARENDRUP, 2015).

Os protocolos produzidos pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CSLI) tém a
finalidade de padronizar para facilitar as interpretacdes dos dados, independentemente das
diferencas epidemiologica entre as localidades (HADRICH; AYADI, 2018) .

O CLSI publicou o documento para a avaliacdo da sensibilidade antifungica, o M27-A,
utilizado como referéncia para teste de diluicdo em caldo com o objetivo de determinagao da
sensibilidade de leveduras a terapia antifungica. (CLSI, 2008a).

Essas normas estabelecem alguns critérios para a realizagao dos testes de sensibilidade,

como meio de cultura padrao RPMI (Roswell Park Memorial Institute) — 1640, tamponado com


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadrich%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29773435
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ayadi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29773435
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o acido 2-[N-morfolino]-propanossulfonico (MOPS) 0,165M a pH 7,0, a carga fungica e o
preparo do inoculo, tempo e temperatura de incubacao, leitura visual. Além disso, também
incluem as condi¢des de ensaio para as drogas antifingicas anfotericina B, azélicos (itraconazol,
cetoconazol, fluconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol), terbinafina, griseofulvina,
ciclopirox e as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) (CLSI, 2008b,
2008a).

Contudo, o protocolo M27-A3 do CLSI ndo descreve os testes de sensibilidade
antifingica in vitro para a forma leveduriforme do fungo Sporothrix spp., todavia o documento

¢ utilizado com adaptagdes, como o periodo da leitura (SANCHOTENE et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifiingica de pentamidina, in vitro, em células planctonicas da

forma leveduriforme de espécies do complexo Sporothrix schenckii.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) de pentamidina, ante células

planctonicas da forma leveduriforme de Sporothrix spp.

Determinar a concentra¢do fungicida minima (CFM) de pentamidina, ante células

planctonicas da forma leveduriforme de Sporothrix spp.
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3 METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de estudo experimental com abordagem quantitativa desenvolvido com
espécies do complexo Sporothrix schenckii, disponibilizadas pela micoteca da Universidade

Federal do Ceara (UFC).

3.2 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no laboratorio do Centro Especializado em Micologia Médica

(CEMM), da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.3 MICRORGANISMOS

Nesse estudo foram utilizadas 19 cepas pertencentes ao complexo S. schenckii: 10 de S.
brasiliensis, 2 de S. globosa, 4 de S. mexicana ¢ 3 de S. schenckii sensu stricto. Os isolados
foram obtidos da micoteca do Centro Especializado de Micologia Médica (CEMM) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Tabela 1. Cepa, espécie e origem do complexo Sporothrix schenckii utilizadas neste estudo.

Cepa Espécie Origem
CEMM 05-3-050 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-052 Sporothrix brasiliensis Cao
CEMM 05-3-053 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-054 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-055 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-056 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-057 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-058 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-075 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-078 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-004 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-3-005 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-3-008 Sporothrix mexicana Humano
CEMM 05-3-009 Sporothrix mexicana Humano
CEMM 05-3-100 Sporothrix mexicana Vegetal
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CEMM 05-4-001 Sporothrix mexicana Solo
CEMM 05-3-048 Sporothrix schenckii sensu stricto Gato
CEMM 05-3-090 Sporothrix schenckii sensu stricto Humano
CEMM 05-4-002 Sporothrix schenckii sensu stricto Solo

Para obtengao da forma leveduriforme, foram realizados cultivos sucessivos em agar
BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro, incubados a 37 °C por 5 dias. Foram utilizadas as
cepas Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 como controles nos

experimentos de sensibilidade antifiingica.

3.4 DROGAS TESTES

O leishmanicida isotionato de pentamidina (PNT, Sigma, St Louis, MO, USA) foi
preparado conforme recomendagdo do fabricante em dgua destilada estéril, a uma concentragao
de 5.000 pg/mL, sendo estocadas a -20 °C até o momento de uso. Os antifiingicos anfotericina
B (AMB), itraconazol (ITC) e terbinafina (TRB) foram preparados conforme descrito no
documento M27-A3 do CLSI (CLSI, 2008b).

3.5 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA PLANCTONICA NA FORMA
LEVEDURIFORME

Os testes de sensibilidade foram realizados em microplacas de 96 pocos, utilizando-se
a técnica de microdilui¢ao em caldo, conforme o documento M27-A3 (forma leveduriforme)
do CLSI (CLSI, 2008b), com adaptagdes. As drogas foram testadas em concentracdes finais de
0,03-16 pg/mL (PNT, AMB, ITC e TRB). Os inoculos foram preparados em solucao salina e
em seguida ajustados para uma concentragio final de 0,5-2,5 x 10* ufc/mL em meio RPMI 1640
(Sigma, St Louis, MO, USA), tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS (Sigma, St Louis,
MO, USA). As microplacas foram incubadas a 37 °C por 96 h. A concentracao inibitéria minima
(CIM) do leishmanicida foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir 100%, 80% e
50% do crescimento fingico em comparacdo com o crescimento fingico nos pogos sem a
presenca da droga. Com relagdo aos antiflingicos, a CIM foi definida como a menor

concentragdo capaz de inibir 100% (AMB e ITC) e 80% (TRB) do crescimento fungico em
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compara¢do com o crescimento fungico na auséncia das drogas. Candida parapsilosis ATCC
22019 e Candida krusei ATCC 6258 foram utilizadas como controles de qualidade dos

experimentos.

3.6 CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA

A concentra¢dao fungicida minima (CFM) da droga leishmanicida foi determinada por
semeadura, em PDA, do conteudo de todos os pocos com auséncia de crescimento fungico
visual. O CFM foi considerado como a menor concentragdo das drogas que matou 99,9% dos

in6culos fungicos (SCORDINO et al., 2015).

3.7 ASPECTOS ETICOS

Os aspectos éticos foram respeitados em todas as etapas da pesquisa. As amostras possuem
cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado (SisGen).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Nas comparagdes entre dados que apresentaram distribuicdo normal e variancias
semelhantes, foi utilizado o teste de T de Studart ou ANOVA seguido do pos-teste de Tukey’s.
Nas comparagdes em que os dados apresentaram assimetria foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Wilcoxon ou Friedman seguidos do pds-teste de Dunn’s. Em todas as situacdes, o nivel de
significancia maximo, adotado para conclusdes afirmativas, foi de 95 % (p<0,05). As analises
estatisticas foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software,

San Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

A pentamidina apresentou atividade inibitéria frente as espécies do complexo S.
schenckii na sua forma leveduriforme (Tabela 1). Os valores de CIM da pentamidina para a
forma leveduriforme de Sporothrix spp., variaram de concentra¢cdes menores que 0,03 até 0,06
pug/mL para 50% de inibi¢do do crescimento fungico; de 0,03 a 0,13 pg/mL para 80% de
inibi¢do e de 0,06 a 0,25 pg/mL para 100% de inibigdo.

Para as drogas antifingicas os valores de CIM encontrados variaram de 0,05 a 0,25
pg/mL (AMB e ITC), 0,03 ¢ 0,13 pg/mL (TRB) para Sporothrix brasiliensis; de 0,03 a 0,25
pg/mL (AMB e ITC) e 0,03 ug/mL (TRB) para Sporothrix globosa; de 0,5 a 0,13 ug/mL (AMB),
0,5a1 pg/mL (ITC), 0,03 a 0,13 pg/mL (TRB) para Sporothrix mexicana; de 0,06 a 0,13 pg/mL
(AMB), 0,5 a 0,25 pg/mL (ITC) e 0,03 a 0,13 pg/mL (TRB) para Sporothrix schenckii sensu
stricto.

A pentamidina apresentou valores de CIM para 100% de inibi¢do semelhantes aos
encontrados para anfotericina B e mostrou valores significativamente menores que os obtidos
para itraconazol. A CIM para 80 % de inibi¢do ¢ semelhante a CIM de terbinafina. Com relagao
aos valores de CFM da pentamidina foram observados resultados variando de 0,06 a 0,25 pg/mL
para Sporothrix brasiliensis; 0,25 pg/mL para Sporothrix globosa; 0,13 a 0,25 pg/mL para
Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckii sensu stricto, sem diferengas estatisticas entre a

CFM e a CIM para 100% de inibicao fungica.
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima e concentragdo fungicida minima de antifingicos e

leishmanicidas frente a espécies do complexo Sporothrix schenckii na forma leveduriforme.

Antifingicos Leishmanicida
Anfotericina B Itraconazol Terbinafina Pentamidina
Espécies (n) CIM
CIM CIM CIM S0 00, 00 CFM
0,13 (3)* <0,03(2) 0,03(2) 0,06(2) 0,06(1
Sporothrix ) 0,25 (3) 0,03 (5) ) @ @ W)
brasiliensis 0,25 (3) 050 0135 0,03(5) 0,06(5 0,13(5) 0,13 (4)
(n=10) 0,5 (4) ’ ’ 0,06(3) 0,13(3) 0,25(3) 025(5)
Sporothrix 0,03 (1) 0,03 (1) 0,03(1)  0,6(1) 0,13(1) 0,25(1)
globosa 0,03 (2)
(1=2) 0,25 (1) 0,25 (1) 0,06(1)  0,13(1) 025(1) 0,25(1)
0,13 (1 0,25 (2 <0,03(1) 0,03(1) 006(1) 0,13(2
Sporothrix ) @ 0,03 (1) ) W) W) @
mexicana 0,25 (1) 0,5 (1) 0136 0,03(2) 0,06(2) 0,13(2) 025(2)
(n=4) 0,5 (2) 1 (1) ’ 0,06 (1)  0,13(1) 0,25(1)
iﬂf};‘ﬂ"f 0,06 (2) 025(1)  003(1) 003(1) 0,06(1) 0,3(1) 0,13 (1)
sensu stricto 0,13 (1) 0,5(2) 0,13(2) 0,06(2) 0,13(2) 025(2) 025(2)
(n=3)

*. Representam o quantitativo de cepas que foram inibidas de acordo com a concentragdo de droga. CIM:

Concentracdo Inibitéria Minima (pg/mL). CFM: Concentragdo Fungicida Minima (pg/mL).
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5 DISCUSSAO

A esporotricose ¢ uma infec¢do subcutanea causada por inoculagdo traumatica de materiais
contaminados que transportam indculos de espécies de Sporothrix schenckii, seja pela rota
sapronotica (saprofitica), a qual envolve contato direto com o solo ¢ matéria organica em
decomposic¢do, ou pela rota zoondtica, a qual envolve contato com animais infectados (Zhang
et al., 2015; OROFINO-COSTA et al., 2017).

As principais espécies patogénicas relacionadas com os casos de infeccdo em humanos e
animais sao S. brasiliensis, S. schenckii sensu, S. globosa e S. luriei, divergindo de acordo com
sua distribuicdo geografica, nicho ecologico e rotas de transmissdo. Essas interagdes
hospedeiro-ambiente sdo determinantes classicos dos fatores de risco para a aquisi¢ao de
doengas (RODRIGUES et al., 2014; ALMEIDA-PAES, 2015).

Diversos estudos demonstram uma alta variabilidade genética entre isolados
identificados morfologicamente (RODRIGUES et al., 2013). A patogenicidade varia conforme
os fatores de viruléncia do patdgeno e, bem como, os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Assim, entre as espécies citadas, destaca-se Sporothrix brasiliensis como a mais virulentas,
devido a sua alta capacidade de invasdo (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Diante da semelhanga clinica com outras doengas, como a leishmaniose cutanea, o
diagnostico da esporotricose ainda ¢ desafiador (CARVALHO et al., 2017). O diagndstico da
leishmaniose ¢ baseado em dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais, incluindo técnicas
parasitoldgicas, como identificacdo de formas amastigotas em esfregacos da lesdo, e
imunologicas, com o teste de Montenegro, a imunofluorescéncia indireta (IIF) e o Imunoensaio
da Enzima (EIA) que busca por anticorpos (SKRABA, et al., 2015). Sendo uma associagao
entre duas ou mais técnicas forneceria um diagndstico fidedigno, ja que os testes de pesquisa
de anticorpos sdo sensiveis e especificos, mas estdo associados a reatividade cruzada com outras
doengas, principalmente a doenca de Chagas e a leishmaniose visceral.

A esporotricose nao ¢ uma condi¢do reconhecida e por esta razao, muitas lesdes nodulares,
ulcerativas e supurativas sdo diagnosticadas erroneamente e, assim, sdo tratadas como
leishmaniose ou outras infec¢des bacterianas. Em alguns casos, isto pode conduzir ao risco para
o paciente quando submetido ao tratamento inadequado (MAHAMOUDI, 2015).

Os resultados obtidos para as drogas antifingicas anfotericina B, itraconazol e terbinafina
estdo na mesma faixa de concentragdes descrita por outros estudos (ALMEIDA-PAES et al.,

2016; BRILHANTE et al., 2017).
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A terbinafina, antifungico do grupo das alilaminas, demonstrou em varios estudos in
vitro agdo primaria fungicida frente a fungos dimérficos, incluindo S. schenckii, ndo ha relatos
de resisténcia frente ao agente, além dos efeitos toxicos reduzidos quando comparado ao
itraconazol (MEINERZ et al., 2007). Além disso, a TRB ¢ o antifungico mais eficaz diante dos
isolados de Sporothrix spp., apresentando baixos valores e pouca variacdo de MIC, também
demonstrado no presente estudo.

Com relagao ao ITC, tratamento de 1°escolha para esporotricose linfocutanea e cutanea,
estudos monstram boa atividade em relacao aos isolados de Sporothrix spp. (MAHMOUDI et
al., 2016).

A anfotericina B, usada para o tratamento de formas invasivas e disseminadas, em alguns
estudos apresentaram variagdes maiores, contudo, esses estudos demontram as formas de
resisténcias das espécies, diante da presenca de melanina na parede celular que atua na prote¢ao
do fungo frente as drogas (ALMEIDA-PAES et al., 2016).

Quanto ao efeito antifingico da droga leishmanicida no crescimento planctonico de
Sporothrix spp., foi observado que a PNT apresentou CIMs para 50%, 80% e 100% de inibi¢ao
do crescimento de Sporothrix spp., com valores semelhantes aos obtidos para as drogas
antifungicas.

No presente estudo também foi observado que os valores de CIM de PNT para 100% de
inibicao do crescimento de Sporothrix spp. € a CFM eram semelhantes, ndo havendo diferengas
estatisticas entre esses parametros, indicando que esta droga pode ter a¢do fungicida sobre

Sporothrix spp.
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6 CONCLUSAO

A Pentamidina possui atividade antifingica frente as células planctonicas do complexo S.
schenckii na sua forma leveduriforme, estado em que se encontra de modo parasitario no
hospedeiro. Além disso, apresentou variagdes do efeito inibitério semelhantes aos da

Anfotericina B e Itraconazol frente as cepas de Sporothrix brasiliensis € Sporothrix mexicana

das células planctonicas na forma leveduriforme.
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Pentamidine inhibits the growth of
Sporothrix schenckii complex and exhibits
synergism with antifungal agents
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Aim: The purpose of this study was to evaluate the effects of the antileishmanials meglumine antimoniate
and pentamidine against Sporothrix schenckii complex. Materials & methods: The antifungal activity of
the two antileishmanials was assessed by broth microdilution. The interaction between the antileishma-
nials and antifungal drugs (amphotericin B, itraconazole and terbinafine) was evaluated by the checker-
board assay. The effect of prior exposure of Sporothrix spp. yeast cells to antileishmanials was evaluated
by broth microdilution. Results: Only pentamidine showed antifungal activity against Sporothrix spp. Syn-
ergistic interactions were observed between pentamidine and the antifungals. Also, the pre-exposure to
meglumine antimoniate reduced the susceptibility of Sardinella brasiliensis and S. schenckii sensu stricto to
amphotericin B and itraconazole. Conclusion: Pentamidine showed antifungal activity against Sporothrix
spp., indicating it is a possible therapeutic alternative for the treatment of sporotrichosis.



