UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM
GRADUACAO EM ENFERMAGEM

JULIANA MARIA MACIEL

AVALIACAO, IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE MILTEFOSINA
E IODETO DE POTASSIO FRENTE A ESPECIES DO COMPLEXO Sporothrix
schenckii NA FORMA LEVEDURIFORME

FORTALEZA
2019



AVALIACAO, IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE MILTEFOSINA
E IODETO DE POTASSIO FRENTE A ESPECIES DO COMPLEXO Sporothrix
schenckii NA FORMA LEVEDURIFORME

Monografia apresentada ao
Departamento de  Enfermagem da
Universidade Federal do Ceard, como
requisito parcial para obtengdo do titulo
de Bacharel em Enfermagem.

Orientador(a): Raimunda Sémia

Nogueira Brilhante.

FORTALEZA
2019



Diados Internacionais de Catalogagio na Publicacsio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitin
Gerada antomaticamente pelo madulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelofz) sutor(s)

M138a  Maciel Julisna Maria .
AVALTACAO, IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE MILTEFOSINA E IODETO DE
POTASSIO FRENTE A ESPECIES DO COMPLEXO Sporothrix schenckii NA FORMA
LEVEDURIFORME / Juliana Maria Maciel — 2018,
41£ :il color.

Trabalho de Conclosio de Curso (graduacio) — Universidade Faderal do Ceara, Faculdade de Farmacia,

Odontologia e Enfermagem Curso de Enfermagem Fortaleza, 2019

1. Esporotricose. I. Titalo.
CDD 610.73




JULIANA MARIAMACIEL

AVALIACAO, IN VITRO, DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE MILTEFOSINA
E IODETO DE POTASSIO FRENTE A ESPECIES DO COMPLEXO Sporothrix
schenckii NA FORMA LEVEDURIFORME.

Monografia apresentada ao
Departamento  de Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara, como
requisito parcial para obtencdo do titulo

de Bacharel em Enfermagem.

Aprovadaem:_ /[

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dré. Raimunda Samia Nogueira Brilhante (Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Profé. Dré. Maira Di Ciero Miranda
Universidade Federal do Ceara (UFC)

M.s? Odaleia de Oliveira Farias
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.

Ao0s meus pais, Ana Ldcia e Jurandir.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, por me dar sabedoria e por me permitir concluir mais

uma fase.

Aos meus pais, Ana Lucia e Jurandir, quem sempre me deram todo o amor,
carinho, zelo. Obrigada pelo apoio imprescindivel em todas as fases da minha vida, e

por guiar e iluminar meus passos. Sem vocés nada disso seria possivel.

A minha irma Julia, que me incentivou, e sempre me considerou sua “fonte de

inspiracao”.

A minha familia, que me estimulou a ir mais longe, e compreendeu as minhas

auséncias em celebracdes e momentos familiares.

Ao meu namorado, Lucas, pelo apoio, amor, companheirismo e compreensao.

A Tania, Cleiton, Isabele e Isadora que me acolheram no seu lar, me tornando

parte dele, e me acolhendo como membro da familia.

Ao Centro Especializado em Micologia Médica pelos recursos que
possibilitaram a execucdo deste trabalho.

A minha orientadora, prof. Dra. Sdmia Brilhante pela oportunidade, pelo voto de

confianga, paciéncia, atengédo e ensinamentos durante esta jornada.

Aos demais professores do CEMM pela dedicagcdo com todos os alunos, e pelo
empenho de tornar CEMM um laboratério de exceléncia em ensino, pesquisa e

extensao.

Aos colegas do CEMM pelo companheirismo e ensinamentos que nunca irei me
esquecer. Em especial aos companheiros da equipe Sporothrix: Raissa Geovanna,
Lucilene Queiroz, Vandbergue Santos e Felipe Magalh&es gratiddo por termos trilhado

esse caminho juntos.



A Raissa Geovanna, mais do que um membro da equipe Sporothrix. Uma amiga
que desde o inicio da graduacdo me apoiou, puxou minha orelha, e sempre esteve

comigo nos momentos de apuros como universitaria.

A Glaucia Guedes, por ter uma visao além, pelo companheirismo, pela ajuda de

sempre e por nos encorajar dia a dia.

As amigas que a enfermagem me deu: Raissa Geovanna, Thaysa Grasiely,

Beatriz Queiroz, Angélica Gomes e Indyara Dias.

A turma 75 da Enfermagem, pelo companheirismo ao longo desses cinco anos

de caminhada.

Aos professores e profissionais de saude de exceléncia que conheci durante essa
jornada, que me inspiraram como pessoa e como enfermeira. Vocés sdo cuidado e luz

para os pacientes.

Aos funcionarios do Departamento de Enfermagem e do bloco de Biomedicina

pelo acolhimento e os “bom dias” calorosos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico - CNPq
pelo incentivo e apoio financeiro através da bolsa PIBIC.

A Universidade Federal do Ceara, por possibilitar este sonho de me graduar em

uma universidade de exceléncia e que tenho muito orgulho de fazer parte.



“Muitas vezes o fator determinante da vitoria
nao sao as escolhas, mas sim as renuncias”’

(Anbnimo)



RESUMO

A esporotricose € uma micose subcuténea, causada por fungos dimorficos pertencentes ao
complexo Sporothrix schenckii, encontrado predominantemente em areas tropicais e
subtropicais da América Latina. A Miltefosina (MIL) é um quimioterapico pertencente a
classe dos antineoplasicos. Posteriormente foi demonstrado sua ag&o antiparasitaria, e mais
adiante foi verificado seu potencial antifingico in vitro. Este estudo objetivou analisar a
sensibilidade plancténica de espécies do complexo S. schenckii na forma leveduriforme a
miltefosina, determinando a concentracdo inibitoria minima (CIM). Foram utilizadas 18
cepas na forma leveduriforme de S. schenckii. Sendo S. brasiliensis (n=10), S. mexicana
(n=4), S. schenckii stricto sensu (n=2), e S. globosa (n=2). Como drogas-teste utilizou-se a
miltefosina (MIL) e iodeto de potéssio (KI) testadas nas concentracdes de 0,0313-16
pg/mL. Anfotericina B (AMB) e Itraconazol (ITC) foram incluidas como drogas controle, e
foram testadas nas concentragdes de 0,0313 a 16 ug/mL, respectivamente. As diluigdes
foram preparadas em RPMI. Os testes de sensibilidade foram realizados através do método
de microdiluicdo em caldo em placas com 96 pocos para a forma leveduriforme. O ensaio
de sensibilidade plancténica tem como objetivo obtermos os valores de concentracdo
inibitéria minima (CIM). Os in6culos, foram feitos em solucéo salina, e ajustados na escala
1 de McFarland. Em seguida, foram feitas diluicdes em RPMI, para ajuste final do in6culo,
com as concentragdes 1 a 5 x 10° UFC/mL. As amostras foram testadas em duplicata, e 0s
resultados lidos visualmente apds o periodo de incubacdo de 96 h a 37 °C. Considerou-se a
CIM da AMB como a mais baixa concentracdo capaz de inibir 100% (CIM100) do
crescimento fungico, da MIL como a menor concentragdo capaz de inibir 50% (CIM50),
80% (CIM80) e 100% do crescimento fangico, e do ITC a CIM como capaz de inibir 100%
do crescimento fangico, quando comparado com o controle de crescimento. Todas as cepas
de Sporothrix schenckii foram inibidas pelas drogas miltefosina e iodeto de potassio. Para a
forma leveduriforme, obtivemos os seguintes valores de CIM: 62,5 a 125 mg/mL para
KI;0,125 a 2 pg/mL para MIL; 0,125 a 1 pg/mL para ITC; 0,0312 a 1 pg/mL para AMB. E
foram evidenciados os seguintes valores significativos de inibicdo do Kl na CIM, com
KI>AMB, ITC e MIL (p<0,0001), para CIM80 e CIM50, com o KI>ITC e MIL
(p<0,0001). Conclui-se que todas as cepas de S. schenckii foram inibidas pela Miltefosina

comprovando sua atividade antifungica in vitro e pelo lodeto de Potéassio.

Palavras-chave: Atividade antifungica. Miltefosina. Esporotricose.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous, cosmopolitan mycosis caused by dimorphic fungi
belonging to the Sporothrix schenckii complex, found predominantly in tropical and
subtropical areas of Latin America. Miltefosine (MIL) is a chemotherapeutic class of
antineoplastic agents. Subsequently, its antiparasitic action was demonstrated, and its
antifungal potential was verified in vitro. This study aimed to analyze the planktonic
sensitivity of S. schenckii complex species in the yeast form to miltefosine, determining
the minimum inhibitory concentration (MIC). Eighteen strains were used in the yeast
form of S. schenckii. S. brasiliensis (n = 10), S. mexicana (n = 4), S. schenckii stricto
sensu (n = 2), and S. globosa (n = 2). Miltefosine (MIL) and potassium iodide (KI)
tested at concentrations of 0.0313-16 pg / mL were used as test drugs. Amphotericin B
(AMB) and Itraconazole (ITC) were included as control drugs, and were tested at
concentrations of 0.0313 to 16 pg / mL, respectively. Dilutions were prepared in RPML.
Sensitivity tests were performed using the 96-well plate broth microdilution method for
the yeast form. The plankton sensitivity test aims to obtain the minimum inhibitory
concentration (MIC) values. The inoculums were made in saline solution and adjusted
on the McFarland scale 1. Subsequently, dilutions were made in RPMI, for final
adjustment of the inoculum, at concentrations 1 to 5 x 103 CFU / mL. Samples were
tested in duplicate, and the results read visually after the incubation period of 96 h at
37 ° C. AMI MIC was considered the lowest concentration capable of inhibiting 100%
(MIC100) of fungal growth, MIL as the lowest concentration capable of inhibiting 50%
(MIC50), 80% (MIC80), and 100% fungal growth , and from ITC to MIC as capable of
inhibiting 100% fungal growth when compared to growth control. All strains of
Sporothrix schenckii were inhibited by the drugs miltefosine and potassium iodide. For
the yeast form, we obtained the following MIC values: 62.5 to 125 mg / mL for KI,

0.125 to 2 pg / mL for MIL; 0.125 to 1 pg / mL for ITC; 0.0312 at 1 pg/ mL for AMB.
The following significant KI inhibition values were shown in MIC with KI> AMB, ITC
and MIL (p <0.0001) for CIM80 and CIM50, with KI> ITC and MIL (p <0.0001). It is
concluded that all strains of S. schenckii were inhibited by Miltefosine proving their

antifungal activity in vitro and by Potassium lodide.

Keywords: Antifungal activity. Miltefosine. Sporotrichosis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Prevaléncia da ESporotricose N0 MUNO...........cceriiiriiiciieie e 16
Figura 2 — Sporothrix spp. na forma filamentosa. (a) Macromorfologia em agar batata
que exibe colbdnias de cor branca, com aspecto membranoso, a seta vermelha indica o
centro da colbnia tornando-se escurecido com o passar do tempo; (b) Micromorfologia
em lactofenol azul-algoddo, 400X, pode-se obdervar hifas e conidios nas extremidades
assemelhando-se a flor de margarida (Seta Preta). ......coovevevverecieseere e 17
Figura 3 — Sporothrix spp. na forma leveduriforme. (a) Macromorfologia em agar BHI
(brain heart infusion), suplementado com 5% de sangue de carneiro, que exibe colonias
de cor creme, com aspecto ceroso; (b) Micromorfologia em lactofenol azul-algodéo,
400X, pode-se observar células leveduriformes com formatos arredondados e ovais. A
seta preta indica blastoconidio em brotamento...........cccccveveiieiecie s 18
Figura 4 — LesOes presentes na forma cutanea localizada da esporotricose, do tipo

nica, ulcerativa e com bordas hiperemiadas. (A e

Figura 5 — Forma linfocutanea da esporotricose com lesdes nodulares (A) e ulcerativas
(B) com seguimento aos Vasos

HENTAEICOS. ..ottt e e et e e et e e e e 20



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Atividade antiflngica, in vitro, da anfotericina B (AMB), itraconazol (ITC),
miltefosina (MIL) e iodeto de potassio (KI), frente a cepas do complexo Sporothrix

schenckii Na forma 1eVedUIITOIME ......oooeeeeeeeee 28



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMB — Anfotericina B

BHI — Brain Heart Infusion

CEMM - Centro Especializado em Micologia Médica

CIM — Concentracdo Inibitéria Minima

CLSI - Clinical Laboratory Standards Institute

DNA — Acido desoxirribonucleico

EUCAST - European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing
HE — Hematoxilina-eosina

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana

ITC — Itraconazol

Kg — Kilograma

KI - lodeto de potéssio

KOH — Hidréxido de potéssio

MIL — Miltefosina

mg - Miligrama

mL — Mililitro

NaOH — Hidroxido de Sddio

PAS — Acido periddico de Schiff

PLECT - Paracoccidioidomicose, Leishmaniose, Esporotricose, Cromoblastomicose e
Tuberculose

RPMI - Roswell Park Memorial Institute

SisGen - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado

UFC — Unidade formadora de coldnia

Kg — Micrograma



SUMARIO

INTRODUGAO . .......cooiiiieeetceeee e see st s s st 15
1.1 ASPECLOS NISTOFICOS ...o.vveviiiecic e 15
I = o] o (=T g1 o] [0 [ - OSSR 15
1.3 PAtOQENESE. ....c.viiiieiiieite ettt e ettt st et e e e et re e pe e nreans 16
1.4 FOrmas CHINMICAS ......oveiieiieiiiisie et 18
1.5 DIAGNOSHICO. ....cviiiiiiieieieeee ettt 21
1.6 TrataBmeNTO......coeiiiiiiie ettt bbb nee s 22
OBUJIETIVOS ...ttt sttt snene e 25
2.1 ODBJEtIVO EIAl ... 25
2.2 ODbjetivo(s) eSPECITICO(S) ..vviviiieiiiiiie et 25
METODOLOGIA ..ottt 26
3.1 Local e tipo dO €STUAOD........cceiieieciie e e 26
3.2 MICIOOFGANISITIOS ...ttt sttt sb e ere s 26
3.3 DrOgas TESTR .....ceiiieie ittt e 26
3.4 Teste de sensibilidade antifingica.............cccocvviiiiiiicci e, 26
3.5 ASPECLOS BLICOS .....ouvviiiieie ettt ettt 26
RESULTADOS ..ottt sttt nne s 27
DISCUSSAOQ ..ot 30
CONCLUSAO ...ttt 32
REFERENCIAS..........oooiieiiieeie s 33

ANEXO A — ARTIGO PUBLICADO ..ottt 41



15

1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos histdricos

No ano de 1896 o estudante de medicina Benjamin Robinson Schenck relatou o
primeiro caso humano de esporotricose de um paciente com lesdo no dedo indicador. O
isolado foi analisado pelo micologista Erwin Smith que concluiu que o microrganismo
se tratava de um fungo pertencente ao género Sporotrichum. (SHENCK,1898). O
segundo caso de esporotricose foi descrito no ano de 1900 por Hektoen e Perkins nos
Estados Unidos. Uma crianca de 5 anos de idade que lesionou o dedo batendo com um
martelo, o ferimento regrediu espontaneamente. Em seguida isolaram o fungo da leséo e
concluiram que se tratava do mesmo microrganismo relatado anteriormente por
Schenck, denominando-o de Sporothrix schenckii. (HEKTOEN; PERKINS, 1900). No
Brasil, o primeiro caso de esporotricose foi evidenciado no ano de 1907 por Lutz e
Splendore em ratos, as lesdes se localizavam nas extremidades e na cauda destes
animais. As lesdes assemelhavam-se a tuberculose articular e 6ssea no homem (LUTZ e
SPLENDORE, 1907).

1.2 Epidemiologia

A esporotricose é uma doenca que pode acometer ambos 0s sexos e em qualquer
faixa etaria, todavia os mais acometidos sdo individuos do sexo masculino, sendo
relacionada principalmente a atividade laboral, pois a infeccdo ocorre, majoritariamente
atraves de inoculacdo traumatica. Os mais atingidos sdo trabalhadores do campo como
agricultores, jardineiros, floristas, madeireiros, fazendeiros e cagadores (MAHAJAN,
2014).

A patologia ¢ endémica na Africa, na india, no Japo, nos Estados Unidos da
América e em varios paises latino-americanos como Per0, Brasil, México, Colémbia,
Uruguai, Costa Rica e Guatemala (Figura 1) (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; OYARCE
etal., 2016).

No Brasil, a doenca estd diretamente relacionada ao contato com os felinos. A

transmissdo zoonotica ocorre através de mordeduras ou arranhdes contribuindo



essencialmente na transmissibilidade (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; OYARCE et al.,
2016). As espécies de Sporothrix spp. variam quanto a sua distribuicdo geografica.
Sporothrix brasiliensis é uma espécie emergente restrita ao Brasil (CHAKRABARTI et
al., 2015). Os individuos acometidos pela patologia, por muitas vezes vivem em
situacdo de vulnerabilidade socioecondémica. A maioria dos pacientes relatam manter os
felinos na residéncia como controle de ratos (ALMEIDA-PAES et al., 2014).

Figura 1 - Prevaléncia da Esporotricose no Mundo

Prevaléncia de
esporotricose

- Alta
Moderada
Baixa

Fonte: Adaptado de Chakrabarti et al., 2015.

O diagnéstico dos gatos por muitas vezes € tardio, 0 que leva a uma rapida
transmissdo da micose. O destino dos animais mortos e infectados geralmente é
inadequado e esté ligado ao comprometimento das condi¢des socioecondmicas dos seus
tutores, que por vezes optam por enterra-los no quintal de casa, fazendo com que a
disseminacdo do fungo no solo alcance proporcées preocupantes (RODRIGUES et al.,
2014b, 2013).

1.3 Patogénese

A esporotricose € caracterizada por ser uma micose cronica, que se inicia com a
inoculacdo traumatica do microrganismo gerando lesbes nodulares cutdneas ou
subcutaneas. Pode acometer seres humanos e varias espécies de animais, sendo muito
associada a infeccdo zoondtica por gatos infectados (BAZZI et al., 2016). As lesbes na
pele podem ser ocasionadas por plantas, objetos, materiais organicos contaminados, por

transmissdo zoonotica principalmente por mordedura ou arranhdes de gatos e cées, e
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mais raramente inalacéo de conidios, sendo a Gltima menos frequente (LOPEZ-
ROMERO et al., 2011; GONCALVES, et al., 2017).

O complexo Sporothrix schenckii reine espécies fungicas classificadas como
dimdrficas, ou seja, em seu estagio saprofito ou em cultivo a temperatura de 25-28°C, se
apresenta na forma filamentosa, em parasitismo ou in vitro em temperaturas proximas a
37°C, na forma leveduriforme. A forma filamentosa é composta de hifas hialinas,
septadas e ramificadas. Microscopicamente sdo evidenciadas células conidiogénicas a
partir de hifas, formando conidios piriformes, conhecidos como flor de margarida
(Figura 2b) (BARROS et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016).

Figura 2 - Sporothrix spp. na forma filamentosa. (a) Macromorfologia em &gar batata que exibe
coldnias de cor branca, com aspecto membranoso, a seta vermelha indica o centro da col6nia tornando-se
escurecido com o passar do tempo; (b) Micromorfologia em lactofenol azul-algoddo, 400X, pode-se

observar hifas e conidios nas extremidades assemelhando-se a flor de margarida (seta preta).

se,
-t
-~

Fonte: CEMM, 2017

Ap0s inoculagdo traumaética do fungo na forma filamentosa, ele atinge a derme e
tecido adiposo, e passa para a sua forma parasitaria, leveduriforme, esse processo se
inicia apos 24 ou 48 h e pode levar até 13 dias (CRUZ, 2013; MAHMOUD et al., 2016).
Quando a infeccdo é adquirida por transmissdao zoonotica, o desenvolvimento da doenca
geralmente é mais rapido, j& que o microrganismo se encontra na forma parasitaria,
portanto, ndo necessitando passar pelo processo de reversdo (LOPEZ-ROMERO et al.,
2011; CRUZ, 2013).



As células leveduriformes possuem Vvérios tamanhos e formas, podendo ser
redondas ou ovais, alongadas, em forma de charuto com uma base estreita (Figura 3b).
Macroscopicamente, as coldnias leveduriformes sdo de aspecto ceroso, de formato
irregular e cor creme (Figura 3a) (BARROS et al., 2011; CARRADA-BRAVO;
OLVERA-MACIAS, 2013).

Figura 3 - Sporothrix spp. na forma leveduriforme. (a) Macromorfologia em agar BHI (brain
heart infusion), suplementado com 5% de sangue de carneiro, que exibe colbnias de cor creme, com
aspecto ceroso; (b) Micromorfologia em lactofenol azul-algoddo, 400X, pode-se observar células

leveduriformes com formatos arredondados e ovais. A seta preta indica blastoconidio em brotamento.

3 B
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Fonte: CEMM, 2017.

Apbs instalada, a doenca pode evoluir de forma localizada levando ao
aparecimento de nédulos e Ulceras, com ou sem disseminacdo linfatica em pacientes
imunocompetentes (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; OYARCE et al., 2016; ALMEIDA-
PAES et al., 2016). S. schenckii possui varios fatores de viruléncia, dentre eles se
destacam: capacidade de formar biofilme in vitro, proteases que sdo enzimas
extracelulares, termotolerancia, as adesinas que sdo moléculas constituintes da parede
celular e a melanina (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; MADRID et
al., 2010).

1.4 Formas clinicas

A doenca € caracterizada pela ampla variedade de formas clinicas que véo se
desenvolver de acordo com a resposta imunoldgica do hospedeiro, sendo classificadas

da seguinte forma: cuténea, entre as formas cutaneas temos a cuténea localizada,
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cutaneo-linfatica, e cutdneo-disseminada e a forma extra cutanea. Asintomatologia varia
de acordo com o estado imunoldgico do paciente, a carga fungica, a profundidade da
lesdo, a localizagdo do ino6culo, patogenicidade e termotolerancia da cepa
(RODRIGUES et al., 2016; OYARCE et al., 2016).

14.1 Formas cutaneas

1.4.1.1 Cuténea localizada

A forma cuténea caracteriza-se por apresentar lesbes Unicas no local da
inoculacdo, com bordas hiperemiadas e frequentemente ulcerativas e ndo possuem
nodulos acompanhando os vasos linfaticos. As lesdes podem se apresentar como
papulas que fistulizam, Glceras, placas achatadas e lesbes eritemato-escamosas. E a
forma clinica que predomina nas criangas que sao frequentemente acometidas na face
(Figura 4) (SONG et al., 2011). Esse tipo de leséo, inicialmente pode ser confundido
com outras patologias do grupamento PLECT (Paracoccidioidomicose, Leishmaniose,
Esporotricose, Cromoblastomicose e Tuberculose), sendo essencial o diagndstico
diferencial (BAZZI et al., 2016).

Figura 4 - Lesdes presentes na forma cutdnea localizada da esporotricose, do tipo Unica,
ulcerativa e com bordas hiperemiadas. (A e B).

Fonte: Carvalho et al. (2017) e Freitas et al. (2014).

1.4.1.2 Cutaneo-linfatica

E a manifestacdo clinica predominante da doenca estando presente em 75% dos
casos de esporotricose (BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017). Caracterizada por

lesbes que aparecem inicialmente no local da inoculacdo traumatica, chamado cancro de



inoculagdo. Posteriormente se desenvolvem nddulos indolores ao longo dos vasos
linfaticos. As lesdes podem ser Ulceras de base infiltrada e eritematosa, podendo
também ser nddulo, papula, placa vegetante e lesdo Ulcero-gomosa (Figura 5)
(BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011).

Figura 5 - Forma linfocutanea da esporotricose com lesGes nodulares (A) e ulcerativas (B) com

seguimento aos vasos linfaticos.

Fonte: Carvalho et al. (2017); Freitas et al. (2014) e Mahajan (2014).

1.4.1.3 Cutaneo disseminada

Esta forma esta correlacionada com algum tipo de imunocomprometimento, ou
doencas associadas e geralmente é decorrente de um agravamento do quadro da forma
extracutanea. Se da pela disseminacdo hematogénica do fungo. Observa-se lesbes que
podem ulcerar ap6s semanas ou meses, as lesdes se assemelham a tuberculose cutanea.
Etilismo, diabetes mellitus, corticoesteroides e pacientes HIV positivos sdo fatores de
risco para o desenvolvimento dessa forma clinica. (SIDRIM; ROCHA, 2004;
ALMEIDA-PAES et al., 2015; FREITAS et al., 2014).

1.4.1.4 Formas extracutaneas

As formas extracutaneas sdo consideradas raras, e de diagnostico e tratamento
dificil. Essa forma, assim como a cutaneo disseminada, estdo sempre associadas a
pacientes imunossuprimidos (FREITAS et al.,, 2014). As lestes sdo decorrentes da
disseminacdo hematogénica. As manifestacdes clinicas variam de acordo com o 6rgao

acometido, acompanhado de febre e comprometimento geral em alguns casos
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(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; LOPEZ-ROMERO et al., 2011). A pele e o tecido
0sseo sdo 0s mais acometidos. As lesdes variam de pequenos granulomas isolados ou
grandes lesdes com extensa destruicdo 0ssea, podendo resultar em fratura esponténea.
Assemelham-se a osteomielite e a periostite (KAUFFMAN et al., 2007; ALMEIDA-
PAES et al., 2014).

1.5 Diagnostico

Na suspeita de esporotricose, as amostras clinicas mais utilizadas provém de
secrecOes, crostas e biopsias das lesbes (NOBRE et al., 2001). Embora seja
recomendada sempre a obtencdo de amostras para cultivo microbiolégico, a auséncia de
isolamento, ndo exclui a presenca do fungo. E assim o histopatolégico pode tornar-se
uma op¢ao viavel para a confirmacao da patologia (NUNES et al., 2011).

No diagnostico micoldgico, € realizado o exame direto, que é feito através de
preparacOes a fresco de espécimes clinicos tratados com hidroxido de potéssio (KOH) a
10% ou hidroxido de sédio (NaOH) a 4% com o objetivo de observar as células
leveduriformes do fungo. (CRUZ, 2013). Outro método utilizado é a cultura
considerado padrdo ouro que é simples, rapido e seguro. E obtido ap6s semear o
material clinico em Agar Sabouraud simples, em Agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e em Agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida. O tubo
com agar sabouraud simples é um meio que permite o crescimento de forma livre, sem a
interferéncia de outra substancia com potencial microbicida, o agar sabouraud acrescido
de cloranfenicol, tem a adi¢do do antibi6tico que ird inibir o crescimento de bactérias, ja
a adicdo de cicloheximida tem a finalidade de combater os fungos anemofilos. A
incubacdo do material é feita a temperatura de 28-30°C pelo periodo de 5 a 7 dias
(BARROS et al., 2011; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; OYARCE et al., 2016).

Para o diagndstico histopatoldgico as técnicas de escolha sdo a hematoxilina-
eosina (HE), impregnacédo pela prata de Grocott, a coloragdo pelo acido periodico de
Schiff (PAS). A visualizagdo de estruturas leveduriformes de Sporothrix spp. s6 é
possivel se a amostra estiver muito rica em estruturas fangicas (MIRANDA et al., 2009;
CRUZ, 2013; OYARCE et al., 2016). Em torno de 40% dos casos onde o fungo é



encontrado, observa-se a presenga de corpo asteroide, que se trata de uma estrutura
eosinofilica de forma radiada constituida de complexo antigeno-anticorpo, que se
deposita na superficie de alguns fungos em organismo sensibilizado (SIDRIM;
ROCHA, 2004; ZHANG et al., 2011; CARRADA-BRAVO; OLVERA-MACIAS,
2013).

Outros métodos diagnosticos sdao o diagnostico soroldgico e diagndstico
molecular. Para o diagndstico sorologico da esporotricose varias técnicas tém sido
descritas, tais como reagdes de imunodifusdo dupla, o teste de imunoeletroforese e o
testes de aglutinacdo em tubo e em particulas de latex (BERNARDES-ENGEMANN et
al.,, 2005). As técnicas demonstraram valores de especificidade e sensibilidade
satisfatorios. Porém, o custo elevado de equipamentos e reagentes, se tornam fatores
limitantes para utilizacdo desse tipo de diagnostico (CRUZ, 2013). Os métodos
moleculares de diagndstico foram desenvolvidos para aprimorar o diagnéstico fangico,
mantendo ou melhorando sua especificidade, sensibilidade e precisdo quanto a cultura
fangica. (OLIVEIRA et al., 2014). Sabe-se que os métodos moleculares para a deteccao
de Sporothrix spp. em DNA de espécimes clinicos, sdo escassos (BARROS et al., 2011)
e que o fator que limita a sua utilizacdo é o elevado custo, equipamentos e profissionais
qualificados (OLIVEIRA et al., 2014).

1.6 Tratamento

Devido a semelhanca entre a célula hospedeira e a célula fungica o tratamento é
limitado e dificultoso, o que resulta em farmacos com estreita faixa terapéutica
(MAYER; KRONSTAD, 2017). O diagnostico tardio, o tratamento longo e a desisténcia
dos pacientes sdo fatores que também dificultam o sucesso terapéutico (REIS-GOMES
etal., 2012).

Para o tratamento da esporotricose sdo indicados varios tipos de terapéuticas,
que véo desde a implementacéo de calor local, para a forma localizada da doenca, até a
utilizacdo de farmacos, dentre eles estdo, o iodeto de potéssio, itraconazol, terbinafina e
a anfotericina B (MAHAJAN et al., 2014).
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O iodeto de potéssio, administrado por via oral, ainda € uma opcao viavel para o
tratamento esporotricose nas formas cutdnea localizada e cuténea linfatica, usado
principalmente em paises em desenvolvimento devido a sua relagdo custo-beneficio. O
mecanismo de acdo ainda ndo é bem elucidado, alguns estudos sugerem que o iodeto de
potéssio aumenta a protedlise, agindo nos granulomas. Outros autores afirmam ainda
que este sal poderia promover aumento da fagocitose. Algumas reagdes adversas séo
frequentemente relatadas: gosto metalico, nauseas, episodios eméticos, anorexia,
epigastralgia e diarreia (COSTA et. al., 2013).

O itraconazol é um antifdngico administrado por via oral, classificado como
droga de primeira escolha para o tratamento das formas cutanea e linfocutanea da
esporotricose (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). Pertence a classe dos
azolicos, grupo de compostos sintéticos, com estruturas quimicas semelhantes, que
agem inibindo a enzima 14a-demetilase, presente no citocromo P-450 da célula fungica,
impedindo assim a demetilacdo do precursor lanosterol, que converte lanosterol em
ergosterol, o principal esterol da célula fungica. Essa propriedade dos azéis altera a
funcdo da membrana celular, aumentando a sua permeabilidade, gerando desequilibrio
osmotico e morte celular (GLUJOY et al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2016).

A terbinafina é também utilizada com sucesso na forma cutanea da doenca,
como terapéutica alternativa nos casos em que o itraconazol ndo pode ser utilizado
como droga de primeira escolha (MAHAJAN, 2014). E um derivado alilamina que atua
blogueando a sintese do ergosterol pela inibi¢cdo da enzima esqualeno epoxidase. O seu
metabolismo € hepético e apresenta também, pequena ligagdo com as enzimas do
citocromo P-450. Sua excrecgéo e renal (80%). Administrado por via oral. (MAHAJAN,
2014).

A anfotericina B € um antibidtico macrolideo poliénico, disponivel
principalmente para ser administrado por via endovenosa. Seu mecanismo de agéo
consiste na sua ligacdo ao ergosterol, presente na membrana da célula fungica,
produzindo poros que levam ao aumento da permeabilidade da membrana, e
consequentemente uma grande perda de pequenas moléculas e eletrolitos do meio
intracelular, principalmente o potéssio, que altera a homeostase do micro-organismo,
levando a morte celular (SIDRIM; ROCHA, 2004; MAHAJAN, 2014).



A miltefosina ¢ um anédlogo fosfolipidico, pertencente a classe dos
antineoplasicos. Foi inicialmente desenvolvida como uma droga antitumoral, e no inicio

da década de 1980, foi demostrado que esta possui atividade antiparasitaria (DORLO et
al., 2012). Recentes estudos, tém demostrado que a miltefosina também possui atividade
antifangica, in vitro, frente a espécies de fungos dimorficos, tais como Paraccocidioidis
spp., Histoplasma capsulatum e Sporothrix spp., nas formas filamentosas e
leveduriforme (BRILHANTE et al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2015; BORBA-
SANTOS et al., 2016a; ROSSI et al., 2017).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a sensibilidade planctonica de espécies do complexo S. schenckii na forma

leveduriforme a miltefosina e iodeto de potassio.

2.2 Objetivo(s) especifico(s)
e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM), in vitro, da miltefosina

(MIL) frente a cepas do complexo Sporothrix spp. na forma leveduriforme.

e Avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM) in vitro dos antifingicos
classicos: itraconazol (ITC) e anfotericina B (AMB) frente a cepas do complexo

Sporothrix schenckii na forma leveduriforme.

e Comparar a atividade antifingica da miltefosina (MIL) com o iodeto de
potéssio (KI) e os antifungicos classicos: itraconazol (ITC) e anfotericina B
(AMB).



3. METODOLOGIA

3.1 Local e tipo do estudo

Trata-se de uma pesquisa de carater experimental, com abordagem quantitativa. A
pesquisa foi executada no Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM), da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2 Microrganismos

Para o estudo foram utilizadas um total de 18 cepas na forma leveduriforme
pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii, as cepas foram obtidas na forma
filamentosa, tendo que passar pelo processo de reversdo in vitro para obté-las na forma
leveduriforme. Sendo S. brasiliensis (n=10), S. mexicana (n=4), S. schenckii stricto
sensu (n=2) e S. globosa (n=2). Todos pertencentes a Micoteca do Centro Especializado
em Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceara.

3.3 Drogas teste

Usou-se a formulacdo comercial de miltefosina (MIL) (Sigma Chemical Corporation,
EUA), e iodeto de potassio (KI) ambos diluidos em agua estéril, preparadas conforme
recomendacdes do fabricante, estocadas a -20°C e testados nas concentracdes de 0,0313-
16 pg/mL. Anfotericina B (AMB) (Sigma Chemical Corporation, EUA) e Itraconazol
(ITC) (Janssen Pharmaceutica, Bélgica) foram incluidas como drogas controle, e foram
testadas nas concentragdoes de 0,0313 a 16 pg/mL. As dilui¢des seriadas foram
preparadas em RPMI conforme metodologia M27-A3 do Clinical and Laboratory
Science Institute (CLSI).

3.4 Teste de Sensibilidade Antifungica

Os ensaios de sensibilidade foram realizados com base no método de microdiluicdo em
caldo em placas com 96 pocos, baseado no documento M27-A3 para leveduriforme
(CLSI, 2008b), com adaptacdes. O ensaio de sensibilidade plancténica foi executado
com a finalidade de obtermos os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM). Os
indculos, foram feitos em solucdo salina, e ajustado na escala 1 de McFarland. Em
seguida, foram feitas diluicbes em RPMI (Sigma Chemical Corporation, EUA), para

ajuste final do indculo, com as concentragdes 1 a 5 x 10° UFC/mL. As amostras foram
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4. RESULTADOS

Os dados de sensibilidade das cepas na forma planctonica estdo descritos na Tabela 1.
Todas as cepas do complexo Sporothrix schenckii foram inibidas pelas drogas
miltefosina e iodeto de potassio. Para a forma leveduriforme, obtivemos os seguintes
valores de CIM: 62,5 a 125 mg/mL para KI;0,125 a 2 pg/mL para MIL; 0,125 a 1
pug/mL para ITC; 0,0312 a 1 ug/mL para AMB. E foram evidenciados os seguintes
valores significativos de inibi¢éo do Kl na CIM, com KI>AMB, ITC e MIL (p<0,0001),
para CIM80 e CIM50, com o KI>ITC e MIL (p<0,0001).
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Tabela 1 - Atividade antifingica, in vitro, da anfotericina B (AMB), itraconazol (ITC), miltefosina (MIL) e iodeto de potéassio (KI), frente a cepas do complexo Sporothrix
schenckii na forma leveduriforme.

Concentracao Inibitéria Minima das Drogas (ug/mL)

AMB ITC MIL Kl
Espécie 100% 100% 80% 50% 100% 80% 50% 100% 80% 50%
Sporothrix
brasiliensis (n=10
rasiliensis (n=10) 0,125(2) 025(3)  00625(2)  0,0312(2) 025(1)  00625(2)  0,0312(2) 62500(3) 31250(3) 15620(3)
0,250(4) 0,5(7) 0,125(3) 0,0625(3) 0,5(3) 0,25(3) 0,125(4) 125000(7) 62500(7) 31250(7)
LEV 0,5(2) 0250(5)  0,125(5) 1(4) 0,5(3) 0,25(2)
1(2) 0,25(3) 0,0625(2)  0,0312(2) 2(2) 1(2) 0,5(2)
Sporothrix schenckii
stricto sensu (n=2) 0,0625(2) 0,25(1) 0,125(1) 0,0625(1) 0,125(1) 0,0625(1) 0,0312(1) 125000(2) 62500(2) 31250(2)
LEV 0,5(1) 0,25(1) 0,125(1) 0,25(1) 0,125(1) 0,0625(1)
Sporothrix mexicana
(n=4)
0,125(1) 0,25(2) 0,125(2) 0,0625(2) 0,5(2) 0,25(2) 0,125(2) 62500(1) 31250(1) 15620(1)
LEV 0,25(1) 0,5(1) 0,25(1) 0,125(1) 1(2) 0,5(2) 0,25(2) 125000(3) 62500(3) 31250(3)
0,5(2) 1(1) 0,5(1) 0,25(1)
Sporot?ringlobosa
n=,
0,0312(1) 0,125(1)  0,0625(2)  0,0312(2) 0,25(2) 0,125(2) 0,0625(2) 62500(2) 31250(2) 15620(2)
LEV 0,25(1) 0,25(1) 0,125(1) 0,0625(1)

Cepas controle: Candida krusei (ATCC 6258) (AMB: 1 pg/mL; ITC: 0,25 pg/mL; MIL: 1 pg/mL; KI: 16 pg/mL; C. parapsilosis (ATCC 22019) (AMB: 1 pg/mL, ITC: 0,25
pg/mL, MIL: 1 pg/mL, KI: 16 pg/mL). LEV: levedura.






30

5. DISCUSSAO

A esporotricose é a micose subcutanea mais comum no mundo, é ocasionada por
fungos dimorficos, pertencentes ao complexo S. schenckii. As espécies patogénicas que
compdem o complexo Sporothrix schenckii, sdo: S. brasiliensis, S. mexicana, S.
globosa, S. schenckii stricto sensu, S. luriei e S. pallida (CARRASCO-ZUBER et al.,
2016; GONGCALVES et al., 2017). Quatro espécies estdo mais relacionadas com 0s
casos de esporotricose humana e animal. S. brasiliensis e S. schenckii stricto sensu sdo
as mais relacionadas a infeccdo humana e a transmissdo zoonotica, classificadas como
mais virulentas e sdo as espécies mais prevalentes em casos de esporotricose no Brasil
(RODRIGUES et al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2016b).

Neste estudo, avaliamos a sensibilidade plancténica de Sporothrix spp., ou seja, a
sua forma de vida livre. Embora saibamos que ja foi demonstrado em estudos anteriores
que este microrganismo possui a capacidade de formar biofilme in vitro. Obtivemos as
concentragdes inibitérias minimas (CIMs) das cepas planctonicas através da execucdo
dos testes de sensibilidade antifingica, conforme o documento M38-A2 do CLSI. O
objetivo final do teste de sensibilidade antifungica in vitro, é entender como seria
possivelmente a resposta do paciente ao tratamento, levando em consideracdo que a
resposta clinica depende de varios fatores. (JOHNSON; CAVLING-ARENDRUP,
2015).

A European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST) e o Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) sdo organizagdes internacionais que normatizam
os testes de sensibilidade aos antifingicos, objetivando a concordancia dos laboratérios
na padronizacdo destes testes. As divergéncias entre as normas das duas organizacgoes,
tém gerado discussdes em varios momentos, ainda assim seus resultados séo seguros e
amplamente difundidos em todo o mundo. (JOHNSON; CAVLING-ARENDRUP,
2015).

Com relacdo a miltefosina, verificou-se que esta possui efeito inibitorio frente a
todas as cepas testadas na forma leveduriforme, corroborando com os estudos de
Brilhante et al. (2014) e Borba-Santos et al. (2015). Quando comparada com a drogas
controles AMB e ITC os testes em cepas planctdnicas apresentam valores de inibicdo
semelhantes entre essas drogas. Apesar da MIL ndo ter o mecanismo de acdo bem

definido, ja foi descrita como indutora de alteracdes na constituicdo lipidica da
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membrana celular, fluidez e permeabilidade, o que poderia induzir a distdrbios nas vias
de sinalizacdo dependentes de lipidios como observado em Leishmania e nas células

cancerigenas humanas tratadas com miltefosina (BRILHANTE, 2018).

O mecanismo de acdo do iodeto de potassio ainda ndo é bem esclarecido, mas em
outros estudos verificou-se que nos blastoconidios de Sporothrix spp. expostos ao K, in
vitro, houve reducdo na taxa de brotamento da levedura, assim como a lise celular,

seguida da liberacdo de enzimas lisossomais (BRILHANTE, 2018).

Embora o Kl ainda seja uma boa opcao terapéutica no tratamento da esporotricose, é
perceptivel que a sua acdo inibitdria frente as cepas do complexo Sporothrix spp. Sua
utilizacdo depende de doses superiores a drogas classicas como a AMB e o ITC,
contribuindo para confirmacédo da sua boa eficacia; a MIL se apresenta como uma droga
a ser considerada para o tratamento da esporotricose, necessitando de estudos in vivo,
mas com resultados positivos quando comparamos o0 seu desempenho com ao da AMB e
ao do ITC in vitro.
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6. CONCLUSAO

e Todas as cepas de Sporothrix schenckii foram inibidas pela Miltefosina e
lodeto de Potassio comprovando sua atividade antiflngica in vitro.

e O lodeto de potéssio apresentou efeito inibitorio significativo com doses
superiores as demais drogas estudadas na forma planctonica de Sporothrix spp.
na forma leveduriforme.

e A MIL apresentou efeito inibitério semelhante aos da AMB e aos do ITC para
a forma planctdnica de Sporothrix spp. na forma leveduriforme
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Abstract

This study aimed to evaluate the yeast biofilm growth kinetics and ultrastructure of Sporothrix schenckii
complex and assess their mature biofilm susceptibility in filamentous and yeast forms to potassium iodide
(Kl} and miltafosine (MIL). Yeast bicfilms were evaluated by crystal violet staining, XTT reduction assay and
microscopic techniques. Susceptibility of planktonic and sessile cells was analyzed by broth microdilution.
5. schenckii complex in yeast form produced biofilms, with an optimum maturation at 86 h, showing
multilzyered blastoconidia embedded in extracellular matrix. Kl and MIL minimum inhibitory concentration
(MIC} ranges against planktonic calls were 62,600-260,000 pg/ml and 0.126-4 pg/ml, respectively. Kl and
MIL reduced biofilm metabolic activity by 76.4% and 67_7% for filamentows form and 66.1% and 61.6% for
yeast form, respectively. This study demonstrated that 5. schenckii complex forms biofilms in witro, and
potassium icdide and miltefosine inhibit Sporothrix spp. biofilms in both filameantous and yeast forms.

Key wonds: Sporotfwix, potassium iodide, miltefosine, susceptibility, biofim.

Introduction

LN
Spomtrichosis, a cosmopolitan discase causcd by specics of the showm.

this specics complex in Alamentous form has provioosly boon

Sporothrix schenckii complex, is the most froguent subcutancous
myciosis in Latin America, with high incidence in Brazil, cspe-
cially in the statc of Rio de Janciro.!? The pathegeniciey of
Spornthrix spp. is associated with virukenoe factor production,
such as cxtraccllular enzymes and the presence of melanin gran-
ules.’* In addition, the biohlm-forming ability of solancs of

Biosfilm & one of the most commaon forms of microbial growth,
which occurs after coll adhesion o a substrate and mubtiplica-
tion and production of cxtraccllular matrix, providing protcction
against cnvironmental stressors.” Inthe host, biofilms arc con-
sidicred important virulence factoms, since they may participate

in the development of infoction, conforring resistance o immunc
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