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RESUMO

A esporotricose, infec¢do fungica causada por fungos dimorficos pertencentes ao género
Sporothrix, é a micose subcutdnea mais prevalente no mundo. Além do limitado arsenal
farmacoldgico para o tratamento desta doenca, estudos recentes mostraram que Sporothrix spp.
¢ capaz de formar biofilmes, estrutura classicamente associada com aumento de tolerancia a
antifingicos. Dessa forma, terpinen-4-ol e moléculas de quorum sensing (MQSs) descritas
anteriormente com atividade antifiingica passam a ser interessantes moléculas de estudo contra
biofilmes de Sporothrix spp. Assim, este estudo objetivou avaliar os efeitos de terpinen-4-ol ¢
das moléculas de quorum sensing farnesol, tirosol, 2-feniletanol e triptofol, sobre células
planctonicas e formagdo, sensibilidade e morfologia de biofilmes de Sporothrix spp., além de
desenvolver um software para quantificacdo de biofilmes fingicos utilizando Sporothrix spp.
como modelo de analise. Foram utilizadas neste estudo, 15 cepas de Sporothrix spp. nas suas
formas filamentosa e leveduriforme. A atividade antifingica em células planctonicas foi
avaliada por meio de ensaio de microdiluicdo em caldo seguindo os protocolos M27-Ed4 e
M38-Ed3 do Clinical & Laboratory Standards Institute. Ainda, avaliamos o efeito terpinie-4-
ol sobre o teor de ergosterol celular e sua interagdo com os antifungicos anfotericina B,
itraconazol e terbinafina por meio da técnica de checkerboard. O efeito das cinco moléculas
sobre a formacao de biofilme e/ou biofilme maduro foi avaliado por quantificagao de biomassa
e atividade metabolica utilizando a técnica de coloragdo por cristal violeta e ensaio de reducdo
de XTT, além de técnicas de microscopia confocal e eletronica de varredura para analise da
morfologia dos biofilmes. O desenvolvimento do plugin foi realizada em linguagem Java para
analise da intensidade de fluorescéncia dos marcadores Syto9 e iodeto de propidio. O terpinen-
4-ol apresentou concentragdes inibitdrias minimas (CIM) variando de 4 a 32 pg/ml, diminuindo
o conteudo de ergosterol celular em até 73%. No ensaio de interagdo farmacoldgica, o terpinen-
4-ol apresentou sinergismo com itraconazol e terbinafina. As MQSs mostraram CIMs na faixa
de 0,01-1 uM (farnesol), 1-8 mM (2-feniletanol e tirosol) e > 16 mM (triptofol). Nos ensaios
de forma¢do de biofilme, apenas farnesol, tirosol e 2-feniletanol causaram alteragdes na
formagao de biofilme. A formacao de biofilme filamentoso foi inibida por farnesol (0,016 pM)
e 2-feniletanol (0,125 mM) e estimulada pelo tirosol (1 mM), enquanto a formacao de biofilme
da forma leveduriforme foi inibida por 2-feniletanol (0,125 mM) e tirosol (0,125 mM). Na etapa
de avaliagdo da sensibilidade dos biofilmes maduros o terpinen-4-ol apresentou concentracao
inibitéria minima em biofilme (CIMB) variando de 64 a 1024 pg/ml, enquanto as MQSs
apresentaram CIMB variando de 8-32 uM (farnesol), 8-32 mM (2-feniletanol) e 64-128 mM



(tirosol). Os testes de performance do plugin QuantyFilm mostraram que o método analitico
gera resultados comparaveis aos de ensaio de redu¢do de XTT. Dessa forma conclui-se que
terpinen-4-ol, farnesol, 2-feniletanol e tirosol possuem atividade antifungica contra células
planctonicas e sésseis de Sporothrix spp.; terpinen-4-ol reduz o teor de ergosterol em células de
Sporothrix spp. e apresenta sinergismo com antifingicos classicos; e que as MQSs exdgenas

modulam a formagdo de biofilme das formas filamentosas e leveduras de Sporothrix spp.

Palavras-chave: Percep¢ao de Quorum. Biofilmes. Software. Sporothrix.



ABSTRACT

Sporotrichosis, a fungal infection caused by dimorphic fungi belonging to the genus Sporothrix,
is the most prevalent subcutaneous mycosis in the world. In addition to the limited
pharmacological arsenal for the treatment of this disease, recent studies have shown that
Sporothrix spp. it is capable of forming biofilms, a structure classically associated with
increased tolerance to antifungals. Thus, terpinen-4-ol and quorum sensing molecules (MQSs)
previously described with antifungal activity become interesting study molecules against
biofilms from Sporothrix spp. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of
terpinen-4-ol and quorum sensing farnesol, tyrosol, 2-phenylethanol and tryptophan molecules,
on planktonic cells and biofilm formation, sensitivity and morphology of Sporothrix spp., in
addition to developing software for quantification of fungal biofilms using Sporothrix spp. as
an analysis model. In this study, 15 strains of Sporothrix spp. in its filamentous and yeast forms.
Antifungal activity in planktonic cells was evaluated by means of a broth microdilution assay
following the protocols M27-A3 and M38-Ed3 of the Clinical & Laboratory Standards Institute.
In addition, we evaluated the terpinie-4-ol effect on the cell ergosterol content and its interaction
with the antifungal amphotericin B, itraconazole and terbinafine using the checkerboard
technique. The effect of these molecules on the formation of biofilm and / or mature biofilm
was evaluated by biomass quantification and metabolic activity using the technique of violet
crystal staining and XTT reduction assay, in addition to confocal and scanning electron
microscopy techniques for analysis of the biofilm morphology. The development of the plugin
was performed in Java language to analyze the fluorescence intensity of the Syto9 and
propidium iodide markers. Terpinen-4-ol showed minimal inhibitory concentrations (MIC)
ranging from 4 to 32 pg/ml, decreasing the cell ergosterol content by up to 72%. In the
pharmacological interaction assay, terpinen-4-ol showed synergism with itraconazole and
terbinafine. The MQSs showed CIMs in the range of 0.01-1 uM (farnesol), 1-8 mM (2-
phenylethanol and tyrosol) and > 16 mM (tryptophan). In the biofilm formation tests, only
farnesol, tyrosol and 2-phenylethanol caused changes in the biofilm formation. The formation
of filamentous biofilm was inhibited by farnesol (0.016 uM) and 2-phenylethanol (0.125 mM)
and stimulated by tyrosol (1 mM), while the formation of biofilm in the yeast form was inhibited
by 2-phenylethanol (0.125 mM) and tyrosol (0.125 mM). In the stage of evaluation of the
sensitivity of mature biofilms, terpinen-4-ol presented a minimum inhibitory concentration in
biofilm (CIMB) ranging from 64 to 1024 pug/ml, while the MQSs presented CIMB ranging from
8-32 uM (farnesol), 8- 32 mM (2-phenylethanol) and 64-128 mM (tyrosol). The performance



tests of the QuantyFilm plugin showed that the analytical method generates results comparable
to the XTT reduction test. Thus, it is concluded that terpinen-4-ol, farnesol, 2-phenylethanol
and tyrosol have antifungal activity against planktonic and sessile cells of Sporothrix spp.;
terpinen-4-ol reduces the ergosterol content in cells of Sporothrix spp. and presents synergism
with classic antifungals; and that the exogenous MQSs modulate the biofilm formation of the

filamentous forms and yeasts of Sporothrix spp.

Keywords: Quorum Sensing. Biofilms. Software. Sporothrix.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas (1995-2015) tem-se presenciado o aumento das doengas
infecciosas fungicas, elevando as taxas de mortalidade ¢ morbidade humana (MADOFF;
KASPER, 2015). As infecgdes fungicas podem manifestar-se de diversas formas. Dentre as
infec¢des flngicas subcutineas a mais relatada em todo o mundo ¢ a esporotricose, causada por
fungos dimorficos pertencentes ao género Sporothrix (MAHAJAN, 2014).

A esporotricose vem ganhando importancia nos Ultimos anos devido a alta prevaléncia
nas mais diversas partes do mundo, como Brasil, Argentina, China, Japao, Australia e partes da
Africa e Europa (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017). As principais espécies
envolvidas nessa patologia sdo Sporothrix schenckii sensu stricto, Sporothrix brasiliensis e
Sporothrix globosa (CHAKRABARTI et al., 2015).

Para terem a capacidade de infectar os diversos nichos do hospedeiro, os
microrganismos apresentam diversas adaptagdes bioldgicas, chamadas de fatores de viruléncia.
Dentre estas adaptagdes, pode-se citar a formagdo de biofilmes microbianos (ALSPAUGH,
2015; BRILHANTE et al., 2018a). Um dos fatores que merece destaque no processo de
formagdo de biofilmes ¢ a presenca de comunicagdo celular mediado por sistema quorum
sensing. Esse sistema esta envolvido com a comunicag@o celular em mediado por moléculas
indutoras ou inibidoras de quorum, que se acumulam gerando um processo de regulacdao do
biofilme (WONGSUK; PUMEESAT; LUPLERTLOP, 2016). No tocante a regulacdo desse
sistema de comunicagdo microbiano, varias moléculas indutoras ou inibidoras de quorum ja
foram relatadas como farnesol, feniletanol, tirosol e triptofol (WONGSUK; PUMEESAT;
LUPLERTLOP, 2016).

Quanto ao tratamento da esporotricose um dos desafios ¢ o limitado arsenal
farmacoldgico disponivel para escolha do melhor tratamento. Dentre as op¢des tem-se solugao
saturada de iodeto de potéssio, itraconazol, terbinafina e anfotericina B, sendo esta ultima
indicada apenas nos casos de infec¢ao disseminada (ALMEIDA-PAES et al., 2017b). Esse
arsenal terapéutico limitado, associado ao surgimento dos fenotipos resistentes de Sporothrix
spp. levando a um niimero crescente de refratdrios (BAKER et al., 1989; GOMPERTZ et al.,
2016; KIM; KIM; KIM, 1997; SHINOGI; MISAGO; NARISAWA, 2004), impulsiona a busca
de moléculas eficazes contra Sporothrix spp. (WALLER et al., 2016).

Nessa perspectiva a investigagdo de moléculas de origem natural como terpinen-4-ol,
um monoterpeno presente em 6leos essenciais, destaca-se por possuir propriedades antifingicas

in vitro contra fungos filamentosos, leveduras e dimorficos (BRILHANTE et al., 2016;



21

HAMMER; CARSON; RILEY, 2004; MORCIA; MALNATTI; TERZI, 2012). Além disso, dada
a importancia dos biofilmes como estruturas de resiliéncia, as moduladoras de quorum sensing
também vém se tornando alvo de investigagdes por atuarem em processos de desfragmentagao
dessas estruturas (ZHANG et al., 2019a).

O efeito de drogas antifungicas sobre biofilmes pode ser avaliada por diversas técnicas
como técnicas colorimétricas para quantificacdo da biomassa e atividade metabdlica e técnicas
complementares de microscopia eletronica de varredura e microscopia confocal de varredura a
laser (SIMITSOPOULOU; CHATZIMOSCHOU; ROILIDES, 2016). Atualmente a analise de
imagens de biofilmes por microscopia confocal ¢ realizada pela utilizagdo do plugin
COMSTAT que destina-se a avaliar pardmetros como biomassa e espessura dos biofilmes
(HEYDORN et al., 2000b), mas que ndo possui nenhuma fun¢do voltada para andlise da
viabilidade celular para gera¢do de dados correlatos aos obtidos por metodologias como o
ensaio de redu¢do de XTT, amplamente utilizada na micologia para avaliagdo da sensibilidade
de biofilmes a antifingicos.

Diante do exposto, nos propusemos a avaliar o efeito de terpinen-4-ol sobre células
planctonicas e biofilmes de Sporothrix spp., bem como sua interagdo com drogas antifiingicas
classicas, além de investigar o efeito de moléculas moduladoras de quorum sensing sobre
células planctonicas, formacdo de biofilmes e biofilmes maduros de Sporothrix spp. Ainda por
base nas limitac¢des de ferramentas de anélise de imagens de microscopia de biofilmes fingicos,
tivemos como objetivo o desenvolvimento de plugin para quantificagdo de viabilidade celular

nos biofilmes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Esporotricose

2.1.1. Aspectos historicos

A esporotricose ¢ uma doenga fungica classicamente de acometimento subcutineo.
Geralmente afeta a pele e as mucosas, embora outras formas clinicas raras possam comprometer
articulagdes, 0ssos, sistema nervoso central e pulmdes. A primeira descricdo clinica da
esporotricose foi relatada em 1898, no Johns Hopkins Hospital em Baltimore (EUA), pelo
médico americano Benjamin Schenck ao isolar um fungo proveniente de nédulos ulcerados nos
dedos e antebrago de um paciente de 36 anos de idade. Na época o médico encaminhou a cultura
do microrganismo ao patologista e micologista Erwin Frink Smith, que identificou o fungo
como uma espécie pertencente ao género Sporotrichum (SCHENK, 1898). A publicagdo desta
descoberta é tida como a certiddo de nascimento da esporotricose (TELLEZ et al., 2014).

Caso semelhante foi descrito por Hektoen e Perkins em 1900, em Chicago (EUA), desta
vez em uma criang¢a do sexo masculino, de 5 anos de idade, que apresentou lesdes semelhantes
as descritas por Benjamin Schenck. Por discordarem da classifica¢do anterior feita por Erwin
Smith, os pesquisadores propuseram a criagdo do género Sporothrix para o agente etiologico da
esporotricose (HEKTOEN; PERKINS, 1900). A proposta de Hektoen e Perkins ndo vigorou na
época e somente em 1962, estes fungos foram reclassificados por Carmichael, por diferenciagdao
morfologica, que determinou que a correta nomenclatura do agente da esporotricose era
Sporothrix schenckii (RIPPON, 1988).

No Brasil o primeiro caso de esporotricose foi relatado alguns anos apds, em 1907, por
Lutz e Splendore, ndo em humanos mas sim em ratos, naturalmente infectados no sistema de
esgoto da cidade de Sao Paulo (LUTZ; SPLENDORE, 1907). Pouco tempo depois, em 1908,
Splendore descreveu a detecgdo de corpos de asteroides em torno de células leveduriformes de
Sporothrix spp., que se tornaria um achado caracteristico em exames histologicos de pacientes
com esporotricose (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011).

Alguns anos apds, na década de 1920, Aguiar Pupo descreveu casos de esporotricose
humana encaminhados ao Servico de Pele e Sifilis do Hospital Santa Casa de Misericordia, em
Sao Paulo (LARSSON et al., 1989). E somente em 1950, teve-se o primeiro relato de caso no
Brasil de esporotricose envolvendo a transmissdo zoonoética (gato-humano), feita por Floriano

de Almeida em Sao Paulo (ALMEIDA et al., 1955).
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Em paralelo, houve o relato do maior surto de esporotricose humana com uma fonte
ambiental que ocorreu nas décadas de 20 a 40 em uma mina de ouro na Africa do Sul, onde
mais de 3.000 casos foram documentados em nativos infectados com propagulos de Sporothrix
(DANGERFIELD; GEAR, 1941; PIJPER; PULLINGER, 1927).

Mais alguns anos se passaram para que a doenca fosse relatada em outro estado
brasileiro, sendo identificada por Terra e Rabelo em 1992, o primeiro caso de esporotricose no
Rio de Janeiro (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). Deste entdo o Rio de
Janeiro tornou-se uma importante zona de epidemia da esporotricose felina e humana, sendo
esta considerada um problema de satide publica (RODRIGUES et al., 2020).

O conhecimento de que a esporotricose era causada pelo entdo unico agente etiologico
S. schenckii perdurou por mais de um século (1898-2006). Entretanto, com o advento e
refinamento das técnicas de biologia molecular e sua aplicagdo direta na taxonomia de fungos,
demonstrou-se que a esporotricose ndo era causada apenas por S. schenckii, mas sim por mais
de uma espécie. O primeiro indicio molecular de que o agente classico S. schenckii fosse
representado por duas ou mais espécies baseou-se no sequenciamento e andalise filogenética da
regido ITS (do inglés “internal transcribed spacer”) localizada no operon ribossomal (rDNA)
destes microrganismos (MARIMON et al., 2006).

A analise filogenética combinada baseada na sequéncia de DNA de trés loci
codificadores de proteinas (quitina sintase, -tubulina e calmodulina) de diversos isolados de
Sporothrix provenientes de diversas regides geograficas, sugeriu que além de S. schenckii, trés
novas espécies (S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana) atuavam como agentes etiologicos da
esporotricose, sendo entdo proposta uma divisdo do agente S. schenckii em um complexo,
composto por diferentes espécies patogénicas.

Por um longo tempo, as espécies de Sporothrix clinicamente relevantes foram
classificados no complexo S. schenckii. No entanto, desde 2018, baseando-se na pesquisa basica
e clinica do sistema Sporothrix-esporotricose, surgiu-se a proposta da dissolugdo da
classificagdo por complexos (RODRIGUES; FERNANDES; DE CAMARGO, 2018), que sdao
atualmente definidos como um clado monofilético de espécies com relevancia clinica
equivalente (DE HOOG et al., 2015). Nessa nova proposta que leva em consideragao diferencas
significativas nas caracteristicas morfologicas, fisiologicas, genéticas, epidemioldgicas, de
viruléncia, além de variacao na suscetibilidade a antifingicos, entre outros aspectos, passaria a
se ter o reconhecimento de espécies distintas, em vez de um complexo de espécies

(RODRIGUES et al., 2020).
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Deste modo, para que nao houvesse equivocos sobre a taxonomia do agente causal
descrito anteriormente, a descricao das espécies patogénicas passou a ser realizada utilizando o
termo em latim sensu lato (s. I.) para designar o patdogeno no seu sentido mais amplo, sem que
haja a delimitacdo molecular de espécie ou a aplicagdo de extensivos testes fisiologicos e
bioquimicos para a caracterizagdo do agente etioldgico e a expressao Sensu stricto (S. str.) para
designar o agente S. schenckii no seu sentido mais restrito (espécie), cuja identificagdo seja
realizada primariamente através do sequenciamento de DNA ou outras técnicas de biologia
molecular para a caracterizacdo do fungo (RODRIGUES; FERNANDES; DE CAMARGO,
2018).

2.1.2. Agente etioldgico

Atualmente o género Sporothrix abriga 53 espécies descritas, que se distribuem em dois
clados, ambiental e patogénico (RODRIGUES et al., 2020). Os agentes etiologicos da
esporotricose sdo classificadas dentro do Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, Ordem Ophiostomatales e Familia Ophiostomataceae, Género Sporothrix

(MARIMON et al., 2007; ZHANG et al., 2015).

2.1.2.1. Aspectos ecoldgicos

Estima-se que as espécies de Sporothrix crescam no solo com uma ampla faixa de
temperatura (6,6 a 29 °C) e ampla faixa de umidade relativa (37,5 a 99%) (RAMIREZ-SOTO
et al., 2018). Embora seu melhor crescimento ocorra nas condi¢des climaticas favoraveis, com
elevada umidade relativa, acima de 92-100%, e temperatura em torno de 26-30 °C (CARRADA-
BRAVO; OLVERA-MACIAS, 2013).

Este fungo existe, normalmente, como saprobio na natureza e ja foi isolado de palha,
folha, espinhos de arbusto, madeira, casca de arvore, solo, algas, excretas de animais, aranhas,
insetos mortos e larvas (CRUZ, 2013), potencialmente facilitando seu estabelecimento e
proliferagio no meio ambiente (RAMIREZ-SOTO et al., 2018).

Por muitos anos a maioria dos casos de esporotricose foram relatados em trabalhadores
do sexo masculino jovens e saudaveis, cuja ocupacao ou hobby os levavam para locais em que
o fungo se fazia presente, tradicionalmente agricultores, jardineiros, paisagistas e laboratoristas,
pois estdo expostos a materiais contaminados e suas atividades diarias apresentam maior risco

de inoculagdo traumatica do fungo (BONIFAZ et al., 2016). Entretanto, na tltima década o
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perfil dessa doenca tem sofrido mudangas, havendo um grande aumento no nimero de
transmissOes em areas urbanas, acometendo principalmente mulheres e criangas (CARRADA-
BRAVO; OLVERA-MACIAS, 2013; CRUZ, 2013).

Essa mudanga de perfil permitiu que estudos relacionados a transmissao de Sporothrix
spp., formulassem duas vias de transmissao, a primeira conhecida como via classica ocorre pela
inoculacdo traumatica do fungo, presente na natureza, na camada subcutanea do hospedeiro. A
presenca dos agentes etiologicos da esporotricose na natureza pode levar a flutuagdes no
nimero de transmissdes (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGQO, 2016). A segunda via
de transmissdo ¢ a zoonotica (via alternativa) que pode ocorrer por mordidas ou arranhdes de
animais, sendo mais comumente relatados gatos, caes e roedores. A Figura 1 traz uma
representacdo esquematica que resume as formas de transmissdo de Sporothrix spp. entre

animais, meio ambiente e seres humanos.

Figura 1 — Rotas de transmissdo da esporotricose.
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Fonte: traduzido de Rodrigues; De Hoog; De Camargo (2016).
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Os gatos possuem uma posi¢do fundamental na epidemiologia desta doenca, além de
serem mais susceptiveis imunologicamente a infec¢do fingica, seu comportamento natural de
afiar as unhas em arvores e cavar o solo para enterrar suas fezes, facilita o abrigo do fungo na
regido ungueal. Além disso, alguns pesquisadores teorizam que as condigdes fisioldgicas na
saliva (pH 7,5 — 8,0), associadas a temperatura corporal felina (intervalo normal 37-39 °C)
podem ser um fator de estimulo para a transigdo micélio-levedura em Sporothrix spp.
(TRAVASSOS; LLOYD, 1980; ZHANG et al., 2015). Como fator agravante, os gatos
infectados ainda apresentam na lesdo e nas secre¢des 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).

2.1.2.2. Aspectos morfologicos

O género Sporothrix engloba espécies fungicas classificadas como termodimorficas, 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 35-39 °C, na forma
leveduriforme (HAN, 2020).

A colonia cultivada a temperatura ambiente de 25-28 °C por 5-7 dias €, a principio, de
branca a creme, com superficie sulcada, podendo permanecer com esta tonalidade ou torna-se
castanho-escuras a negras com o passar dos dias (Figura 2A). O mesmo isolado podera variar
sua coloracdao durante repiques sucessivos, um fendmeno chamado de plasticidade fenotipica
(BONIFAZ et al., 2016). Microscopicamente essa forma filamentosa caracteriza-se pela
presenca de hifas hialinas, septadas, com conidios primarios hialinos de 2-3 x 3-6 pm, dispostos
simpodialmente lembrando uma flor de margarida (Figura 2C) (BONIFAZ et al., 2016).

A temperatura de 37 °C, Sporothrix spp. muda sua morfologia para a forma
leveduriforme apresentando, em meios de cultivo, uma coldnia de consisténcia mole, de cor
branca a creme e com superficie irregular (Figura 2B). Algumas cepas, necessitam de
temperaturas mais baixas para conversao, uma vez que nao crescem bem a 37 °C, especialmente
aquelas relacionadas a espécie S. globosa (MARIMON et al., 2007). Embora sejam necessarios
meios ricos para a transi¢ao do fungo filamentoso para a forma leveduriforme, estas podem ser
mantidas a 37 °C em outros meios (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011;
MAHMOUDI et al., 2016; TELLEZ et al., 2014). Microscopicamente, a forma leveduriforme

¢ caracterizada pela presenca de estruturas globosas, ovais ou fusiformes (em forma de charuto)
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com dimensdes em torno de 1-3 um X% 3-10 pum, apresentando um ou varios brotamentos

(RODRIGUES et al., 2015a) (Figura 2D).

Figura 2 — Dimorfismo térmico de Sporothrix spp.
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A: Macroscopia do crescimento de Sporothrix spp. na forma filamentosa a 28 °C, em meio agar batata apds 15
dias de crescimento. B: Macroscopia do crescimento de Sporothrix spp. na forma leveduriforme a 37 °C, em meio
agar BHI. C: Microscopia de estruturas de Sporothrix spp. na forma filamentosa coradas com lactofenol azul de
algoddo, onde vemos a presenca de hifas hialinas e conidios hialinos terminais dispostos simpodialmente,
lembrando uma flor de margarida (seta preta) (Barra = 5 pm). D: Microscopia de estruturas leveduriformes de
Sporothrix spp. coradas com lactofenol azul de algodao, onde vemos blastoconidios com brotamentos (seta preta)

(Barra = 10 um). Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica.

2.1.2.3. Fatores de viruléncia de Sporothrix

Em linhas gerais, a esporotricose humana pode desenvolver-se com diferentes formas
clinicas que dependem do resultado da interagdo parasita-hospedeiro que ¢ influenciada por

diversos fatores. No que concerne ao microrganismo podemos citar seus fatores de viruléncia,
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que podem lhe auxiliar no processo de infec¢do, desde a penetracdo nos tecidos/orgaos-alvo até
a evasdo do sistema imunologico (ALSPAUGH, 2015).

Dentro das espécies patogénicas de Sporothrix spp., os perfis de viruléncia variam de
acordo com as caracteristicas do patogeno (FERNANDES et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2015b). S. brasiliensis é a espécie mais virulenta do clado patogénico, capaz de promover
intensa invasdo tecidual, enquanto S. schenckii s. str. apresenta diferentes niveis de
patogenicidade, variando de baixa a alta-viruléncia, e S. globosa e S. mexicana exibem pouca
ou nenhuma viruléncia em modelos murinos (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2015b). As espécies S. mexicana, S. chilensis e S. pallida apresentam
viruléncia atenuada em modelo murino, com baixo potencial invasivo, e o hospedeiro pode vir
a se recuperar da infeccdo em algumas semanas (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2016). Isto reforca que a viruléncia ¢ uma propriedade emergente, mutavel
e altamente complexa (FERNANDES et al., 2009).

As informagdes relacionadas aos fatores de viruléncia de Sporothrix ainda sao escassas,
mas alguns fatores de viruléncia podem ser encontrados descritos na literatura, tais como o
dimorfismo térmico, produ¢do de melanina, adesinas (MORA-MONTES et al., 2015) e mais
recentemente a formagao de biofilme (BRILHANTE et al., 2018b).

Uma vez que Sporothrix spp. ¢ inoculado no hospedeiro humano tem-se inicio a uma
transi¢do morfologica em resposta a variagdo da temperatura. Esse processo se inicia apos 24
ou 48 h e pode levar até 13 dias (MAHAJAN, 2014). A transicdo morfologica induzida pela
temperatura em Sporothrix spp. ¢ uma adaptagdo morfoldgica importante para a infec¢do em
animais de sangue quente (SIL; ANDRIANOPOULOS, 2015). A eficiéncia da conversdo
micélio-levedura ¢ alta entre as espécies de S. brasiliensis, S. schenckii s. str., S. globosa e S.
luriei, enquanto que as espécies S. pallida, S. mexicana e, S. chilensis variam consideravelmente
com relagdo a essa capacidade e, em geral, apresentam uma transi¢do morfoldgica deficiente,
produzindo poucas leveduras (RODRIGUES et al., 2015b, 2015a). Embora pouco se saiba
sobre os fatores que induzem a transi¢ao do micélio a levedura, uma histidina quinase hibrida,
DRK1, ¢ reconhecidamente um regulador universal do dimorfismo e viruléncia de fungos
dimorficos, incluindo Sporothrix spp. (ZHANG; HOU; WU, 2018).

Outro fator que pode auxiliar na protecdo do microrganismo ¢ a produgdo de melanina
(ALMEIDA-PAES et al., 2017a). Ambas as formas morfologicas de Sporothrix spp. sdo
capazes de sintetizar melanina. A melanizagdo de Sporothrix spp. ¢ um importante fator de
protecdo ambiental contra radia¢do ultravioleta, por exemplo. A melanizacdo dos conidios

confere uma maior resisténcia a fagocitose pelos macréfagos, o que facilita o desenvolvimento
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do processo infeccioso (CHONGKAE et al., 2019). A melanizagdo também tem um papel na
patogénese da esporotricose cutanea, uma vez que os isolados melanizados possuem uma
capacidade invasiva maior do que os nao melanizados, em modelo animal (MADRID et al.,
2010). Além disso, a melanizagao ja foi indicada como uma protegao para o microrganismo, in
vitro, contra drogas antifiingicas, tais como anfotericina B (MARIO et al., 2016) e terbinafina
(ALMEIDA-PAES et al., 2016a).

A adesdo primaria as células epiteliais, bem como aos componentes da matriz
extracelular, ¢ essencial para uma invasdo efetiva dos tecidos do hospedeiro pelos agentes
patogénicos (NATH, 2019). A principal adesina relatada para Sporothrix spp. ¢ a 3-
carboximuconato ciclase (gp70) que possui peso variando de 60 a 70 kDa, participando da
adesdo do fungo na derme e na matriz subendotelial do hospedeiro (MORA-MONTES et al.,
2015; RODRIGUES et al., 2015b).

2.1.2.3.1. Biofilmes

O termo “filme”, que se refere a adesdo, agregagdo e multiplicagdo de microrganismos
sobre superficies, foi utilizado na microbiologia marinha para distinguir aqueles aderidas
(sésseis) de outros de nado livre, “planctonicos”, e o termo biofilme foi utilizado pela primeira
vez por Zobell e Allen (1935) em um estudo da aderéncia e crescimento de microrganismos
sobre laminas de vidro submersas em dgua do mar (HOIBY, 2017; ZOBELL; ALLEN, 1935).

Atualmente os biofilmes sdo definidos como uma comunidade microbiana aderida a um
substrato bidtico ou abidtico e submersa em uma matriz extracelular polimérica (MEC)
(SAXENA et al., 2019). As células sésseis do biofilme apresentam fenotipo e genotipo
diferentes das células planctonicas em relacdo a transcricdo génica, taxa de crescimento e
resisténcia antifingica (BERMAN; KRYSAN, 2020). Diversos autores apontam que 0s
microrganismos sdao encontrados no meio ambiente, predominantemente, na forma de biofilme
e ndo em crescimento livre, forma planctonica (DONLAN, 2002; DOUGLAS, 2003;
RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006; TOURNU; VAN DIJCK, 2012).

A formacao de biofilme confere ao(s) microrganismos(s) protecao contra adversidades
do ambiente, resisténcia a estresses fisicos e quimicos, cooperagao metabolica e regulagdo da
expressao génica baseada na comunidade (RAMAGE et al., 2012; STEWART et al., 2019). A
matriz extracelular do biofilme tem papel essencial na defesa dessa comunidade microbiana
contra células fagocitdrias, dando suporte a integridade do biofilme e agindo como uma barreira

que impede a difusdo das substancias toxicas. Essas caracteristicas junto com a complexidade
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arquitetonica, conferem prote¢dao contra as defesas do hospedeiro (FERNANDES; SILVA;
HENRIQUES, 2015; SANDAI et al., 2016).

A formacgao do biofilme pode ocorrer em superficies solidas inanimadas, bem como em
tecidos de organismos vivos, tais como dentes e células da epiderme, como um modo de
protecdo para as células envolvidas sobreviverem a ambientes hostis (KUMAR; MISHRA;
SINGH, 2017). Ademais, estima-se que aproximadamente 65% a 80% das infeccdes
microbianas sejam causadas pela formagao e persisténcia de biofilmes no hospedeiro ou em
dispositivos médico-hospitalares (NARAYANA; SRIHARI, 2019; SOTO, 2014).

Para que ocorra a formacdo do biofilme ha, inicialmente, a fase de fixagdo dos
microrganismos denominados de colonizadores primarios. Zobell (1943) propds a primeira
teoria sobre a fase de adesdo, que seria composta por duas etapas. Na primeira etapa ocorre a
adesdo primaria, reversivel, e na segunda etapa, a adesdo torna-se irreversivel. Esta ideia prévia
de irreversibilidade se manteve, no entanto, um modelo atual para a formagdo de biofilme
propde que o processo ocorre, mais detalhadamente, em cinco etapas. Etapa |. ocorre o ataque
reversivel de células planctonicas que se aproximam da superficie por fluido ou por motilidade.
Nessa fase, a adesdo ¢ mediada por interagc@o hidrofébica e por forcas de Van der Walls, nesse
estagio, os microrganismos ainda sao facilmente removidos por lavagem da superficie; Il. ha a
transi¢do para a forma irreversivel de adesao, a qual se d4 por meio de interagdes dipolo-dipolo,
pontes de hidrogénio, ligacdes i0nicas, covalentes e por mecanismos moleculares especificos;
I11. desenvolve-se a estrutura do biofilme, na qual a MEC ir4 caracterizar a sua arquitetura; 1V.
refere-se ao desenvolvimento e matura¢do do biofilme. Nessa etapa, MEC continua a ser
formada, juntamente, com canais de agua e poros. O objetivo desses canais ¢ permitir o
fornecimento de nutrientes e gases, de forma igualitdria, bem como a remog¢ao de produtos
residuais; V. acontece a dispersao de células do biofilme para que ocorra a formagdo de um
novo biofilme (MITCHELL; ZARNOWSKI; ANDES, 2016; VILA; ROZENTAL, 2016).

A partir da segunda etapa entra em cena um dos fatores de destaque na formacao do
biofilme, o sistema quorum sensing que medeia a homeostase do biofilme, desde a sua produgio
de matriz até a maturagdo e dispersdo das células (MONDAL; MAJUMDAR, 2019). Esse
sistema esta envolvido com a secrecao de moléculas sinalizadoras auto-indutoras ou inibidoras
que se acumulam gerando sinais de modulacao da densidade populacional do biofilme, além de
controlarem a expressao gé€nica das células que o compdem e, portanto, o comportamento
microbiano em escala populacional (SAXENA et al., 2019).

A crescente conscientizagdo sobre a importancia dos biofilmes fungicos pode ser

confirmada pelo aumento do numero de publicagdes sobre a formagao de biofilmes por varias
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espécies de leveduras de Candida, bem como outras leveduras que causam infec¢des
oportunistas em humanos, como Malassezia pachydermatis, Rhodotorula sp., Trichosporon
asahii, Blastoschizomyces e Cryptococcus neoformans. Além disso, a capacidade de formar
biofilmes também foi demonstrada em varios fungos filamentosos, incluindo Aspergillus
fumigatus e Fusarium spp. e em fungos dimorficos, como Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis e Sporothrix spp. (BRILHANTE et al.,
2015a, 2018b; VILA; ROZENTAL, 2016).

O primeiro indicio da formagdo de biofilme de Sporothrix sp. foi relatado por Sanchez-
Herrera et al. (2014), demonstrando o crescimento do fungo, na forma filamentosa, em “massas
celulares”. Estudos posteriores de Brilhante et al. (2018c) demonstram que as espécies S.
brasiliensis, S. mexicana, S. globosa, e S. schenckii s. str., na sua forma filamentosa, sdo fortes
formadoras de biofilmes, in vitro, constituidos de uma densa camada de hifas entrelacadas e
conidios recobertos por MEC (Figura 3A-3C). Os pesquisadores mostraram ainda, por meio de
cinéticas de crescimento, que esses biofilmes levam em média 120 horas para atingir a
maturacdo. O mesmo estudo também relatou diminui¢do na responsividade do microrganismo
as drogas antifungicas classicas quando na forma de biofilme, tolerando mais de 50 vezes a
concentrag@o dos antifingicos necessaria para eliminagdo da forma planctonica de Sporothrix
spp.

Em sequéncia Brilhante et al. (2019) descrevam pela primeira vez a formagao de biofilmes,
in vitro, pela forma leveduriforme de Sporothrix spp. (Figura 3C-3D). O tempo médio para a
formacao de biofilme nesta morfologia foi de 96 horas de cultivo e a tolerancia as drogas
antifiingicas foi semelhante ao descrito anteriormente para os biofilmes da forma filamentosa do
fungo. Nao se sabe ainda se a forma parasitaria desse patdogenos apresentar-se ou nao em
biofilme durante o processo infeccioso. Todavia, Mialski et al. (2018) sugeriram a presenca de
biofilme de Sporothrix brasiliensis em um caso de meningite cronica em paciente

imunocompetente.
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Figura 3 — Biofilmes de Sporothrix na forma filamentosa e leveduriforme.

A e C: Biofilmes de Sporothrix spp. na forma filamentosa. C e D: Biofilmes de Sporothrix spp. na forma
leveduriforme. A e C: Biofilmes corados com vermelho Congo para observagao de matriz extracelular. B e D:

Biofilmes em microscopia eletronica de varredura. Fonte: Centro Especializado em Micologia Médica.

2.1.3. Epidemiologia

2.1.3.1. Global

A esporotricose possui uma ampla distribui¢ao mundial, ocorrendo predominantemente
em areas de clima quente e temperado (CHAKRABARTTI et al., 2015). No entanto, a incidéncia
da doenga varia amplamente de pais para pais, principalmente com base na observacdao de
relatos de casos. Estudos sobre epidemiologia da esporotricose indicam que as regides
endémicas com maior prevaléncia anual da doenga ocorrem no Brasil (5.814 casos), na China

(3.299 casos) e Africa do Sul (3.154 casos), enquanto que areas de menor incidéncia ocorrem
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no Japdo, Australia, india, América central e parte da América do Sul (ZHANG et al., 2015).
Apesar de sua distribui¢do cosmopolita, existe uma divergéncia na prevaléncia e distribuicao
geografica dos agentes etiologicos (Figura 4).

Em quase todas as regides existe o predominio de uma espécie em particular. Na Asia,
em especial na China, estima-se que S. globosa seja o agente etiologico em 99,3% dos casos de
esporotricose humana. Em outras areas endémicas, S. schenckii s. str. ¢ a espécie mais
prevalente como na Australia e Africa do Sul (94%), na América do Norte e parte da América
do Sul (89%). Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, a espécie S. brasiliensis (88%) é o principal
agente etiologico da esporotricose humana e animal (BOSCO et al., 2019; CHAKRABARTI,
2020; CHAKRABARTI et al., 2015; ZHANG et al., 2015; ZHOU et al., 2014; ZURABIAN;
HERNANDEZ, 2019).

Na Europa os casos de esporotricose sao atualmente escassos, com casos esporadicos
relatados (MONNO et al., 2020). Na Asia, ja foram relatados 78 casos na India de 1999 a 2007
(DEVIetal., 2006; HALDAR; SHARMA; GUGNANI, 2007), 27 casos na Malasia entre 2004
€ 2010 (CAPOOR et al., 2011; TANG et al., 2012) e 165 casos em Nagasaki entre 1951 € 2012
(TAKENAKA etal., 2014). No nordeste da China, tem havido um aumento no nimero de casos
de esporotricose, tendo-se registro de mais de 400 casos humanos até 2013 (SONG et al., 2013).

Na Africa, ocorreu entre 1941 e 1944 a maior epidemia de esporotricose ja
documentada, na qual aproximadamente 3.000 trabalhadores mineiros contaminados por
aquisi¢ao da doenga a partir do contato com vigas de madeira contaminadas que eram utilizadas
na sustentagdao dos tuneis das minas (HELM; BERMAN, 1947). Estudos relatam também 2
casos de esporotricose no Sudao (GUMAA, 1978) e 2 casos na Nigéria entre os anos de 1974
e 1979 (GUMAA, 1978). Na Africa do Sul, foram relatados 154 casos em 1997 (VISMER;
HULL, 1997) e 81 casos em 2011 (GOVENDER et al., 2015). Na Oceania, no sudoeste da
Australia, ocorreu um surto tendo novamente o feno como material contaminado entre os anos
de 2000 e 2003 (FEENEY et al., 2007).

Nos EUA, esporotricose humana devido a S. schenckii S. str. possui um importante
aspecto ocupacional, afetando principalmente jardineiros e agricultores. O maior surto ocorreu
em 1988, envolvendo 84 pacientes em 15 estados expostos ao fungo presente em musgo, usado
para o empacotamento de mudas de arvores sempre verdes (COLES et al., 1992). Estima-se
que 1471 hospitalizagdes associadas a esporotricose ocorreram nos EUA entre 2000 e 2013

(GOLD et al., 2016; OYARCE et al., 2016).
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Figura 4 — Distribuicdo das espécies de Sporothrix spp. no mundo.
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2.1.3.2. No Brasil

Nas ultimas décadas (1998-2017), um grande surto zoonotico de esporotricose vem

ocorrendo no Brasil (GREMIAO et al., 2017). E dificil estimar a magnitude real da epidemia
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uma vez que a esporotricose ndo era uma doenca de notificagdo compulsoria pelos 6rgaos de
saude publica nacionais até¢ o inicio de 2020 (BRASIL, 2020). Atualmente a esporotricose
humana ocorre em 25 dos 26 estados brasileiros, representando as principais areas endémicas
e formas clinicas da doenga (Figura 5). As regides Sul e Sudeste do Brasil apresentam uma
incidéncia muito alta de casos humanos, o que estd diretamente ligado a grande epidemia de
esporotricose transmitida por felino. O gendtipo de S. brasiliensis infectando gatos ¢ idéntico
ao gendtipo encontrado em casos humanos na mesma area geografica, confirmado por métodos
moleculares a transmissdo zoonotica da doenca (GREMIAO et al., 2017; RODRIGUES et al.,
2013).

A perigosa combinagao entre diagnostico e tratamento tardio dos gatos infectados leva
a uma rapida transmissao da doenga entre os animais € os membros da comunidade. Fatores
socioecondmicos como o abandono de animais doentes nas ruas, o descarte inadequado da
carcaga de animais mortos que frequentemente sdo enterrados no proprio quintal ou deixados
em terrenos baldios, aliado a auséncia de politicas publicas para a contencdo da epidemia fez
com que as transmissoes alcangassem propor¢des epidémicas. O aumento no nimero de casos
em felinos é geralmente seguido pelo aumento no nimero de casos humanos, o que constitui

um sério problema de satide publica (RODRIGUES et al., 2013, 2014a).

Figura 5 — Expansao da esporotricose humana e felina nos ultimos anos.

A - Esporotricose Humana (2019) B - Esporotricose Felina (2019)
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Casos esporadicos foram diagnosticados no passado na regido nordeste (MARQUES-
MELO et al., 2014; NUNES et al., 2013; RAMOS et al., 2017), quase sempre sem a
participacao de gatos na cadeia de transmissao, envolvendo a transmissao sapronotica classica.
Entretanto nos ultimos anos (2015-2019) a esporotricose tem se expandido rapidamente em
direcdo ao nordeste, atingindo principalmente os estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e

Pernambuco (RODRIGUES et al., 2020).

2.1.4. Manifestacdes clinicas

A micose subcutinea esporotricose tem como caracteristica a cronificagdo e tem como
manifestagdes clinicas desde a forma cutanea localizada, com lesdo restrita ao local da
inoculagdo, até a forma cutanea disseminada. Em casos mais raros, a esporotricose pode
desenvolver-se como uma doenca extracutanea grave (OYARCE et al., 2016; VINAY et al.,
2020)

2.1.4.1. Forma cutanea localizada

Em 20% dos casos de esporotricose observa-se a esporotricose localizada, sendo a
segunda forma mais comum da doenca. Tal manifestacdo clinica estaria associada a uma
sensibilizacdo prévia do individuo ao fungo, uma vez que ¢ muito observada em dareas
endémicas, o que proporciona um melhor controle imunolégico do hospedeiro, o qual responde
ao microrganismo de forma mais eficaz, limitacao da lesao ao local da inoculagdo. Caracteriza-
se pela presenca de uma unica lesdo no local de inoculagdo do fungo (Figura 6A-6B). A lesao
unica pode ser papulosa ou papulotuberosa, por vezes formando placa verrucosa com ou sem
ulceragdo (TANINRATAPAT; SRISUTTIYAKORN, 2019). Esse tipo de lesdo também pode
estar presente em outras doencas dermatologicas, especialmente as pertencentes ao grupamento
PLECT (Paracoccidioidomicose, Leishmaniose, Esporotricose, Cromoblastomicose e
Tuberculose) (BAZZI et al., 2016), sendo, portanto, essencial a confirmagdo laboratorial do

diagnostico.
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Figura 6 — Lesdes presentes na esporotricose cutanea localizada.

Lesdes presentes na forma cutanea localizada da esporotricose Fonte: Freitas et al. (2014).

2.1.4.2. Forma linfocutanea

A manifestacdo clinica cldssica da esporotricose ¢ a linfocutanea, que ¢ a forma mais
encontrada da doenga, podem responder por até 75% dos casos de esporotricose registrados
(BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017). Essa manifestagdao clinica da doenga tem como
caracteristica o desenvolvimento de lesdes que, inicialmente, aparecem no local do trauma,
constituindo o chamado cancro de inoculagdo, com posterior desenvolvimento de nodulos
indolores ao longo dos vasos linfaticos (Figura 7A), os quais podem amolecer e ulcerar (Figura
7B). As lesdes geralmente sdo ulceras de base infiltrada e eritematosa, podendo ser também
papula, noédulo, placa vegetante e uma lesdo tlcero-gomosa. Tal desenvolvimento pode ocorrer
estendendo-se do local da lesdo em sentido aos vasos linfaticos ou permanecer proximo a essa
cadeia de nodulos. Esse arranjo ¢ tdo caracteristico que certas doengas como a leishmaniose,
cujas lesdes podem assumir aspecto semelhante, sdo denominadas de esporotricoide

(BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011; SCHECHTMAN; HAY, 2019).

Figura 7 — Lesdes presentes na esporotricose linfocutanea.

Forma linfocutanea da esporotricose com lesdes nodulares (A) e ulcerativas (B) com seguimento aos vasos
linfaticos. Fonte: Freitas et al. (2014) e Mahajan (2014).
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2.1.4.3. Forma cutanea disseminada

Quando as células de Sporothrix spp. ganham via hematogénica do paciente,
disseminando-se para além do local da inoculagdo os pacientes podem desenvolver a forma
cutanea disseminada da doenca. Tal manifestagdo da esporotricose € rara, ocorrendo em menos
de 5% dos casos e geralmente estd associada a imunodepressao ou doengas cronicas de base,
ocorrendo muitas vezes juntamente com a forma extracutanea. Inicialmente, observa-se lesdes
cutaneas por diversas partes do corpo que, apos semanas ou meses podem ulcerar. Alcoolismo,
diabetes, corticoterapia prolongada, pacientes HIV-positivos ou com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (aids) sdo fatores de risco para a manifestagdo dessa forma clinica

(ALMEIDA-PAES et al., 2015; ALVAREZ-RIVERO et al., 2020; PARKER et al., 2020).

2.1.4.4. Formas extracutaneas

A esporotricose extracutdneas ¢ a manifestacdo clinica da doenga mais raramente
relatada, sendo observada em menos de 2% dos casos (FREITAS et al., 2014). As lesdes sao
decorrentes da disseminacdo hematogénica e acredita-se que esse tipo de manifestacao se
desenvolva apés inalagdo do Sporothrix spp., pois em um consideravel nimero de casos nao se
encontra lesdo cutinea primdria. Qualquer tipo de tecido ou 6rgao pode ser acometido, sendo o
tecido Osseo, as mucosas € os pulmdes os mais acometidos. Os sintomas dessa fase aparecem
de acordo com o 6rgdo envolvido, acompanhados de febre e comprometimento geral em alguns
casos (AMIRALI et al., 2020; DO MONTE ALVES et al., 2020; LEDERER; SULLIVAN;
CRUM-CIANFLONE, 2016).

2.1.5. Diagnostico laboratorial

O diagndstico da esporotricose se da levando em consideragdao uma série de informagdes
como: Suspeita clinica baseada nas manifestacdes clinicas apresentadas pelo paciente e dados
epidemioldgicos do doente. Contudo, a apresentacdo de nddulos, tlceras ou placas verrucosas
sdo comuns a esporotricose ¢ as demais enfermidades do grupamento PLECT e, portanto,
exigem um diagnostico laboratorial diferencial. O padrao ouro de diagndstico laboratorial da
esporotricose ¢ a cultura; porém métodos histopatologicos, soroldgicos e moleculares podem
ser adotados como ferramentas no processo de diagndéstico (RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017).
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De forma geral o diagnostico micoldgico utiliza o exame direto com a finalidade de
observar estruturas fungicas diretamente do espécime clinico (HAY et al., 2019). Entretanto,
no caso da esporotricose o exame direto ndo tem grandes aplicagdes, pois excepcionalmente €
positivo. Dessa forma o exame direto negativo nao descarta o diagnostico da esporotricose
(CASTREJON; ROBLES; ARROYO, 1995; ESTRADA-CASTANON; ESTRADA-
CHAVEZ; CHAVEZ-LOPEZ, 2019; OLIVEIRA et al., 2019)

Por ser uma metodologia de execugdo simples e barata, além de gerar resultados
confiaveis a cultura segue sendo o padrdo ouro para o diagndstico da esporotricose. Os meios
de cultura comumente utilizados na rotina laboratorial sdo o dgar Sabouraud simples, agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol ou ainda o agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e
cicloheximida. Espécimes como pus aspirado de nodulos ou biopsias da lesdo, quando
semeados nesses meios de cultura a temperatura ambiente resultam no aparecimento de colonias
filamentosas entre 5 e 15 dias, porém esse periodo pode se estender por mais dias. Como
Sporothrix spp. apresentam dimorfismo térmico reversivel e tornam-se leveduriformes quando
cultivadas entre 35 e 37 °C, a conversdo do fungo para sua forma leveduriforme, in vitro, pode
ser utilizada como estratégia para confirmar o diagnostico (RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017).

Outra abordagem comum ¢ a realizacdo de exames histopatologicos, que comumente
utilizam coloragdes de hematoxilina-eosina (HE), acido periddico Schiff (PAS) ou métodos de
impregnagao pela prata de Grocott. Entretanto, na maior parte dos casos os achados teciduais
ndo sdo especificos sendo imprescindivel para se estabelecer o diagnostico diferencial no exame
histopatologico (QUINTELLA et al., 2011; WAHAB; DING; YUSOFF, 2020).

As estruturas leveduriforme quando visualizadas medem cerca 3-5 um e podem ter
formato de arredondado ou ovalado, semelhante a um charuto, com Unico ou multiplos
brotamentos (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017; SIZAR; TALATI, 2019).
Entretanto, a visualizacdo de estruturas fingicas nem sempre ocorre (64,7% dos casos),
podendo melhorar depois de examinar varios cortes do histopatologico (CARVALHO et al.,
2017, RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017; VINAY et al., 2020).

Nos casos em que o fungo ¢ encontrado, a observacao da reagdo de Splendore-Hoeppli
da um forte indicio de um caso de esporotricose. O corpo asteroide ¢ formado pela estrutura
fingica basofilica cercada por raios eosinofilicos de complexos antigeno-anticorpos. Esse
achado ¢ observado em 20 a 66% dos casos de esporotricose (GEZUELE; DA ROSA, 2005),

mas se mostrou ausente em grandes estudos realizados no México (50 casos) e no Brasil (119
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casos), onde o corpo asteroide ndo foi visualizado em nenhum dos casos (ESPINOSA-TEXIS
etal., 2001; QUINTELLA et al., 2011).

Testes imunolégicos como ELISA também podem ser utilizados no diagnostico da
esporotricose, embora nao sejam utilizados frequentemente. O resultado positivo dessas provas
¢ sugestivo, porém nao confirma o diagndstico de esporotricose. Apesar de técnicas soroldgicas
demonstrarem alta sensibilidade no diagnostico de esporotricose, algumas situagdes podem
desencadear reagdes cruzadas em soros de portadores de outras doengas infecciosas como a
leishmaniose tegumentar (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017). Ademais, o custo
elevado de equipamentos e reagentes se torna fator limitante para utilizacdo desse tipo de
diagnéstico na rotina (CRUZ, 2013). Esses exames sdo Uteis principalmente em casos com
acometimento extracutdneo, em que o acesso a coleta de amostra para analise micologica se
torna dificil como, por exemplo, no envolvimento do SNC e ossos (RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017; SIZAR; TALATI, 2019).

Dentro do diagnostico a area de técnicas moleculares é promissora, porque alia ao
mesmo tempo, maior sensibilidade e especificidade em comparagdo com outros testes descritos
(ZHANG et al., 2020). Deve ser destacado, no entanto, que estes testes ndo estdo disponiveis
na maioria dos centros de referéncia pelo elevado custo de material, equipamentos e
profissionais qualificados (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017). Diferentes técnicas
ja& foram pesquisadas para melhorar o diagndstico da esporotricose, dentre elas a PCR
convencional, nested PCR, PCR fingerprinting (OLIVEIRA et al., 2015) e mais recentemente
a PCR multiplex com taxa de deteccao de até¢ 100% (ZHANG et al., 2019b) e 0o MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry), que ja tem
em seus bancos de dados espectros de referéncia para identificacdo de espécies de Sporothrix

spp. (MATOS et al., 2020).

2.1.6. Tratamento farmacologico

O tratamento da esporotricose € um desafio, o arsenal terapéutico ¢ limitado e a duracao
do tratamento ¢ longa, o que leva muitas vezes a baixa adesdo dos pacientes (CRESTANI et al.,
2020). A escolha dos antifungicos adequados no tratamento baseia-se na condicao clinica do
paciente, na forma de apresentacdo clinica das lesdes e sua extensdo. Alguns farmacos sdo
descritos no tratamento da esporotricose, dentre eles o iodeto de potassio, o itraconazol, a

terbinafina e a anfotericina B (LOPES-BEZERRA; MORA-MONTES; BONIFAZ, 2017).
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2.1.6.1. lodeto de potassio

O iodeto de potassio foi a primeira droga a ser usada no tratamento da esporotricose ¢
apresenta 6timos resultados na melhora efetiva de pacientes frente as formas cutanea fixa e
linfocutanea da esporotricose. Em casos de esporotricose cutdnea disseminada ou extracutanea
ndo se observa a mesma eficacia, ndo sendo recomendado seu uso (BARROS; ALMEIDA-
PAES; SCHUBACH, 2011; KHAITAN et al., 2018). O exato mecanismo de acao do iodeto de
potassio permanece desconhecido. Alguns estudos sugerem que o iodeto de potdssio gera
aumento da protedlise agindo sobre os granulomas, enquanto outros autores afirmam que este
sal pode promover aumento da fagocitose (COSTA et al., 2013; HAYASHI et al., 2020).

Efeitos adversos frequentemente relatados sdo: gosto metdlico, ndusea, vOmitos,
anorexia, epigastralgia e diarreia. Esses efeitos podem ser atenuados pela redug¢do da dose ou
suspensdo temporaria do fArmaco. Com o uso prolongado, alguns pacientes podem apresentar
sintomas de iodismo (acentuado gosto metalico e queimagao na boca, sialorreia, sensibilidade
nos dentes e gengivas e cefaleia) ou toxicidade pelo potassio (arritmias, fraqueza, confusdo
mental, parestesia em maos) e ndo ¢ um medicamento recomendado para uso durante a
gestacdo. Devido aos efeitos adversos relacionados ao iodeto de potassio, este farmaco esta
caindo em desuso, sendo substituido por farmacos mais efetivos e seguros como o itraconazol

(ALMEIDA-PAES et al., 2017c; COSTA et al., 2013; MACEDO et al., 2015).

2.1.6.2. ltraconazol

Nos tltimos anos, o itraconazol foi classificado como farmaco de primeira escolha para o
tratamento das formas cutinea e linfocutanea da esporotricose (BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011; SIZAR; TALATI, 2019). O itraconazol ¢ um derivado triazolico que age
inibindo a enzima 14a-desmetilase, impedindo assim a desmetilagdo do precursor Lanosterol em
ergosterol, o principal esterol da célula fungica, o que prejudica a permeabilidade da membrana
(BORBA-SANTOS et al., 2016).

As vantagens relacionadas a este farmaco levaram a sua intensa utilizacdo, sendo,
atualmente, um dos antifiingicos mais utilizados nas clinicas médicas humana e veterinaria. Apesar
de ser um farmaco com reduzida toxicidade, alguns efeitos adversos foram descritos, como
anorexia, hipocalemia, nduseas, vomitos, hipertensao e cefaleia, e seu uso nao ¢ aconselhado para
gestantes (KHAITAN etal., 2018; MAHAJAN, 2014). Nos ultimos anos tem-se observado relatos

de isolados fungicos resistentes com consequentes falhas terapéuticas e remissdo de sintomas das
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enfermidades micoticas (ALMEIDA-PAES et al., 2016b; CRESTANI et al., 2020; VETTORATO
etal., 2018; WALLER et al., 2020).

2.1.6.3. Terbinafina

A terbinafina vem sendo utilizado com sucesso na terapia da esporotricose cutanea, ja
tendo relatos de uso no tratamento inclusive de esporotricose animal (MAHAJAN, 2014;
VIANA et al., 2018). Essa droga ¢ bastante utilizada como alternativa em casos em que o
itraconazol ndo pode ser utilizado, pois apresenta menos interagdes farmacologicas descritas
até o momento. Esta molécula pertence a classe das alilaminas e atua bloqueando a sintese do
ergosterol pela inibicdo da enzima esqualeno epoxidase (GHANNOUM; ISHAM, 2017;
MAHAIJAN, 2014).

Estudos usando terbinafina em pacientes humanos demonstraram eficacia em doses
variando de 250 a 1000 mg/dia. Ainda, essa droga ¢ uma alternativa no tratamento de gestantes
com esporotricose. No entanto um fator limitante para a terbinafina, ¢ o seu elevado custo,
dificultando o seu uso principalmente em paises em desenvolvimento (ANDERSSON;

THOMSEN; ANDERSEN, 2020; FRANCESCONI et al., 2011).

2.1.6.4. Anfotericina B

Outra droga que também pode ser usada no tratamento da esporotricose ¢ a anfotericina
B que ¢ um antibiotico macrolideo poliénico produzido naturalmente pelo actinomiceto
Streptomyces nodosus. Seu mecanismo de acdo mais conhecido ocorre pela interagdo com o
ergosterol da membrana fingica, formando poros e alterando a permeabilidade da célula
fingica. Esses poros permitem o escape de constituintes citoplasmaticos, causando
desequilibrio eletrolitico e homeostatico (GRAY et al., 2012; MACESIC; STONE,;
WINGARD, 2017). Mecanismos menos conhecidos também decorrem de sua utilizagdo como
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na célula fungica e indug¢do da apoptose
(BELENKY; CAMACHO; COLLINS, 2013; OLIVEIRA et al., 2020).

Essa droga ¢ utilizada em casos mais graves da esporotricose, como a forma disseminada
e extracutaneas (ALMEIDA-PAES et al., 2016b; FREITAS et al., 2012; ISHIDA et al., 2018).
Ela também pode ser indicada em pacientes com esporotricose osteoarticular ou que nao estao

respondendo a terapia com o itraconazol (MAHAJAN, 2014). Seus efeitos adversos incluem
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nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, anemia, febre, calafrios, tremores, nduseas e vomitos e dor
de cabeca (RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

Ainda que as drogas utilizadas no combate a esporotricose geralmente proporcionem
terapias antifungicas eficazes, o arsenal terapéutico disponivel ¢ limitado e ja foram relatados
casos de falhas na terapia antifingica, infec¢des refratarias e recaidas dos pacientes
(ALMEIDA-PAES et al., 2016b; CRESTANI et al., 2020; PAIXAO et al., 2015; SHINOGI;
MISAGO; NARISAWA, 2004; VETTORATO et al., 2018). Tais situagdes deixam evidente a
necessidade de se encontrar novas moléculas que possam ser empregadas no tratamento da

esporotricose.

2.2. Busca por moléculas com potencial antifungico

Diferentes estratégias tém sido utilizadas na prospec¢do de moléculas com potencial
antifungico. Dentre elas, destacam-se a investigacdo de produtos naturais ou compostos
isolados, que atuem em células planctonicas e biofilmes, tendo em vista que esta ¢ uma
organizac¢do estrutural diretamente relacionada com a resisténcia a antimicrobianos (FOREZI
et al., 2018; LU et al., 2019; SCORZONI et al., 2016; WALLER et al., 2016). Dentre as
moléculas estudadas com essas finalidades tem-se o Terpinen-4-ol (Figura 8), um monoterpeno
que se mostra eficaz contra fungos filamentosos, leveduras e dimoérficos (BRILHANTE et al.,
2016; HAMMER; CARSON; RILEY, 2004; MORCIA; MALNATI; TERZI, 2012) e
moléculas de quorum sensing que possuem potencial para modular a formagdo de biofilmes,
tais como farnesol, 2-feniletanol, tirosol e triptofol (Figura 8) (MONDAL; MAJUMDAR,
2019; SAXENA et al., 2019).

Figura 8 — Molécula de terpinen-4-ol, farnesol, 2-feniletanol, tirosol e triptofol.
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2.2.1. Terpinen-4-ol

Muitos compostos isolados de extratos de plantas e dleos essenciais t€ém demonstrado
atividade biologica in vivo e in vitro. Tais compostos sdo conhecidos pela sua atividade
antibacteriana, antifungica, anti-inflamatorio, entre outros (WALLER et al., 2016).
Quimicamente, estes compostos sao na sua maioria pertencentes a classe de terpenos, tal como

o terpinen-4-ol (BRILHANTE et al., 2015b).

O terpinen-4-ol (T-OH) ¢ um alcool terpeno monociclico, presente no 6leo essencial de
Melaleuca alternifolia, que se apresenta como um liquido levemente incolor a amarelo palido,
com sabor de pimenta e cheiro de pinho. Cox, Mann ¢ Markham (2001) comparam a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia com alguns dos seus componentes
isolados e demonstraram que o Terpinen-4-ol, o principal componente ativo do 6leo, era mais

ativo quando utilizado isoladamente.

Este composto apresenta acdo antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e Gram
negativas; a¢do antiviral; e agdo antiprotozoaria contra Leishmania major, Trypanosoma brucei
e Trichomonas vaginalis (YADAV; RAO, 2016) e atividade antifungica contra Candida spp.,
H. capsulatum e C. posadasii (BRILHANTE et al., 2016; HAMMER; CARSON; RILEY,
2004; MORCIA; MALNATTI; TERZI, 2012). Além de atuar em cé€lulas planctonicas o terpinen-
4-ol foi apontado em estudos recentes como uma molécula com potencial antibiofilme (BOSE
et al., 2020; FRANCISCONI et al., 2020; MAQUERA HUACHO et al., 2019; TONON et al.,
2018).

Em estudos anteriores Brilhante et al. (2015b) investigaram o efeito do terpinen-4-ol
sobre o crescimento planctonico da forma filamentosa de espécies de Sporothrix spp..
Entretanto, o referido estudo ndo avaliou os efeitos do terpinen-4-ol sobre o crescimento
planctonico da forma leveduriforme de Sporothrix spp., nem seus efeitos sobre os biofilmes das

formas filamentosa e leveduriforme destes (BRILHANTE et al., 2015b).

2.2.2. Moléculas de quorum sensing

Recentemente, o sistema de quorum sensing se tornou alvo potencial para as terapias
antimicrobianas, por estar envolvido no controle da expressdao de fatores de viruléncia.
Considerando que a formagdo e a maturagdo de biofilmes também sao influenciadas por essas

moléculas, a modulacdo desse sistema através da inativacdo ou da adi¢cdo de moléculas de
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quorum sensing pode interferir na dindmica dos biofilmes, bem como otimizar o processo de
desmontagem dessas estruturas (BRACKMAN; COENYE, 2015; MEHMOOD et al., 2019;
PALUCH et al., 2020). No tocante aos mecanismos de quorum sensing em fungos patogénicos,
algumas moléculas ja foram descritas, como farnesol, tirosol, 2-feniletanol e triptofol
(MEHMOOD et al., 2019).

O farnesol foi inicialmente identificado como uma molécula de quorum sensing
secretada por C. albicans, atuando no bloqueio da transi¢do morfoldgica da levedura para a
hifa, impedindo a formacgdo de biofilme e alterando a expressdo génica de fungos em C.
albicans (HORNBY et al., 2001; RODRIGUES; CERNAKOVA, 2020). Além disso, farnesol
ja mostrou possuir atividade antifingica contra Candida albicans (CORDEIRO et al., 2013),
Cryptococcus spp. (CORDEIRO et al., 2012), Trichosporon spp. (CORDEIRO et al., 2019),
Histoplasma capsulatum (BRILHANTE et al., 2015a) e Coccidioides posadasii (BRILHANTE
etal., 2013).

O tirosol ¢ outra molécula de quorum sensing que foi relatada em C. albicans (CHEN
et al., 2004) e desempenha um papel importante na estimulacdo da formagdao de tubo
germinativo, pseudo-hifa e biofilme de C. albicans (SEBAA; BOUCHERIT-OTMANI;
COURTOIS, 2019), além de mostrar atividade antifingica contra espécies de Candida
(CORDEIRO et al., 2015), H. capsulatum ¢ C. posadasii (BRILHANTE et al., 2016).

Mais recentemente o 2-feniletanol e triptofol foram descritas como moléculas de
quorum sensing de Saccharomyces cerevisiae (CHEN; FINK, 2006; HOGAN, 2006). 2-
feniletanol foi descrito por inibir a filamentagao em C. albicans (MARTINS et al., 2007) como
também a formacgao de biofilme de Aspergillus fumigatus e Penicillium spp. (LIU et al., 2014;
PU et al., 2014; WONGSUK; LUPLERTLOP; SUKPHOPETCH, 2020). Ja o triptofol foi
relatado por regular a germinagao de Aspergillus sp., a adesdo de Debaryomyces hansenii e
reduz a filamentagao e viruléncia de Candida spp. em modelo in vivo (MEHMOOD et al., 2019;
SINGKUM et al., 2019).

Destas moléculas, apenas o farnesol foi avaliado contra Sporothrix spp., apresentando
atividade antifungica contra a forma filamentosa do fungo. No entanto, o efeito dessa molécula
na forma leveduriforme de Sporothrix spp. nao foi avaliada (BRILHANTE et al., 2015b). Vale
ressaltar que nenhuma das quatro moléculas citadas foi avaliada frente aos biofilmes de

Sporothrix spp., seja na forma filamentosa ou leveduriforme do fungo.

2.3. Meétodos de estudo da atividade antifiingica in vitro
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O processo de criagdo e padronizacdo de métodos de sensibilidade a antifungicos tem
sua historia ligada a necessidade do aperfeicoamento de testes de sensibilidade para auxiliar na
escolha mais adequada da terapéutica antifingica, ao interesse da industria farmacéutica em
utilizar esses métodos para avaliar o desenvolvimento de novas drogas e necessidade de
detec¢do e acompanhamento epidemioldgico de casos de resisténcia antifungica (BALOUIRI;
SADIKI; IBNSOUDA, 2016; REX; PFALLER, 2002).

As metodologias empregadas para a analise da atividade de agentes antifingicos sdo a
de disco-difusdo, a de dilui¢do em agar e as de macro e microdilui¢do em caldo. A técnica de
microdilui¢do em caldo ¢ tida como padrdo-ouro ou técnica de referéncia para avaliagdo da
sensibilidade a antimicrobianos in vitro. Tais teste tém como objetivo final prever a resposta
dos pacientes a terapia a ser instituida. Contudo, muitos fatores além do perfil de sensibilidade
in vitro, influenciam a resposta clinica, como o sitio de infecg¢do, o status imunolédgico do
hospedeiro, a farmacocinética da droga ¢ a adesdo do paciente a terapia. Portanto, o
estabelecimento da correlagdo clinica direta entre os valores de CIM e o desfecho terapéutico
ainda ¢ limitado na terapia antifungica (JOHNSON; CAVLING-ARENDRUP, 2015).

Bem como para os testes de sensibilidade a antibacterianos, a regra 90-60 também
parece ser util para a avaliagdo da sensibilidade a antifingicos, principalmente para os isolados
de Candida spp., frente aos derivados azdlicos. Tal regra preconiza que 90% das infec¢des
causadas por microrganismos que apresentam sensibilidade in vitro e 60% das infec¢des
causadas por microrganismos que apresentam resisténcia in vitro respondem bem a terapia
antimicrobiana in vivo. Dessa forma, a realizagdo de testes de sensibilidade torna-se importante,
uma vez que pode orientar a instituicdo da terapia antifingica mais adequada, direcionando o
paciente aos 90% de sucesso terapéutico (REX; PFALLER, 2002).

As organizagdes European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST)
e Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) possuem normas padronizadas para realizar
testes de sensibilidade aos antifungicos, objetivando, promover a concordancia entre os
laboratorios na determinacao da sensibilidade fingica aos agentes antifungicos, de forma que
os métodos padronizados sejam reproduziveis, sensiveis e vidveis para uso em laboratorios
clinicos de rotina. Diferencas entre as normas disponibilizadas por essas duas organizagdes tém
sido amplamente discutidos em varios relatorios. No entanto seus resultados demonstraram ser
comparaveis e sao utilizados em todo o mundo (JOHNSON; CAVLING-ARENDRUP, 2015).

O CLSI no ano de 1997 divulgou o documento padronizado para avaliagdo da
sensibilidade antiflingica, 0 M27-A — Método de referéncia para teste de diluicdo em caldo para

a determinagado da sensibilidade de leveduras a terapia antifiingica. Desde entdo, o documento
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jé& passou por trés atualizagdes, sendo sua ultima versao, o M27-Ed4, publicada em 2017. Este
documento propde avaliar a sensibilidade in vitro de leveduras de importancia médica (CLSI,
2017a).

Em 2002, foi publicado o documento M38-A — M¢étodo de referéncia para teste de
dilui¢do em caldo para a determinacdo da sensibilidade de fungos filamentosos. Em 2017, foi
publicada a terceira edi¢do deste documento (M38-Ed3), destinada a fungos filamentosos
causadores infec¢des fingicas. Atualmente, engloba as espécies Aspergillus spp., Fusarium
spp., Rhizopus arrhizus, Scedosporium apiospermum ¢ S. schenckii na forma filamentosa, bem
como, os dermatofitos Trichophyton spp., Microsporum spp. e Epidermophyton spp. (CLSI,
2017b).

Ambos os documentos se referem aos principais critérios a serem adotados para a
realizagdo dos testes de sensibilidade, tais como: meio de cultura padrao RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) — 1640, tamponado com o acido 2-[N-morfolino]-propanossulfonico
(MOPS) 0,165M a pH 7,0, a carga fungica e o preparo do indculo, tempo e temperatura de
incubagdo, leitura visual e determinagdo de breakpoints. Ademais, também incluem as
condi¢des de ensaio para as drogas antifiingicas anfotericina B, os azolicos (itraconazol,
cetoconazol, fluconazol, voriconazol, posaconazol, ravuconazol), terbinafina, griseofulvina,
ciclopirox olamina e as equinocandinas (anidulafungina, caspofungina e micafungina) (CLSI,
2017b, 2017a).

A padronizagdo para teste de sensibilidade com espécies de Sporothrix ainda ndo esta
totalmente estabelecida. O documento M27-Ed4 do CLSI ndo prevé testes de sensibilidade para
a forma leveduriforme deste fungo e embora o documento M38-Ed3 traga uma proposta de
padronizagdo para testes com a forma filamentosa de Sporothrix, muitos pesquisadores citam a
necessidade de adaptagdes do protocolo, principalmente quanto ao tempo de crescimento do
microrganismo para leitura do teste (ALMEIDA-PAES et al., 2016a; BORBA-SANTOS et al.,
2015; BRILHANTE et al., 2018b; SANCHOTENE et al., 2017; TRILLES et al., 2005). Outro
ponto importante ¢ a falta de pontos de corte para interpretagdo dos resultados dos testes de
sensibilidade realizados com este fungo (CLSI, 2017b).

Recentemente dois estudos multicéntricos propuseram pontos de corte epidemiologicos
para a interpretacdo dos testes de sensibilidade antifingica de algumas drogas frente a forma
filamentosa de espécies de Sporothrix spp. Embora os estudos tenham proposto apenas pontos
de conte epidemioldgico para a forma filamentosa do fungo, essa iniciativa representa um
grande passo para a padronizacdo da leitura dos teste de sensibilidade realizados com este

microrganismo (ALMEIDA-PAES et al., 2017b; ESPINEL-INGROFF et al., 2017).
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Os pontos de corte epidemioldgicos propostos classificam os isolados testados entre
cepas tidas como selvagens e ndo-selvagens. Os pontos de corte que classificariam as cepas
como nao-selvagens seriam > 4 pg/mL para anfotericina B, > 2 pg/mL para itraconazol e > 0,13
pug/mL para terbinafina (ESPINEL-INGROFF et al., 2017).

Embora os testes de sensibilidade antifungica in vitro ainda nao sejam padronizados
para a forma leveduriforme de Sporothrix spp., o documento M27-Ed4 tem sido utilizado com
algumas adaptagdes para este proposito. Essas adaptacdes incluem principalmente a
temperatura e duracdo de incubacdo e o critério de leitura (GUTIERREZ-GALHARDO et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2014b; SANCHOTENE et al., 2017; TRILLES et al., 2005).

Ressalta-se que os protocolos citados sdo voltados para o estudo da concentracio
inibitdria de antifingicos em células planctonicas. Entretanto, sabe-se que muitos patdgenos
fangicos, assim como Sporothrix spp., podem apresentar-se na forma de biofilme ¢ que essa
organizacdo estrutural lhes confere prote¢do contra diversos compostos antifungicos. Portanto,
a avaliacdo do efeito dos compostos antifungicos sobre biofilmes ¢ um ponto importante a ser

avaliado (VILA; ROZENTAL, 2016; WATERS; RATIJEN, 2017).

2.3.1. Avaliacéo da atividade antifangica em biofilmes

Ainda que ndo existam protocolos Unicos e padronizados para avaliagdo de biofilmes
microbianos, Simitsopoulou, Chatzimoschou e Roilides (2016), propdem diversos métodos
para avaliar a formagdo e a sensibilidade dos biofilmes a drogas antifungicas. Os autores
destacam dois grupos principais de analises, os colorimétricos € os microscopicos.

Tratando-se a avaliagdo da sensibilidade para verificar a eficacia de antimicrobianos no
combate aos biofilmes, os métodos indicados por Gupta e Tuohy (2013) e Simitsopoulou,
Chatzimoschou e Roilides (2016) sdo o ensaio de reducdo do XTT por ser rapido, reprodutivel
e amplamente utilizado em pesquisas cientificas (BRILHANTE et al., 2018c; GAO; SUN,
2015; MARCOS-ZAMBRANO et al., 2016; VALENTIN et al., 2016; VILA et al., 2016), e de
forma complementar, ensaios de microscopia como a microscopia confocal de varredura a laser
(GUPTA; TUOHY, 2013; SIMITSOPOULOU; CHATZIMOSCHOU; ROILIDES, 2016).

Atualmente existe apenas uma ferramenta computacional destinada especializada na
analise de imagens de biofilmes feitas por microscopia confocal, chamada “COMSTAT”. Essa
ferramenta possui dentre suas funcdes a avaliagdo de biomassa e espessura dos biofilmes,
trazendo resultados que podem se equiparar aos obtidos por metodologias como a coloracao

por cristal violeta. Embora seja uma ferramenta inovadora, a mesma nao foi desenhada para
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quantificagdo de parametros relacionados a viabilidade do biofilme que possam ser
comparados, por exemplo, com resultados de ensaio de redugdo de XTT ou MTT, importantes
na avaliacdo da atividade antifingica de moléculas (HEYDORN et al., 2000b; KROM;
WILLEMS, 2016). Sendo estd uma funcao a ser explorada no desenvolvimento de novas

ferramentas.
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HIPOTESES

e Terpinen-4-ol possui atividade antifungica frente células planctonicas e biofilmes de
Sporothrix spp. nas suas formas filamentosa e leveduriforme;

e Terpinen-4-ol apresenta sinergismo com anfotericina B, itraconazol e terbinafina frente
células planctonicas e biofilmes de Sporothrix spp.

e As moléculas de quorum sensing farnesol, 2-feniletanol, tirosol e triptofol possuem
atividade antifingica frente células planctonicas e sésseis de Sporothrix spp. nas suas
formas filamentosa e leveduriforme;

e As moléculas de quorum sensing farnesol, 2-feniletanol, tirosol e triptofol alteram, de
forma distinta, a formacéao de biofilme de Sporothrix spp.;

e O desenvolvimento de um plugin para quantificagdo de fluorescéncia de imagens de
microscopia confocal pode gerar resultados correlaciondveis com a quantificacdo de

atividade metabolica dos biofilmes.
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4 OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos de terpinen-4-ol e das moléculas quorum sensing farnesol, tirosol, 2-
feniletanol e triptofol sobre a células planctonicas e biofilmes de Sporothrix spp. e desenvolver

um plugin para quantifica¢ao da viabilidade celular por meio de intensidade de fluorescéncia.

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito antifungico de Terpinen-4-ol frente células planctonicas e biofilmes de
Sporothrix spp. nas suas formas filamentosa e leveduriforme;

e Analisar a interagdo de Terpinen-4-ol com anfotericina B, itraconazol e terbinafina
frente células planctonicas e biofilmes de Sporothrix spp.

o Investigar a atividade antifungica das moléculas de quorum sensing exdgenas, farnesol,
2-feniletanol, tirosol e triptofol frente células planctonicas e sésseis de Sporothrix spp.
nas suas formas filamentosa e leveduriforme;

e Determinar os efeitos das moléculas de quorum sensing exodgenas, farnesol, 2-
feniletanol, tirosol e triptofol sobre a formagdo de biofilme de Sporothrix spp. nas suas
formas filamentosa e leveduriforme;

e Desenvolver um plugin para quantificagdo de fluorescéncia de imagens de biofilmes

adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser.
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5 METODOLOGIA
5.1. Local do estudo

As pesquisas foram realizadas nos laboratorios do Centro Especializado em Micologia
Médica (CEMM), da Universidade Federal do Ceard (UFC), com participacdo da Central
analitica da UFC na obtenc¢do das imagens de microscopia eletronica de varredura.

5.2. Microrganismos

Nesse estudo foram utilizadas 06 cepas de S. brasiliensis, 03 de S. globosa, 03 de S.

mexicana e 03 de S. schenckii sensu stricto (Tabela 1).

Tabela 1 — Origem e local de isolamento das cepas de Sporothrix spp. utilizadas neste estudo.

Cepas Espécies Origem
CEMM 05-3-052 Sporothrix brasiliensis gato
CEMM 05-3-075 S. brasiliensis gato
CEMM 05-3-078 S. brasiliensis gato
CEMM 05-3-087 S. brasiliensis humano
CEMM 05-3-088 S. brasiliensis humano
CEMM 05-3-089 S. brasiliensis humano
CEMM 05-4-004 Sporothrix globosa humano
CEMM 05-4-005 S. globosa humano
CEMM 05-4-006 S. globosa humano
CEMM 05-3-101 Sporothrix mexicana humano
CEMM 05-4-008 S. mexicana humano
CEMM 05-4-009 S. mexicana humano
CEMM 05-3-090 Sporothrix schenckii sensu stricto humano
CEMM 05-3-048 S. schenckii s. str. humano
CEMM 05-3-097 S. schenckii s. str. humano

Legenda: CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica.

Os isolados foram obtidos da colecdo de cultura do Centro Especializado de Micologia

Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceard (UFC), Brasil, possuindo identificagdo
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prévia pelo ensaio de PCR por amplifica¢do da regido do locus da calmodulina (RODRIGUES
et al., 2013; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGQO, 2013).

Para experimentacdo com a forma filamentosa, as cepas foram cultivadas em agar batata
dextrose (PDA, Himedia, Mumbai, India) e incubadas a 28 °C por 7 dias (CLSI, 2017b). A
reversao das cepas de Sporothrix spp. para a forma leveduriforme foi realizada com repiques
sucessivos das colonias em dgar Brain Heart Infusion (BHI, Himedia, Mumbai, india),
suplementado com 5% de sangue de carneiro, incubados a 37 °C por 5 dias (BRILHANTE et
al., 2019). Além disso, as cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 ¢ Candida krusei ATCC
6258 foram usadas como controle nos experimentos de sensibilidade com células planctonicas

(CLSL 2017b).

5.3. Desenho experimental

Este trabalho foi organizado em trés etapas (Figura 9).

Figura 9 — Fluxograma de execugdo do trabalho.
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A primeira parte constituiu na investiga¢ao dos efeitos do terpinen-4-ol no crescimento

planctonico e na concentragdo de ergosterol de Sporothrix spp. na sua forma leveduriforme,
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seus efeitos nos biofilmes filamentosos e leveduriformes e avaliacdo da sua interagdo com os
antifingicos anfotericina B, itraconazol e terbinafina em células planctonicas e sésseis. A
segunda parte ¢ composta pela determinagdao das concentragdes inibitdrias minimas das
moléculas de quorum sensing exdgenas, farnesol, tirosol, 2-feniletil e triptofol contra células
planctonicas de Sporothrix spp., bem como da avaliacdo dos efeitos desses compostos na
formagao de biofilme e sobre biofilmes maduros de Sporothrix spp. em suas formas filamentosa
e leveduriforme. Finalmente a terceira etapa deste trabalho focou no desenvolvimento de um
plugin para quantificacdo de fluorescéncia de imagens de biofilmes adquiridas através de

microscopia confocal de varredura a laser.

1° PARTE EXPERIMENTAL

5.4. Drogas teste

Nessa etapa experimental utilizou-se o terpinen-4-ol (T-OH; Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), anfotericina B (AMB; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), itraconazol (ITC; Janssen
Pharmaceutica, Beerse, Bélgica) e terbinafina (TRB; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) (BRILHANTE et al., 2016; CLSI, 2017b). Todos

as drogas foram armazenadas a -20 ° C até o momento do uso.

5.5. Sensibilidade de células planctonicas leveduriformes

Os testes de sensibilidade foram realizados com as 15 cepas de Sporothrix spp. na forma
leveduriforme, utilizando-se a técnica de microdiluicao em caldo, conforme o documento M27-
Ed4 (forma leveduriforme) do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017b), com
adaptacdes. As drogas foram testadas em concentracdes finais de 1-1024 pg/mL para terpinen-
4-ol e 0,03-16 pug/ml para anfotericina B, itraconazol e terbinafina. Os in6culos foram
preparados em solucdo salina e em seguida ajustados para uma concentragdo 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 concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada como sendo a menor
concentragdo capaz de inibir 100% (AMB, ITC e T-OH), 80% (TRB, T-OH) ou 50% (T-OH)
do crescimento fingico visual em comparagdo com o crescimento fungico nos pocos livre de

droga. Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 foram utilizadas como
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controles de qualidade dos experimentos. Os experimentos foram conduzidos em duplicata em
dois momentos distintos.

A concentragao fungicida minima (CFM) de T-OH foi determinada semeando 100 puL
do contetido de todos os pogos sem crescimento visual de fungos em PDA, incubados a 28 °C
por 7 dias. O CFM foi considerado a concentracdo mais baixa, onde ndo foi observado

crescimento de colonias dos fungos (SCORDINO et al., 2015).

5.6. Quantificacdo do teor de ergosterol celular

O efeito de T-OH na produgdo de ergosterol foi analisado pela quantificagdo de
ergosterol celular nas 15 cepas de Sporothrix spp. na forma leveduriforme, de acordo com o
procedimento descrito por Moran et al. (2007) e adaptado por Brilhante et al. (2016). A extracao
foi realizada apds a exposicdo das células leveduriforme de Sporothrix spp. ao T-OH,
itraconazol (controle positivo) e anfotericina B (controle negativo) na CIM, CIM/2, CIM/4 e
CIM/8, por 96 horas, simulando a exposi¢do realizada no teste de sensibilidade descrito
anteriormente. Apos a exposicdo, os inoculos foram transferidos para tubos Eppendorf e
centrifugados a 12.000 x g por 5 min. Os sedimentos celulares foram suspensos em 500 pl de
KOH alcodlico [solucao de KOH 20% (p/v) em metanol 60% (v/v)] e depois incubada por 1 h
a 95 °C em banho-maria. Apoés esse periodo, foram adicionados 600 pl de n-hexano para isolar
os esterdis. Os tubos eppendorfs foram entdo centrifugados a 12.000 x g por 1 min, e toda a
camada organica superior contendo os esterdis foi misturada com 500 pl de n-hexano em novos
tubos eppendorfs e homogeneizadas em agitador Vortex por 1 min. As leituras de absorbancia
foram realizadas a 295 nm e a quantificagdo do ergosterol foi realizada por comparagdao com
uma curva padrdo de ergosterol previamente determinada (Sigma-Aldrich, Alemanha). Os

experimentos foram conduzidos em duplicata em dois momentos distintos.

5.7. Teste de sensibilidade de biofilmes maduros de Sporothrix

Para formagdo dos biofilmes filamentosos e leveduriformes, utilizou-se placas de 96
pocos em fundo chato. Uma aliquota de 200 pL de suspensdo fingica a 1x10° conidios/mL
(forma filamentosa) ou 2x10° células/mL (forma leveduriforme) preparada em meio RPMI
1640 foi adicionada a microplacas de 96 pocos e incubado em estufa a 35 °C (forma
filamentosa) ou 37 °C (forma leveduriforme) por 24 horas para adesdo celular. Apos esse

periodo os pogos foram lavados com PBS, preenchidos com 200 uLL de meio RPMI e incubados
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novamente por mais 120 horas (forma filamentosa) ¢ 96 horas (forma leveduriforme), nas
mesmas condi¢des de temperatura, propiciando a formacgao do biofilme (BRILHANTE et al.,
2019, 2018b). Depois de formados, os biofilmes foram lavados com solugao salina tamponada
com fosfato (PBS) e aliquotas de 200 pl de meio RPMI 1640 contendo dilui¢cdes em série
variando de 16-1024 pg/ml para T-OH e 8-256 pg/ml para AMB, ITC e TRB foram adicionadas
as microplacas, que foram incubadas a 35 °C (forma filamentosa) ou 37 °C (forma de
leveduriforme) por 72 horas (BRILHANTE et al., 2018a). Apos a exposicao, a sensibilidade
dos biofilmes foi avaliada pela quantificagdo da biomassa e atividade metabodlica e pela
visualizacdo morfoldgica através das técnicas de microscopia confocal de varredura a laser e

microscopia eletronica de varredura (BRILHANTE et al., 2018b).

5.7.1. Ensaio de quantificacdo de biomassa

A biomassa dos biofilmes foi quantificada pela técnica de coloragdo por cristal violeta.
Os pogos contendo biofilmes foram lavados duas vezes com PBS, e fixados com metanol a
100% por 5 min (GQ - Grupo Quimica, Sao Paulo, Brasil). Entdo o metanol foi removido e os
pocos foram secos em temperatura ambiente. Em seguida foi adicionada, em cada pogo, 200uL
da solucao de cristal violeta a 0,3%, por 20 min. Apds esse periodo, os pocos foram lavados,
duas vezes, com agua destilada. Os pocos foram entdao descorados com a adi¢do de uma solugdo
de acido acético a 33%. O conteudo restante de cada pogo foi entdo transferido para uma nova
placa, onde foi realizada a leitura em espectrofotometro a 540 nm (BRILHANTE et al., 2018b).

Todos os testes foram realizados em duplicata em dois momentos distintos.

5.7.2. Ensaio de quantificacdo de atividade metabdlica

A atividade metabdlica dos biofilmes foi quantificada pelo ensaio de redugao do 2,3-
bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(Fenilamino) carbonil]-2H-tetraz6lio (XTT; Sigma,
Alemanha) (BRILHANTE et al., 2018b). O ensaio foi realizado utilizando uma solucdo mae de
XTT (1 mg/ml em PBS) e menadiona (I mM em etanol). Foram adicionados 125 pl de solucao
XTT e 6 ul de solugao de menadiona a todos os pocos que continham biofilme e apds 3 h de
incubagdo a 35 °C, ao abrigo da luz, a mudanga de cor foi medida com um espectrofotdometro a
492 nm. A concentra¢do inibitéria minima em biofilme (CIMB) foi determinada como a menor

concentragdo capaz de inibir 50% (CIMBso) e 80% (CIMBgo) da atividade metabdlica do
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biofilme, quando comparada a atividade metabolica do controle livre de drogas (PIERCE et al.,

2008). Todos os testes foram realizados em duplicata em dois momentos distintos.

5.7.3. Microscopia confocal de varredura a laser

Para analise do impacto de T-OH nos biofilmes através da microscopia confocal de
varredura a laser, utilizou-se uma cepa representativa de S. brasiliensis por esta ser a espécie
considerada mais virulenta (DELLA TERRA et al., 2017), de forma mais especifica a cepa
CEMM 05-3-052, por ter os maiores valores de CIM dentre as cepas dessa espécie. Os biofilmes
foram formados conforme descrito anteriormente, sobre ldminas de Thermanox® (Thermo
Fisher Scientific, New York City, USA) em placas de 24 pogos (BRILHANTE et al., 2018b;
SILVA, 2017) e tratados com a CIMBgy de T-OH. Logo apds o periodo de tratamento os
biofilmes foram lavados com tampao PBS e corados por 30 minutos com corante fluorescente
Live/Dead (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As laminas foram observadas em microscopio
Confocal Nikon C2, utilizando lasers a 488 nm para detec¢do do fluorocromo Syto9, que
identifica células vivas em fluorescéncia verde, e a 56 1nm para detec¢@o do fluorocromo iodeto
de propideo, que identifica células mortas ou com dano de membrana, fluorescentes em
vermelho. Para as analises, imagens tridimensionais foram coletadas de cinco pontos
equidistantes do biofilme, a fim de se obterem resultados representativos da amostra

(BRILHANTE et al., 2018b).

5.7.4. Microscopia eletronica de varredura

Para analise do impacto de T-OH nos biofilmes através da microscopia eletronicas de
varredura, utilizou-se uma cepa representativa de S. brasiliensis (CEMM 05-3-052). Os
biofilmes foram formados em pacas de 24 pocos e tratados com CIMBgy de T-OH, como
descrito anteriormente. Logo apds os biofilmes foram fixados com 1000 pL de solugdo de
glutaraldeido 2,5% (Sigma Aldrich, St Louis, USA) em tampao cacodilato de sddio (0,15M)
(Electron Microscopy Sciences, Hatfiel) com azul de alcian 0,15% (Sigma Aldrich, St Louis,
USA), pH 7,2. Os biofilmes ficaram em contato com o fixador por 6 horas a 25 °C. Apos a
fixagdo, os biofilmes foram lavados duas vezes com tampao cacodilato de sédio (0,15M) e
seguiu-se uma série de desidratagdes alcoodlicas ascendente: 30, 50, 70, 80, 90 e 100% de etanol,
por 10 minutos cada desidratacdo, repetindo-se mais uma vez a desidratagdo com etanol a

100%. Apds secagem, os biofilmes foram desidratados com hexametildisilazano (Polysciences
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Europe, Hirschberg an der Bergstrafle, Germany) durante 15 minutos. Em seguida as laminas
foram recobertas com 20 nm de ouro (Emitech Q150T, Quorum Technologies Ltd, Laughton,
Lincolnshire, England) e observados em microscépio eletronico de varredura (Quanta FEG
450), em modo alto vacuo a 20 kV utilizando o detector de elétrons secundarios (BRILHANTE
et al., 2018b).

5.8. Ensaio de combinacéao de drogas - checkerboard

Para avaliacdo das interagdes entre T-OH e os antifungicos AMB, ITC e TRB, foram
selecionadas trés cepas de cada espécie de Sporothrix (n = 12), sendo as cepas de S. brasiliensis
selecionadas por sua classificagdo como cepas nao-selvagens (ESPINEL-INGROFF et al.,
2017). Foram utilizadas as formas filamentosas e leveduriformes do fungo, aplicando o método
de microdilui¢do em caldo por checkerboard (tabuleiro de xadrez) de 7 linhas x 11 colunas
(ALMEIDA-PAES et al., 2016a).

Nos ensaios com células planctonicas utilizou-se combinagdes de concentragdes
variaveis de T-OH de 4 a 256 pg/ml para a forma filamentosa e de 0,5 a 32 pg/ml para a forma
leveduriforme de Sporothrix spp., combinados com 0,007 a 8 ug/ml AMB, ITC ou TRB. Os
inéculos foram preparados para uma concentragio final de 0,4-5 x 10* ufc/ml (forma
filamentosa) ou 0,5-2,5 x 10° ufc/ml (forma leveduriforme) em meio RPMI 1640 como descrito
anteriormente. As microplacas foram incubadas a 35 ° C (forma filamentosa) ou a 37 ° C por
96 h (forma de levedura) por 72 h e as CIMs foram definidas seguindo os pontos de leitura dos
antifingicos definidos no documento M38-Ed3 do CLSI (CLSI, 2017b).

Nos ensaios com biofilmes, os mesmos foram formados como descrito anteriormente
em placas de 96 pocos e expostos a concentragdes combinadas das drogas, utilizando
concentragdes de 16 a 1024 pg/ml de T-OH para a forma filamentosa e de 4 a 256 pg/ml para
a forma leveduriforme, combinadas com 0,25 a 256 pg/ml de AMB, ITC ou TRB (GAO et al.,
2017).

Os valores de CIM ou CIMBgo obtidos foram utilizados para determinar o indice de
concentragdo inibitoria fracionaria (ICIF), e a interacdo foi considerada sinérgica quando ICIF
< 0,5, indiferente quando 0,5 < ICIF < 4 e antagonista quando ICIF > 4 (ODDS, 2003). Os

experimentos foram realizados em duplicata em dois momentos distintos.
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5.9. Analises estatisticas

Nas comparacgdes entre dados que apresentaram distribuicdo normal e variancias
semelhantes, foi utilizado o teste de T de Student 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 pos-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 usando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA).

22 PARTE EXPERIMENTAL

5.10. Drogas teste

Nesta segunda parte experimental utilizou-se as moléculas moduladoras de quorum
sensing exogenas, farnesol (FAR), 2-feniletanol (F-OH), tirosol (TIR) e triptofol (TRP), todas
adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). FAR e F-OH foram diluidas em metanol
enquanto TIR e TRP foram solubilizados em agua destilada. Com exce¢do do FAR e F-OH que
foram preparadas sempre no momento de uso, todas as outras drogas foram preparadas e
armazenados a -20 °C até o momento do uso (CORDEIRO et al., 2015; SINGKUM et al., 2019;
WONGSUK; LUPLERTLOP; SUKPHOPETCH, 2020).

5.11. Sensibilidade de células planctonicas as moléculas de quorum sensing

Os testes de sensibilidade foram realizados com as 15 cepas de Sporothrix spp. em
ambas as suas formas, filamentosa e leveduriforme, utilizando a técnica de microdilui¢ao. Para
os ensaios com a forma leveduriforme do fungo utilizou-se metodologia descrita anteriormente.
Para os testes com a forma filamentosa utilizou-se o protocolo descrito no documento M38-
Ed3 do CLSI, com adaptagdes. O indculo da forma filamentosa de Sporothrix spp. foi preparado
em solugdo salina e ajustados para a concentracdo final de 0,45 x 10* ufc/mL em meio RPMI
1640 (Sigma, St Louis, EUA), tamponado para pH 7,0 com MOPS 0,165 M (Sigma-Aldrich,
St Louis, EUA). As MQSs foram testadas em concentragdes finais variando de 0,007 a 4 uM
de farnesol (BRILHANTE et al., 2015b), 0,03 a 16 mM de 2-feniletanol, tirosol e triptofol
(WONGSUK; LUPLERTLOP; SUKPHOPETCH, 2020). As placas foram incubadas a 35 °C
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por 72 h (forma filamentosa) ou a 37 °C por 96 h (forma leveduriforme). A CIM das MQSs foi
definida como a menor concentragdo capaz de inibir 80% do crescimento de fungos visual,
quando comparado ao controle de crescimento livre de drogas. Candida parapsilosis ATCC
22019 ¢ Candida krusei ATCC 6258 foram usadas como controle de qualidade em cada ensaio

(CLSI, 2017b). Os testes foram realizados em duplicata em dois momentos diferentes.

5.12. Efeito de MQSs na filamentacdo de Sporothrix spp.

O ensaio de filamentacdo foi realizado segundo o método descrito por Bernardo et al.
(2014), com adaptagdes. Uma cepa representativa (S. brasiliensis CEMM 05-3-05) foi usada
nos testes. Resumidamente, uma densidade celular de 10° conidios/ml foi preparada em meio
RPMI 1640 e exposta a uma concentracao de farnesol a 0,031 uM, 2-feniletanol a 0,5 mM e
tirosol a 1 mM. As células foram entdo incubadas a 30 °C por até 72 horas. O desenvolvimento
de hifas foi monitorado em momentos especificos (0, 24, 48 e 72 h) usando técnicas de campo
claro com um microscopio optico Olympus BX41. As imagens foram capturadas com uma

camera digital Olympus DP71.

5.13. Efeito de MQSs nos biofilmes de Sporothrix spp.

5.13.1. Andlise na etapa de formacao

O efeito dos MQSs na formacao de biofilme de Sporothrix spp. foi avaliado utilizando
15 cepas nas formas filamentosa e leveduriforme. Inoculos de células de Sporothrix spp. na
forma filamentosa e leveduriforme foram preparados e incubados em placas de 96 pogos para
processo de adesao celular como descrito anteriormente. Apos 24 horas, os pocos foram lavados
duas vezes com PBS estéril para remover células ndo aderentes e o meio RPMI 1640 foi
adicionado com diferentes concentragdes sub-inibitérias de MQSs. Nos experimentos com
biofilmes filamentosos, foram utilizados 0,004 - 0,063 uM de FAR, 0,06 - 1 mM de F-OH,
0,125 -2 mM de TIR e 1 - 16 mM de TRP, com posterior incubagdo a 35 °C por 120 h. Nos
ensaios com biofilmes da forma leveduriforme utilizou-se 0,002 - 0,031 uM de FAR, 0,03 - 0,5
mM de F-OH, 0,03 - 0,5 mM de TIR e 1 - 16 mM de TRP, com posterior incubagao a 37 °C por
96 h. Controles negativos (apenas meio RPMI) e controles positivos (apenas indculo e RPMI)
foram utilizados em cada teste. O efeito do contato com as moléculas foi avaliado quantificando

a biomassa e atividade metabolica e andlise da estrutura e morfologia dos biofilmes por
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microscopia confocal de varredura a laser e microscopia eletronica de varredura, como descrito

anteriormente.

5.13.2. Analise no biofilme maduro

Os biofilmes foram formados como descritos anteriormente. As MQSs foram utilizadas
nesta etapa em concentragdes inibitérias variando de 0,125-64 uM para farnesol, 0,125-64 mM
para 2-feniletanol e 0,25-128 mM para tirosol e triptofol. As placas foram incubadas a 35 °C
(forma filamentosa) e 37 °C (forma leveduriforme) por 72 h. Apds a exposi¢ao, a suscetibilidade
dos biofilmes as MQSs foi avaliada pela quantifica¢ao da atividade metabolica, como descrito
anteriormente. A CIMB foi determinada como a menor concentracdo capaz de causar 50%
(CIMBso) de inibicao da atividade metabodlica do biofilme em comparagdo com a atividade

metabolica do controle sem drogas (XIA et al., 2017).

5.14. Analises estatisticas

Nas comparagdes entre dados que apresentaram distribuicdo normal e variancias
semelhantes, foi utilizado o teste de T de Student 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 pos-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 usando o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA, EUA).

32 PARTE EXPERIMENTAL

5.15. Aquisicdo de dados prévios

Para o desenvolvimento do plugin coletamos imagens de microscopia confocal de
varredura a laser e quantificagdes de XTT de biofilmes de Sporothrix spp. Para tal, utilizou-se
trés cepas de S. brasiliensis (CEMM 05-3-052; CEMM 05-3-075; CEMM 05-3-088). Os
biofilmes foram formados como descrito anteriormente e tratados com 32 pg/ml e 128 pg/ml

de ITC. Apds exposicao os biofilmes foram quantificados quanto a sua atividade metabolica e



62

as imagens de microscopia confocal foram registradas, como descrito anteriormente. As
aquisi¢des foram realizas em triplicata em trés momentos distintos.

Ao total compunham o banco de dados para esta etapa experimental 81 leituras de
absorbancia e imagens de microscopia [27 de controle (biofilmes ndo tratados), 27 de biofilmes

tratados com 32 pg/ml de ITC e 27 de biofilmes tratados com 128 pg/ml de itraconazol).

5.16. Desenvolvimento de plugin para analise de biofilme

O desenvolvimento do plugin foi realizado para atender a quantificagdo de
fluorescéncias de imagens de biofilmes adquiridas por microscopia confocal de varredura a
laser. Como modelos para o desenho da ferramenta utilizou-se imagens de biofilmes de
Sporothrix brasiliensis corados com o kit comercial Live/Dead, composto pelos fluoroforos
Syto9 e iodeto de propidio. As imagens foram obtidas em microscopio Nikon C2 utilizando os
lasers de 488 nm para deteccdo do fluorocromo Syto9, que identifica células vivas, e de 561nm
para detec¢do do fluorocromo iodeto de propideo, que identifica células mortas ou com dano

de membrana.

5.16.1. Escolha do software de incorporacao

Buscou-se na literatura sistemas que atendessem aos seguintes critérios: ser executavel
em Linux, Mac OS e Windows; possuir cddigo aberto; ser extensivel através de plugins;
permitir a manipulacao de imagens de 8, 16 e 32 bits/pixel e RGB; trabalhar com pilhas (stacks)
de imagens; permitir a aplicagcdo de tabelas de cores as imagens; abrir e/ou salvar imagens em
diversos tipos de arquivos, tais como: GIF, JPEG, PNG, PGM, ASCII, TIFF, ND2, LSM e
DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine).

5.16.2. Estruturagédo dos comandos do plugin

message =
"Plugin QuantyFilm \n"
+H \n"

+"Original QuantyFilm version, 18-05-2020

n

\n
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+" \n"

+"QuantyFilm was tested with ImageJ 1.48v, Java 1.8.0 101 (64-bit) in a Dell Windows 10
\n"

+"(Inspiron 15, 7000, Early 2019), running OSX EI Capitan, version 10.11
\n"

+" \n"

+"Specialized Center of Medical Mycology

\n"

+"Postgraduate Program in Medical Microbiology
\n"

+"Department of Pathology and Legal Medicine
\n"

+"Federal University of Ceara
\n"

+"Cel. Nunes de Melo 1315,CEP 60430-275, Fortaleza, Ceara, Brazil

\n

showMessage ("QuantyFilm", message);

I

//

// INSTALLATION:

// Tmage] is a high-quality public domain software very useful for image processing.
// Download the software from the imagej.nih.gov site.

//"'You should have ImagelJ installed in your machine in the first place.

// This plugin is a script written in ImageJ macro language (.ijm file).

/I After opening ImagelJ, install this plugin by doing Plugins > Install... and choosing
// QuantyFilm from the appropriate directory.

// ' The plugin QuantyFilm should now appear listed under the Plugins menu, and is ready to
// be launched by clicking Plugins > QuantyFilm.

// "MeasureRGB"

// ' This macro demonstrates how to separately measure

// the proportion of dead, viable and total cells in confocal images.

T



// Opening a color image of the confocal microcopy

requires("1.35b");
if (bitDepth!=24)

exit("This macro requires an RGB image");

T g

// Clearing table with results and removing overlay

run("Remove Overlay");

T T

// Choice of color for intensity measurements

color=newArray("Live/Dead");

Dialog.create("QuantyFilm");

Dialog.addChoice("Protocol:", color);

Dialog.show();
color = Dialog.getChoice();

setRGBWeights(0.274, 0, 0);

run("Measure");

intensity = getResult("Mean");

setResult("Dye", nResults-1, "PI");

setResult("Result", nResults-1, (log(10)/log(255/intensity)));

setRGBWeights(0, 0.496, 0);

run("Measure");

intensity = getResult("Mean");

setResult("Dye", nResults-1, "Syto9");

setResult("Result", nResults-1, (log(10)/log(255/intensity)));

64
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setRGBWeights(0.274, 0.496, 0);

run("Measure");

intensity = getResult("Mean");

setResult("Dye", nResults-1, "All");

setResult("Result", nResults-1, (log(10)/log(255/intensity)));

updateResults();

// weights uses in ImageJ 1.48 and earlier

5.16.3. Analise dos dados gerados

Os dados da quantificagdo de fluorescéncia de Syto9 e iodeto de propidio obtidos pelo
plugin e os dados de absorbancia de atividade metabdlica dos biofilmes foram normalizados
em porcentagem de inibi¢ao tendo como base os resultados do biofilme formado livre de droga.
A partir dos resultados foi feita analise de correlagdo de Pearson e T de Student seguido do pds-
teste de Tukey’s. Em todas as situagdes, o nivel de significincia méximo, adotado para
conclusdes afirmativas, foi de 95 % (p<0,05). As analises estatisticas foram realizadas usando

o software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

1° PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Efeito de T-OH em células plancténicas leveduriformes
O T-OH apresentou atividade antifingica contra a forma leveduriforme de Sporothrix

spp., com diferentes valores de CIM e CFM (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentragao inibitoria minima e concentragdo fungicida minima de antifingicos e

terpinen-4-ol em células planctonicas da forma leveduriforme de Sporothrix spp.

Agentes antifingicos
AMB ITC TRB
CIM CIM CIM CIM

T-OH

Espécie

100% 100% 80% 50%  80% 100% CEM
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-052 0,25 0,25 0,031 4 16 32 64
CEMM 05-3-075 0,125 0,5 0,125 1 4 16 64
CEMM 05-3-078 0,5 0,25 0,031 8 32 64 128
CEMM 05-3-087 0,0625 0,5 0,031 1 4 16 64
CEMM 05-3-088 0,25 0,25 0,125 4 8 16 32
CEMM 05-3-089 0,5 1 0,125 8 32 64 128
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 0,25 0,25 0,031 2 8 16 128
CEMM 05-4-005 0,0312 0,032 0,031 2 16 32 64
CEMM 05-4-006 0,0625 0,25 0,125 8 16 64 128
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 0,5 0,25 0,031 4 16 32 64
CEMM 05-4-008 0,25 0,25 0,125 8 16 64 256
CEMM 05-4-009 0,5 1 0,125 2 8 32 128
Sporothrix schenckii
Sensu stricto
CEMM 05-3-090 0,0625 0,5 0,031 4 8 32 64
CEMM 05-3-048 0,125 0,5 0,125 8 16 64 128
CEMM 05-4-002 0,0625 0,25 0,125 8 16 64 128

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina.
T-OH: Terpinen-4-ol. CIM: Concentragdo Inibitéria Minima (ng/ml). CFM: Concentra¢do Fungicida Minima

(ng/ml).
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No que tange os resultados de sensibilidade, AMB apresentou média de CIM de 0,22
ug/ml para S. brasiliensis, 0,08 ug/ml para S. globosa e S. schenckii s. str. ¢ 0,4 pg/ml para S.
mexicana. ITC apresentou média de CIM de 0,4 pg/ml para S. brasiliensis, S. mexicana e S.
schenckii s. str. ¢ 0,13 ug/ml para S. globosa. TRB apresentou média de CIM de 0,06 pg/ml
para S. brasiliensis, 0,05 pg/ml para S. globosa ¢ 0,08 pg/ml para S. mexicana e S. schenckii s.
str.

Quanto aos valores de CIM de T-OH foi determinado em trés pontos de leitura, 50%,
80% e 100%. Nas leituras de 50% a média de CIM foi de 3,17 pg/ml para S. brasiliensis e S.
globosa, 4 pug/ml para S. mexicana e 6,35 pg/ml para S. schenckii s. str. Nas leituras de 80% a
média foi de 11,31 pg/ml para S. brasiliensis e 12,7 pug/ml para S. globosa, S. mexicana e S.
schenckii s. str. Por ultimo a leitura de 100% revelou valores médios de CIM de 28,51 pg/ml
para S. brasiliensis, 32 pg/ml para S. globosa, 40,32 ug/ml para S. mexicana e 50,80 pg/ml para
S. schenckii s. str. Por sua vez, foram obtidos valores de MFC médio de 71,84 pg/ml para S.
brasiliensis, de 101,59 pug/ml para S. globosa e S. schenckii s. str. e de 128 pg/ml para S.

mexicana.

6.2.  Influéncia de T-OH no teor de ergosterol celular

O impacto da exposi¢ao de células leveduriforme de Sporothrix spp. a diferentes
concentragdes de T-OH, por 96 horas, esta representado na Figura 10. Diminui¢des
significativas (P <0,05) na quantidade de ergosterol extraida das células fingicas foram
observadas em todas as concentragdes de T-OH avaliadas. Resultados semelhantes foram
observados para a exposicao ao ITC (controle positivo), enquanto a exposicao a AMB (controle

negativo) ndo causou alteracdes na concentragdo de ergosterol.
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Figura 10 - Quantifica¢do do conteudo de ergosterol celular de Sporothrix spp. apds exposi¢ao

a diferentes concentragdes de terpinen-4-ol.

164

14

124

10+

Ergosterol (pM)

O L] ] L] T
Controle CIM/8 CIM/4 CIM/2 CIM

& AMB - ITC - T-OH

CIM: concentracdo inibitéria minima. AMB: anfotericina B. ITC: itraconazol. T-OH: terpinen-4-ol. Leitura
realizada a 295 nm para detectar a concentrag@o de ergosterol, usando AMB como controle negativo e ITC como

controle positivo para reducgdo do teor de ergosterol. Resultados expressos em média + desvio padrao.

6.3.  Efeito da exposicédo de biofilmes de Sporothrix ao T-OH

A exposi¢ao de biofilmes maduros de Sporothrix spp. ao T-OH causou redugdes na
biomassa e na atividade metabdlica dos biofilmes, tanto na forma filamentosa quanto na forma
leveduriforme do fungo (Figura 11).

Para os biofilmes da forma filamentosa, foram observadas reducdes significativas de
biomassa e atividade metabdlica a partir da concentragdo de 128 pg/ml T-OH (p <0,05) (Figura
9A e 9B), com CIMBso de 256 ng/ml para S. brasiliensis e de 128 pug/ml para as outras espécies.
A CIMBg foi determinada como 512 pg/ml para S. schenckii s. str. e 1.024 pg/ml para as
demais espécies.

Para os biofilmes da forma leveduriforme, foram observadas redugdes significativas na
biomassa e¢ na atividade metabdlica em concentracdes a partir de 64 pg/ml (p <0,05), com
CIMBso de 64 pg/ml para S. brasiliensis e S. schenckii s. str. e 128 pg/ml para S. globosa e S.
mexicana. Para a CIMBgo, também houve variagdes entre as espécies, com valores de 64 ng/ml

para S. brasiliensis e S. schenckii s. str. e 512 ug/ml para S. globosa e S. mexicana.



Figura 11 - Efeito de terpinen-4-ol em biofilmes da forma filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp.
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S. mexicana S. schenchii s. str.
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Percentual de biomassa (A e C) e atividade metabdlica (B e D) dos biofilmes de Sporothrix spp. nas formas filamentosa (A e B) e leveduriforme (C e D), expostos a diferentes

concentragdes de terpinen-4-ol. Resultados expressos por média + desvio padrao. Asteriscos representam diferengas estatisticas (p<0,05) em rela¢do ao controle (crescimento

livre de drogas).
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6.4. Efeito de T-OH na estrutura e morfologia de biofilmes de Sporothrix

Através da microscopia confocal de varredura a laser e microscopia eletronica de
varredura, foi possivel observar a estrutura dos biofilmes de Sporothrix que foram expostos ao
T-OH (Figura 12).

O biofilme da forma filamentosa de Sporothrix sp., exposto a T-OH (1024 pg/ml),
apresentou densidade celular reduzida (Figura 12B e 12F) quando comparados ao controle
(Figura 12A e 12E). O biofilme resultante dessa exposi¢do era composto principalmente de
c¢lulas mortas ou com danos a membrana (Figura 12B), e espessura reduzida em 57%. Quanto
ao biofilme da forma leveduriforme de Sporothrix sp., apos exposi¢do ao T-OH (64 pg/ml), foi
possivel observar uma redug¢do na massa celular e espessura do biofilme (Figura 12D e 12H).
A estrutura de aglomerados de blastoconidios j4 ndo era mais percebida apds o tratamento
(Figura 12H), e as células que ainda estavam presentes nas laminas de Thermanox

apresentavam-se com viabilidade viavel reduzida, como pode-se notar na figura 12D.
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Figura 12 — Micrografias de biofilmes de Sporothrix expostos ao terpinen-4-ol.

Imagens em microscopia confocal de varredura a laser e eletronica de varredura de Sporothrix brasiliensis (CEMM 05-3-052) nas formas filamentosas (A, B, E ¢ F) e
leveduriforme (C, D, G e H). A, C, E e G: Biofilmes maduros sem exposi¢ao ao terpinen-4-ol. B, D, F e H: Biofilmes maduros expostos por 72 h ao terpinen-4-ol, em sua
concentragdo inibitoria minima capaz de reduzir 80% da atividade metabolica do biofilme (CIMBgo). Magnitude: 5200 x (H), 5000 x (G), 4032 x (E), 2500 x (F) e 400 x (A —
D). Escala: 200 pm (A — D), 50 um (F), 30 um (E) e 20 um (G & H). Lasers: 488 nm para deteccdo de SYTO9 (células viadveis em verde) e 561 nm para detecgdo de iodeto de

propidio (células mortas ou com dano de membrana em vermelho).
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6.5. Interacdo entre T-OH e antifungicos em células planctonicas

Os valores de CIM dos antifungicos AMB, ITC e TRB, isolados ou combinados com T-
OH, bem como o ICIF obtido para as formas filamentosas ¢ leveduriforme de Sporothrix spp.,
sdo mostrados na Tabela 3 e 4. Nas combinac¢des de T-OH com os antifungicos frente a forma
filamentosa de Sporothrix spp., obteve-se sinergismo com ITC e TRB com todas as cepas
testadas. Nestas combinagdes as CIMs dos antifingicos foram 4 a 16 vezes menores que as
observadas isoladamente. Por outro lado, as combinagdes com AMB foram todas indiferentes
e nenhuma interagdo de antagonismo foi observada.

Nos testes com a forma leveduriforme do fungo, resultados semelhantes foram
observados. A combinagdo de T-OH e ITC e TRB foram sinérgicas em 11/12 cepas testadas,
com indiferenga em apenas uma cepa de S. globosa para a combinagdo com ITC e uma cepa de
S. mexicana para a combinagdo com TRB. Assim como na forma filamentosa, apenas relagdes
de indiferengas foram observadas nas combinagdes com AMB e nenhuma relagdo de

antagonismo foi encontrada.

6.6. Interacdo entre T-OH e antifangicos em biofilmes maduros
Os valores de CIMBgo para os antiflingicos isolados ou combinados com T-OH, bem
como o ICIF obtido para a combinagdo contra os biofilmes das formas filamentosas e

leveduriformes de Sporothrix spp., sio mostrados nas Tabela 5 e 6.
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Tabela 3 — Concentragéo inibitoria minima e indice de concentragao inibitoria fracionada para a combinagdo de terpinen-4-ol com anfotericina B,

itraconazol e terbinafina, frente células planctonicas de Sporothrix spp., na forma filamentosa.

Concentragao inibitoria minima (pug/ml)

Indice de concentragao

Isoladas Combinadas inibitoria fracionada
Cepas T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH
T-OH AMB ITC TRB
+ AMB +ITC + TRB +AMB +ITC +TRB
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-052 128 4 2 0,125 32/2 16/0,5 16/0,031 0,75' 0,375 0,375%
CEMM 05-3-075 16 2 2 0,063 4/2 4/025  4/0,016 1,257 03755 0,58
CEMM 05-3-088 16 2 2 0,063 2/1 4/0,25 4/0,008 0,625 0,188% 0,375
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 32 0,5 2 0,063 4/0,25 8/0,25 8 /0,008 0,625' 0,375% 10,3758
CEMM 05-4-005 16 2 1 0,063 2/1 2/0/25 4/0,008 0,625' 0,375% 10,3758
CEMM 05-4-006 16 1 0,5 0,125 4/1 4/0,125 4/0,031 1,25" 0,58 0,55
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 64 1 0,5 0,125 16/0,5 16/0,125 16/0,031 0,75! 0,55 0,55
CEMM 05-4-008 32 4 2 0,25 8/4 8/0,5 4/0,063 1,251 0,55 03755
CEMM 05-4-009 16 1 2 0,125 4/1 4/0,5 4/0,031 1,251 0,55 0,55
Sporothrix schenckii
sensu stricto
CEMM 05-3-090 64 0,25 1 0,25 16/0,125 16/0,25 870,063 0,75! 0,58 0,3755
CEMM 05-3-048 32 1 0,5 0,125 8/2 870,125 870,031 2,251 0,58 0,5%
CEMM 05-4-002 64 1 0,5 0,125 16/1 870,063 16 /0,031 1,251 0,255 0,5%

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. T-OH: Terpinen-4-ol. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina. 5: Sinergismo. !: Indiferenca.
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Tabela 4 - Concentragao inibitéria minima e indice de concentragdo inibitoria fracionada para a combinagdo de terpinen-4-ol com anfotericina B,

itraconazol e terbinafina, frente células planctonicas de Sporothrix spp., na forma leveduriforme.

Concentragao inibitoria minima (pug/ml)

Indice de concentragao

Isoladas Combinadas inibitoria fracionada
Cepas T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH
T-OH AMB ITC TRB
+ AMB +ITC +TRB + AMB +ITC +TRB
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-052 16 0,25 0,25 0,031 16/0,25 4/0,063  4/0,008 21 0,55 0,55
CEMM 05-3-075 4 0,125 0,5 0,125 4/0,125 1/0,125 1/0,031 21 0,58 0,55
CEMM 05-3-088 8 0,25 0,25 0,125 8/0,25 2/0,063 1/0,031 21 0,55 03758
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 8 0,25 0,25 0,031 8/0,25 2/0,031  2/0,008 21 0,375% 0,58
CEMM 05-4-005 16 0,031 0,031 0,031 32/0,063 4/0,016 4/0,008 3! 0,75! 0,55
CEMM 05-4-006 16 0,063 0,25 0,125 16/0,063 2/0,031 2/0,031 21 0,255 03755
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 16 0,5 0,25 0,031 32/1 4/0,016 4/0,031 3! 0,3135 1,25!
CEMM 05-4-008 16 0,25 0,25 0,125 16/025 2/0,016 2/0,031 21 0,1885 10,3755
CEMM 05-4-009 8 0,5 1 0,125 4/0,25 2/0,125  2/0,008 1! 0,375% 03138
Sporothrix schenckii
sensu stricto
CEMM 05-3-090 8 0,063 0,5 0,031 8/0,063 2/0,125 1/0,008 21! 0,55 03755
CEMM 05-3-048 16 0,125 0,5 0,125 32/0,125  4/0,063  2/0,031 3! 0,375%5 0,375%
CEMM 05-4-002 16 0,063 0,25 0,125 32/0,125  4/0,031  4/0,031 3! 0,375% 0,55

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. T-OH: Terpinen-4-ol. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina. 5: Sinergismo. !: Indiferenca.
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Tabela 5 - Concentragdo inibitoria minima em biofilme e indice de concentragdo inibitéria fracionada para a combinagdo de terpinen-4-ol com

anfotericina B, itraconazol e terbinafina, frente biofilmes de Sporothrix spp., na forma filamentosa.

Concentragao inibitoria minima em biofilme (pug/ml) [ndice de concentracio
Isoladas Combinadas inibitoria fracionada
Cepas T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH
T-OH AMB ITC TRB
+ AMB +ITC + TRB +AMB +ITC +TRB
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-052 1024 128 128 16 256/128  256/32 256/ 4 1,25 0,55 0,55
CEMM 05-3-075 1024 128 128 8 128/128  128/16 128 /2 1,125 0,255 03755
CEMM 05-3-088 1024 32 128 64 512/16 256 /32 256/ 16 1! 0,58 0,58
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 2048 64 128 8 1024 /64 1024 /32 512/2 1,51 0,75! 0,55
CEMM 05-4-005 2048 128 128 16 512 /64 512/32 256/ 4 0,75! 0,58 0,375%
CEMM 05-4-006 2048 64 64 16 1024 /128 1024 /32 512 /4 2,51 1! 0,55
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 2048 128 64 16 512/256  512/64 256 /4 2,251 1,257 03755
CEMM 05-4-008 2048 128 128 64 1024 /64  512/32 512/8 1! 0,55 03755
CEMM 05-4-009 2048 64 128 32 1024/16 1024/128  512/8 0,75! 1,5¢ 0,55
Sporothrix schenckii
sensu stricto
CEMM 05-3-090 512 32 128 32 1024 /16 128 /32 128 /8 2,51 0,58 0,5%
CEMM 05-3-048 1024 128 64 16 512/256  256/16 256/ 4 2,51 0,58 0,55
CEMM 05-4-002 512 128 64 16 512/128  128/16 128 /2 21 0,55 03758

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. T-OH: Terpinen-4-ol. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina. 5: Sinergismo. !: Indiferenca.
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Tabela 6 - Concentragdo inibitoria minima em biofilme ¢ indice de concentragdo inibitéria fracionada para a combinagdo de terpinen-4-ol com

anfotericina B, itraconazol e terbinafina, frente biofilmes de Sporothrix spp., na forma leveduriforme.

Concentragao inibitoria minima em biofilme (pg/ml)

Indice de concentragao

Isoladas Combinadas inibitoria fracionada
Cepas T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH T-OH
T-OH AMB ITC TRB
+ AMB +ITC + TRB +AMB +ITC +TRB
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-052 64 64 16 8 16/ 64 16/4 16/2 1,251 0,58 0,58
CEMM 05-3-075 64 16 64 16 8/16 8/8 16/4 1,125 0,255 0,58
CEMM 05-3-088 64 32 128 8 32/16 16 /32 16/2 1! 0,58 0,58
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 512 64 32 16 256/ 64 128 /8 128 /4 1,51 0,58 0,55
CEMM 05-4-005 256 4 32 16 64 /2 64/8 64 /4 0,75! 0,58 0,55
CEMM 05-4-006 256 16 64 8 128 /16 64 /32 64/ 1 1,51 0,75 03758
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 256 32 32 16 64 /32 64 /32 64 /4 1,251 1,251 0,55
CEMM 05-4-008 512 16 32 8 256/ 8 128 /8 64 /2 1! 0,55 03755
CEMM 05-4-009 512 32 128 32 256/ 16 256/ 64 128 /8 1! 1,01 0,55
Sporothrix schenckii
sensu stricto
CEMM 05-3-090 64 8 64 16 128 /4 16/ 16 8/4 2,51 0,58 0,3755
CEMM 05-3-048 32 8 64 16 16/16 4/8 8/2 2,51 0,255 0,375%
CEMM 05-4-002 64 16 64 8 32/16 16/16 16/2 1,5! 0,58 0,5%

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. T-OH: Terpinen-4-ol. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina. 5: Sinergismo. !: Indiferenca.
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Nas combinagdes de T-OH com os antifingicos frente aos biofilmes da forma
filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp., obteve-se sinergismo na combinag¢do com ITC
para 9/12 cepas testadas, com indiferenca apenas em uma cepa de S. globosa ¢ duas cepas de
S. mexicana. Nas combinagdes com TRB houve sinergismo com todas as cepas avaliadas. Nao
foi detectada interacdo nas combinagcdes com AMB, assim como nao foi encontrado

antagonismos em nenhuma combinac¢do com os antifingicos.

22 PARTE EXPERIMENTAL

6.7. Efeito de MQSs em células planctdnicas

As CIM das moléculas de quorum sensing para as células planctonicas da forma

filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp. estdo apresentadas na tabela 7.

Tabela 7 - Concentragdo inibitoria minima de moléculas de quorum sensing exdgenas em
células planctonicas de Sporothrix spp., nas formas filamentosa e leveduriforme.

Concentragao Inibitéria Minima
Espécie Farnesol (uM) 2-feniletanol (mM)  Tirosol (mM)
FF FL FF FL FF FL

Sporothrix brasiliensis

CEMM 05-3-052  0,0625 0,03125 2 2 1 0,5
CEMM 05-3-075  0,0625 0,03125 4 1 2 0,5
CEMM 05-3-078 0,125 0,03125 8 2 8 2
CEMM 05-3-087 0,125 0,0625 2 0,5 4 1
CEMM 05-3-088 0,125 0,03125 1 1 8 2
CEMM 05-3-089  0,0625 0,0625 1 1 8 4
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 0,03125  0,03125 0,5 0,5 4 2
CEMM 05-4-005 0,0625 0,03125 2 2 1
CEMM 05-4-006 0,25 0,0625 8 1 4
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 1 0,125 1 1 4
CEMM 05-4-008 0,01563  0,03125 2 1
CEMM 05-4-009 0,5 0,125 4 1 4 1
Sporothrix schenckii
sensu stricto
CEMM 05-3-090 0,125 0,0625 2 1 8 4
CEMM 05-3-048 1 0,125 1 1 2 2
CEMM 05-4-002 0,125 0,0625 4 2 4 1

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. FF: Forma filamentosa de Sporothrix spp. FL: Forma
leveduriforme de Sporothrix spp.
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As moléculas quorum sensing mostraram valores de MIC variando de 0,01 a 1 uM para
farnesol; de 1 a 8 mM para 2-feniletanol e tirosol, para a forma filamentosa de Sporothrix spp.
Valores mais baixos foram observados contra a forma leveduriforme de Sporothrix spp., com
CIMs variando de 0,03 a 0,125 uM para farnesol; 0,5 a 2 mM para 2-feniletanol; ¢ 0,5 a 4 mM
para tirosol. O triptofol mostrou CIM maior do que 16 mM contra ambas as formas de
Sporothrix. Nenhuma diferenca significativa nos valores de CIM foi observada entre as espécies
de Sporothrix.

Para os antifingicos classicos, os valores de CIM frente a forma filamentosa de
Sporothrix spp., variaram de 0,25 a 4 pg/ml para anfotericina B; de 0,25 a 4 ug/ml para
itraconazol e de 0,03 a 0,25 pg/ml para terbinafina, enquanto para a forma leveduriforme a
variagdo foi de 0,03 a 0,5 pg/ml para anfotericina B, 0,03 a 1 pg/ml para itraconazol e 0,03 a

0,13 pg/ml para a terbinafina.

6.8. Efeito de MQSs na filamentagéo de Sporothrix spp.

Os efeitos dos QSMs na filamentagao de Sporothrix spp. podem ser vistos na Figura 13.
Farnesol ¢ 2-feniletanol foram capazes de reduzir/retardar a filamentagdo de Sporothrix em
comparagao com a filamenta¢do observada no controle sem drogas. Em contraste, o tirosol

estimulou a filamentacao das células em comparagdo com o controle sem drogas.
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Figura 13 - Efeito de moléculas de quorum sensing na filamentagdo de Sporothrix spp.

Controle Farnesol 2-feni1eta1 Tirosol
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As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (A, E, I e M), RPMI 1640 suplementado com farnesol 0,031 uM
(B, F, J e N), 2-feniletanol 0,5 mM (C, G, K e O) e | mM tirosol (D, H, L e P), com incubagdo por 0 h (A - D), 24
h(E-H),48h(I-L)e 72 h (M - P). Escala: 100 pm. As imagens foram obtidas em microscopio 6ptico com
objetiva de 40 x.

6.9. Efeito de MQSs na etapa de formacéao de biofilme

Com relagdo ao efeito das moléculas de quorum sensing durante o processo de formagao
dos biofilmes de Sporothrix spp. na forma filamentosa (Figura 14) e leveduriforme (Figura 15),

observou-se perfis de resposta diferentes para cada composto.
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A adigdo de FAR durante a formagdo de biofilme de Sporothrix spp. na forma
filamentosa (Figura 14A e 14B) reduziu a produc¢do de biomassa e atividade metabdlica a partir
da concentracdo de 0,008 uM, atingindo uma inibicdo maxima de 70% na biomassa e 66% na
atividade metabolica na concentracao de 0,063 uM (p <0,05).A adicao de 2-feniletanol reduziu
a produc¢do de biomassa e atividade metabdlica (Figura 14C e 14D) a partir da concentragdo de
0,125 mM, com redugdes maximas de 49% na biomassa ¢ 38% na atividade metabdlica na
concentragdo de I mM (p <0,05). O tirosol teve o efeito oposto (Figura 14E e 14F), aumentando
a producdo de biomassa em 24% e a atividade metabdlica em 10% nos biofilmes da forma
filamentosa de Sporothrix spp. tratados com 2 mM da droga (p <0,05). O triptofol ndo alterou
a produgdo de biomassa e a atividade metabolica do biofilme de Sporothrix spp. em forma
filamentosa.

Quanto aos efeitos das moléculas nos biofilmes de Sporothrix spp. na forma
leveduriforme (Figura 15), diferente do observado na forma filamentosa, a adicdo de FAR nao
alterou a formacao de biofilme. Quanto a adi¢ao de F-OH foi observado que assim como nos
biofilmes da forma filamentosa, o F-OH reduziu a biomassa ¢ a atividade metabolica dos
biofilmes em 19% e 13%, respectivamente (Figura 15C e 15D), na concentracao de 0,06 mM
(p <0,05), causando redugdes de 47% e 45% em biomassa e atividade metabolica,
respectivamente, a 0,5 mM (p <0,05). Nos biofilmes leveduriformes nao foram observados
estimulos na producao de biofilme por parte do TIR, ao contrario, foram observadas reducdes
(Figura 15E e 15F) de 36% na biomassa e 33% na atividade metabolica na concentracdo de 0,5
mM (p <0,05). Nessa apresentacdo morfologica a adicio de FAR ndo gerou redugdo ou
estimulos na produgao de biofilme. O triptofol ndo alterou a produgdo de biomassa e a atividade

metabolica do biofilme de Sporothrix spp. na forma leveduriforme (dados ndo mostrados).
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Figura 14 - Efeito de moléculas de quorum sensing na formacgao de biofilme de Sporothrix spp.

na forma filamentosa.
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Figura 15 - Efeito de moléculas de quorum sensing na formacao de biofilme de Sporothrix spp.

na forma leveduriforme.
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Para complementar a analise das MQSs, imagens de microscopia confocal de varredura
a laser e microscopia eletronica de varredura foram adquiridas das condi¢des que houve maior
redugdo ou estimulagdo dos biofilmes filamentosos (Figura 16) e leveduriformes (Figura 17).

As micrografias (Figura 16) mostraram que os biofilmes filamentosos formados na
presenca de FAR apresentaram uma reducdo consideravel na densidade celular e no namero de
filamentos (Figura 16B e 16F), bem como uma redu¢ao de 72% na espessura do biofilme. O F-
OH também causou uma reducao na densidade populacional no biofilme, sem uma reducao nos
filamentos (Figura 16G), além de reduzir a espessura do biofilme em 53% (Figura 16C). Um
efeito diferente foi observado nos biofilmes formados na presenca de TIR, onde foi observado
um aumento de 24% na espessura (Figura 16D), juntamente com mais filamentos do que o
observado no controle (Figura 16A).

As micrografias obtidas dos biofilmes de Sporothrix spp. na forma leveduriforme
(Figura 17) demonstraram que o F-OH causou uma reducao na densidade populacional (Figura
17C e 17G) e diminuiu a espessura do biofilme em 61% (Figura 17C) em comparagdo com o
controle (Figura 17A). Um efeito semelhante foi observado para TIR (Figura 17D e 17H), com

reducdo de 61% na espessura do biofilme.
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Figura 16 - Micrografias de biofilmes de Sporothrix sp., na forma filamentosa, formados na presenca de moléculas de quorum sensing.

Microscopia confocal de varredura a laser (A - D) e microscopia eletronica de varredura (E - H). A e E: Biofilmes formados sem exposi¢ao a droga. B e F: Biofilmes formados
na presenga de 0,063 uM de farnesol. C e G: biofilmes formados na presenca de 1mM de 2-feniletanol. D e H: Biofilmes formados na presenga de 2 mM de tirosol. Magnitude:

3.000 x (E - H), 400 x (A - D). Escala: 200 um (A - D) e 50 um (E - H). Lasers: 488 nm para detec¢ao de SYTO9 e 561 nm para detecg¢ao de iodeto de propidio.
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Figura 17 - Micrografias de biofilmes de Sporothrix sp., na forma leveduriforme, formados na presenca de moléculas de quorum sensing.
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Microscopia confocal de varredura a laser (A - D) e microscopia eletronica de varredura (E - H). A e E: Biofilmes formados sem exposi¢ao a droga. B e F: Biofilmes formados
na presenca de 0,031 uM de farnesol. C e G: Biofilmes formados na presenca de 0,5 mM de 2-feniletanol. D e H: Biofilmes formados na presenga de 0,5 mM de tirosol.

Magnitude: 3.000 x (E - H), 400 % (A - D). Escala: 200 um (A - D) e 20 um (E - H). Lasers: 488 nm para deteccao de SYTOO e 561 nm para deteccao de iodeto de propidio.
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6.10. Sensibilidade de biofilmes de Sporothrix spp. as MQSs

Os valores de CIMB das MQSs para os biofilmes da forma filamentosa e leveduriforme
de Sporothrix spp. estdo listados na tabela 8. Para biofilmes filamentosos, os valores médios de
CIMBsode FAR foram de 20,16 uM para S. brasiliensis, 16 uM para S. globosa, 10,08 uM para
S. mexicana e 12,7 uM para S. schenckii s. str. Valores semelhante foram observados com F-
OH, sendo 12,7 mM para S. brasiliensis, 10,08 mM para S. globosa, 16 mM para S. mexicana
e 12,7 mM para S. schenckii s. str. Ja para os dados obtidos com TIR percebe-se valores mais
elevados com CIMBs5 de 80,63 mM para S. brasiliensis, 101,59 mM para S. globosa, 64 mM
para S. mexicana e 80,63 mM para S. schenckii s. str. Nao foi observada inibi¢ao por parte do
TRP.

Tabela 8 - Concentragdo inibitéria minima em biofilme de moléculas de quorum sensing

exogenas frente biofilmes de Sporothrix spp., nas formas filamentosa e leveduriforme.

Concentragao Inibitoria Minima em Biofilme

Espécie Farnesol (uM) 2-feniletanol (mM)  Tirosol (mM)
FF FL FF FL FF FL
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-052 8 8 16 4 128 64
CEMM 05-3-075 32 4 16 8 128 32
CEMM 05-3-078 16 4 16 16 64 128
CEMM 05-3-087 32 8 8 4 64 64
CEMM 05-3-088 16 2 8 8 64 128
CEMM 05-3-089 32 1 16 16 64 64
Sporothrix globosa
CEMM 05-4-004 8 2 8 8 64 128
CEMM 05-4-005 16 4 8 8 128 64
CEMM 05-4-006 32 2 16 16 128 128
Sporothrix mexicana
CEMM 05-3-101 16 1 16 16 64 32
CEMM 05-4-008 8 16 32 4 64 64
CEMM 05-4-009 8 8 8 16 64 64
Sporothrix schenckii
sensu stricto
CEMM 05-3-090 16 2 32 16 64 32
CEMM 05-3-048 8 4 8 8 128 128
CEMM 05-4-002 16 4 8 4 64 64

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. FF: Forma filamentosa de Sporothrix spp. FL: Forma
leveduriforme de Sporothrix spp.
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Para biofilmes leveduriformes, os valores médios de CIMBso de FAR foram de 3,56 uM
para S. brasiliensis, 2,52 uM para S. globosa, 5,04 uM para S. mexicana e 3,17 uM para S.
schenckii s. str. Os valores observados com F-OH foram cerca de 3 vezes maiores, com CIMBsg
de 8 mM para S. brasiliensis e S. schenckii s. str. e 10,08 mM para S. globosa e S. mexicana. Ja
para os dados obtidos com TIR percebe-se valores mais elevados com CIMB5o de 71,84 mM
para S. brasiliensis, 101,59 mM para S. globosa, 50,8 mM para S. mexicana e 64 mM para S.
schenckii s. str. TRP também nao apresentou atividade inibitéria nos biofilmes leveduriformes

de Sporothrix spp.

32 PARTE EXPERIMENTAL

6.11. Escolha do software de acoplamento

Em uma terceira etapa deste estudo, trabalhamos no desenvolvimento de um software
em formato de plugin em linguagem Java, denominado como “QuantyFilm”, destinado a analise
da fluorescéncia de imagens adquiridas por microscopia confocal de varredura a laser. Dentre
as plataformas disponiveis que atenderam aos requisitos definidos anteriormente, estavam os
softwares Fiji, MatLab e ImageJ. Destes escolhemos aquela que apresenta maior nimero de
citagdes em trabalhos cientificos, o programa de processamento de imagens Imagel,
desenvolvido por Wayne Rasband, do National Institute of Menthal Health (NIMH) em
Maryland, USA.

6.12. Estrutura de funcionamento

O sistema foi desenvolvido para realizar a quantificacao da intensidade de fluorescéncia
dos fluorocromos Syto9 e iodeto de propidio a fim de avaliar indiretamente a propor¢ao de
células vidveis e inviaveis presentes nos biofilmes.

O esquema de funcionamento da ferramenta ¢ exemplificado na figura 18, seguindo:

1°) Abertura do software ImagelJ e da imagem a ser quantificada;

2°) Navegar pelo menu “Plugins” até a opg¢ao “QuantyFilm”;

3°) A ferramenta exibe os dados do desenvolvedor e da versao em utilizagao;

4°) A préxima janela aberta solicita a escolha do protocolo que se deseja utilizar para

quantifica¢do;
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5°) Apos varredura dos Slices do biofilme o sistema gera um média da fluorescéncia dos
fluorocromos utilizados no referido protocolo;
6°) Uma vez gerado o resultado o usudrio tem a opc¢ao de exportar o resultado em arquivo

“xls” para utilizagao em outras plataformas.

Figura 18 - Esquema de funcionamento do plugin QuantyFilm.
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6.13. Quantificacéo de viabilidade celular por fluorescéncia

Uma vez adquiridos os resultados da quantificagdo da fluorescéncia dos corantes Syto9
e iodeto de propidio utilizando o sistema QuantyFilm, os dados foram transformados em
porcentagem relativa utilizando os resultados do biofilme “controle” (livre de droga) como
referéncia de 100%. A mesma conversdo foi realizada com os dados de atividade metabolica
quantificados por leitura XTT em espectrofotometro a 492nm.

Os resultados mostraram que uma redugao na viabilidade celular dos biofilmes de 53,7%
no tratamento com a CIMB5¢ de ITC e de 86,4% no tratamento com a CIMBgo de ITC (Figura
19D). No ensaio de reducdo de XTT para avaliagdo da atividade metabolica, as redugdes
encontradas anteriormente para ensaios paralelos eram de 56,6% no tratamento com CIMBs5

de ITC e de 83,8% no tratamento com CIMBgo de ITC (Figura 19E).
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Figura 19 — Analise de viabilidade celular e atividade metaboélica de biofilmes de Sporothrix

brasiliensis.
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CIMBsy: concentragdo inibitoria minima capaz de inibir 50% da atividade metabdlica dos biofilmes. CIMBgo:
concentragdo inibitoria minima capaz de inibir 80% da atividade metabolica dos biofilmes. ITC: Itraconazol. A:
Biofilme nio tratado. B: Biofilme tratado com a CIMBsy de ITC. C: Biofilmes tratado com CIMBg, de ITC. D:
Resultado da quantificag@o (n =27 imagens) de fluorescéncia de Syto9 pelo sistema QuantyFilm. E: Resultado da
quantificacdo (n = 27 leituras) de atividade metabodlica por ensaio de reducdo de XTT lido em espectrofotdmetro
a 492nm. Lasers: 488 nm para detec¢ao de Syto9 (células viaveis em verde) e 561 nm para deteccao de iodeto de

propideo (células mortas ou com dano de membrana em vermelho).

A correlacdo entre os dados obtidos pelas duas metodologias foi determinada pelo teste
de analisada pelo teste de Pearson, obtendo-se um valor de r de 0,9824 (0,9724 - 0,9888), com
p <0,0001. A partir de uma analise de regressao linear, foi determinada a equacao da reta como

sendo Y =26,82X — 1,414 (Figura 20).
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Figura 20 — Analise de correlagao entre intensidade de fluorescéncia de Syto9 obtida pelo

método QuantyFilm e absorbancia mensurada no ensaio de reducdo de XTT.
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obtida por QuantyFilm nas mesmas condi¢des.
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7 DISCUSSAO

O T-OH ¢ um monoterpeno que possui atividade antimicrobiana relatada em estudos in
vitro e in vivo (MARTINEZ et al., 2014; NINOMIYA et al., 2012). Os efeitos antifungicos de
T-OH foram anteriormente descritos por Tonon et al. (2018) frente espécies de Candida (CIM:
4.530 pg/ml). Ademais estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram
que T-OH possui atividade antifungica frente as formas filamentosas (MIC: 20 a 1.420 pg/ml)
e leveduriformes (MIC: 40 a 350 ug/ml) de H. capsulatum (BRILHANTE et al., 2016) ¢ a
forma filamentosa de C. posadasii (MIC: 350 a 1420 pg/ml) (BRILHANTE et al., 2016) ¢
Sporothrix spp. (MIC: 87,9 a 1429,8 pg/ml) (BRILHANTE et al., 2015b). Em sequéncia as
informacodes descritas nos trabalhos supracitados, trazemos no presente estudo a avaliacao da
atividade antifingica de T-OH e seus efeitos sobre o teor de ergosterol em células planctdnicas
leveduriformes de Sporothrix spp., seu potencial antifungico frente biofilmes formados das
formas filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp. e suas interagdes com as drogas

antiflingicas utilizadas no tratamento da esporotricose.

A atividade antifingica de T-OH frente as células planctonicas leveduriformes de
Sporothrix spp. foi observada com CIM variando de 4 a 32 ug/ml. Em estudos anteriores
(BRILHANTE et al., 2015b) determinamos as CIM de T-OH para a forma filamentosa de
Sporothrix spp. com valores de 87,9 a 1.429,8 pg/ml. Essa variagdo na sensibilidade das
diferentes morfologias de Sporothrix spp. pode ocorrer por diferengas nas propor¢des dos
constituintes da parede celular do fungo, como glicosamina e p-1,3-glucano (MARTINEZ-

ALVAREZ et al., 2017).

Embora o mecanismo de acdo do T-OH sobre células fungicas ainda ndo tenha sido
esclarecido, alguns autores indicam que terpenos como o T-OH, podem atuar interferindo na
biossintese de ergosterol celular (BRILHANTE et al., 2016). Nesse estudo avaliou-se as
alteragdes no teor de ergosterol celular da forma leveduriforme de Sporothrix spp., apds a
exposicao as concentragdes sub-inibitérias de T-OH. Os resultados obtidos mostram a redugao
de até 73% no teor de ergosterol das células tratadas com esse terpeno. Esse resultado foi
semelhante ao observado para itraconazol. O ergosterol ¢ o esterol encontrada de forma
predominante nas células fingicas, sendo responsavel por regular a fluidez e permeabilidade
da membrana. Estudos relatam que monoterpenos, como o T-OH, possuem uma caracteristica
lipofilica, e por isso apresentam acdo direta sobre a estrutura da membrana celular (HAMMER;

CARSON; RILEY, 2004; MARCOS-ARIAS et al., 2011; PARVEEN et al., 2004).
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Baseando-se no biofilme como sendo um fator de resiliéncia para a sobrevivéncia dos
microrganismos, investigou-se a atividade antifungica do T-OH contra os biofilmes de
Sporothrix spp., nas suas formas filamentosa e leveduriforme. Tanto para os biofilmes da forma
filamentosa quanto para a forma leveduriforme de Sporothrix spp. as espécies S. brasiliensis e
S. schenckii s. str. apresentaram-se mais responsivas ao T-OH, quando comparadas a S. globosa
e S. mexicana. Ademais, observamos uma melhor atividade do T-OH frente aos biofilmes da
forma leveduriforme de Sporothrix spp., quando comparada aos biofilmes da forma
filamentosa. Para a forma filamentosa de Sporothrix spp., os valores de CIMBsgo de T-OH foram
em média 40 vezes maiores que os valores de inibi¢ao para células planctonicas, enquanto para
a forma leveduriforme essa diferenca foi cerca de 20 vezes maiores, demonstrando um aumento

na tolerancia a este farmaco quando o fungo esta na forma de biofilme.

A elevada tolerancia dos biofilmes pode estar relacionada a varias caracteristicas
observadas nos biofilmes, como superexpressao de bombas de efluxo, alteragdes na fisiologia
geral da célula, alta densidade celular e presenca de matriz extracelular (RAMAGE et al., 2012).
As diferencas observadas na tolerdncia dos biofilmes das apresentacdes filamentosa e
leveduriforme desses fungos podem ter ocorrido por diferencas na intensidade de formacao de
biofilme, uma vez que a forma filamentosa forma biofilmes mais robustos e com biomassa

superior a forma leveduriforme (BRILHANTE et al., 2018b; SILVA, 2017).

Embora sejam escassos os trabalhos que avaliaram a atividade de T-OH em biofilmes
de fungos, Tonon et al. (2018) relataram a inibi¢do de biofilmes de Candida spp. em
concentragdes de 2031 pg/ml. Também foi demonstrado que nanoparticulas de T-OH possuem
potencial antifiingico contra o biofilme de C. albicans (SUN; ZHANG:; LI, 2012). Ademais,
Bucci et al. (2018) relataram que micelas contendo T-OH possuiam atividade antiaderente,
causando a desagregacdo de células de Candida spp. previamente aderidas a superficies,

desestruturando assim os biofilmes previamente formados.

Quando combinado com os antifingicos o T-OH apresentou sinergismo com itraconazol
e terbinafina e indiferencas nas combinagdes com anfotericina B. Considerando que o
mecanismo de acdo do T-OH nao ¢ totalmente compreendido, ¢ dificil explicar o sinergismo
observado com os agentes antifingicos, uma vez que este pode atuar em mais de um alvo.
Alguns mecanismos tém sido propostos para a atividade antimicrobiana dos terpenos. Por
exemplo, Oyedemi et al. e Zengin and Baysal mostraram que um composto quimico

semelhante, a-terpineol, inibiu varias cepas de bactérias gram positivas e gram negativas por
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desestabilizacdo das membranas celulares. Além disso, a interagcdo com alvos intracelulares

também ¢ sugerida (HYLDGAARD; MYGIND; MEYER, 2012).

Neste estudo, demonstramos que o T-OH reduz o conteudo de ergosterol em Sporothrix
spp. Considerando a acdo do itraconazol para inibir a 14-o-desmetilase e a terbinafina para
inibir a esqualeno epoxidase, ambas envolvidas na biossintese do ergosterol (PRASAD; SHAH;
RAWAL, 2016), e o efeito do T-OH para reduzir o conteido de ergosterol observado neste
estudo, hipotetizamos que este composto também pode inibir enzimas relacionadas com a
sintese de ergosterol. Dessa forma, sua combinagdo com itraconazol e terbinafina poderia estar
causando a inibi¢do de diferentes pontos da cascata de biossintese do ergosterol, justificando

assim o sinergismo observado entre essas drogas (JOHNSON et al., 2004).

As combinagdes de T-OH com anfotericina B apresentaram resultados indiferentes.
Outros estudos avaliando a combinacao de anfotericina B com drogas que atuam na biossintese
de ergosterol também encontraram resultados indiferentes (KALKANCI et al., 2010; LI et al.,
2010; SANTOS et al., 2012). Embora ndo haja uma explicagdo clara para esse resultado,
algumas hipoteses podem ser tracadas com base nos mecanismos de agdo dessas drogas.
Classicamente, o mecanismo de a¢do da anfotericina B € descrito como a formagao de poros na
membrana celular ap0s a ligagdo ao ergosterol (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA,
2012; PRASAD; SHAH; RAWAL, 2016), o que teoricamente poderia gerar antagonismo
quando esta droga ¢ combinada com outras que atuam reduzindo a producdo de sua molécula
alvo. Entretanto, tem sido descrito que a formag¢ao de poros na membrana ndo ¢ a Uinica forma
pela qual a anfotericina B exerce sua atividade, atuando também pela indug@o de dano oxidativo
na cé¢lula (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012). A presenga desse segundo
mecanismo de agdo, por indu¢do do estresse oxidativo, que independe da ligacao ao ergosterol,
poderia explicar, pelo menos em parte, por que a combinacdo da anfotericina B e T-OH nao

gerou resultados antagonicos, mas sim resultados indiferentes.

Em estudos anteriores que avaliaram a absor¢do e distribuicdo cutanea de terpenos, foi
relatado que o T-OH tem penetragdo cutanea rapida e progressiva apos a aplicagao topica (CAL;
KUPIEC; SZNITOWSKA, 2006). Considerando que aproximadamente 95% dos casos de
esporotricose apresentam as formas cutanea localizada e linfocutanea da doenca, caracterizada
pelo aparecimento de lesdes cutaneas nodulares (OROFINO-COSTA et al., 2017), o T-OH
pode se tornar um composto interessante para o estudo e desenvolvimento de formulagdes

topicas para fins terapéuticos.
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Ao longo deste estudos também foi avaliado os efeitos de quatro MQSs (farnesol,
tirosol, 2-feniletanol e triptofol). Os efeitos do QSM sdao descritos principalmente na
morfogénese (transicdo da forma esférica para hifas), inicio da morte celular programada,
apoptose e patogenicidade. Em comunidades de biofilme, QSM pode afetar o biofilme (fase de
adesdo, proliferacao, filamentag¢do, maturacao e dispersao), regulacdo da morfologia celular e

densidade populacional (RODRIGUES; CERNAKOVA, 2020).

Nos testes de sensibilidade com células planctonicas, o farnesol apresentou atividade
antifungica em ambas as formas, filamentosas e de leveduriforme, de Sporothrix spp. Os valores
de CIM do farnesol foram inferiores aos obtidos em outros estudos, como com Aspergillus
fumigatus, em que a CIM foi superior a 32.000 uM (WONGSUK; LUPLERTLOP;
SUKPHOPETCH, 2020), e Candida albicans, onde o farnesol apresentou CIM de 56,25 uM
(CORDEIRO et al., 2013). Nossos resultados todavia, sdo semelhantes aos observados para
outros fungos dimorficos, nos quais o farnesol apresentou CIM de 0,285 uM contra C. posadasii
(BRILHANTE et al., 2013) ¢ 0,01 uM para H. capsulatum (BRILHANTE et al., 2015a). O
mecanismo de acdo do farnesol em células eucariontes esta liado a inibi¢do da biossintese do
colesterol (DELMONDES et al., 2019) e alguns autores sugerem que o efeito antifungico do
farnesol esté ligado a inibindo a sintese de ergosterol, causando alteracdes na membrana celular
(BRILHANTE et al., 2013; POLKE et al., 2018). Todavia a indugdo de apoptose também ja foi
apontada como um dos métodos pelos quais farnesol exerce seu efeito antimicrobiano (WANG
et al., 2014).

Assim como o farnesol, o 2-feniletanol também apresentou atividade antifungica contra
as formas filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp. O efeito antimicrobiano do 2-
feniletanol foi relatado anteriormente contra C. albicans, Candida dubliniensis, S. cerevisiae,
Aspergillus spp., Penicillium spp. e Rhizopus spp. (FINDRI-GUSTEK et al., 2012; HAN et al.,
2013; LIU et al., 2014). Estudos indicam que o efeito inibitdrio do 2-feniletanol esta relacionado
a inibicao da sintese de RNA, DNA e proteinas, ou mesmo causando danos de membrana e
metabolismo celular (JIN et al., 2018; LIU et al., 2014). Assim, o 2-feniletanol poderia estar
interferir na sintese de proteina ou causando danos de membrana em células de Sporothrix spp.

A terceira molécula de quorum sensing avaliado, o tirosol, ja foi relatada em estudos
anteriores, com CIM de 4,2 mM contra Candida spp. (JAKAB et al., 2019), CIM de 5,5 mM
contra a forma filamentosa de C. posadasii (BRILHANTE et al., 2016), ¢ CIM de 5,9 mM e
0,88 mM para células filamentosas e leveduriforme de H. capsulatum, respectivamente

(BRILHANTE et al., 2016). Concentracdes inibitorias semelhantes de tirosol foram observadas
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contra Sporothrix spp. em ambas as formas filamentosas e de levedura. Um estudo baseado no
perfil de expressdo génica de C. albicans mostrou que o tirosol afeta a regulagdo do ciclo
celular, a replicacao do DNA e a segregagao cromossomica (JAKAB et al., 2019), podendo ser
esse 0 mecanismos de a¢ao contra as células de Sporothrix spp.

Em geral, as CIM para farnesol, 2-feniletanol e tirosol contra a forma leveduriforme de
Sporothrix spp. foram 2 ou 4 vezes mais baixos do que os obtidos para a forma filamentosa.
Essa diferenga na suscetibilidade ¢ comum e foi observada em varios estudos que avaliaram as
duas apresentagdes morfologicas desse fungo (BRILHANTE et al., 2018a; GUTIERREZ-
GALHARDO et al., 2010; SANCHOTENE et al., 2017). Essa diferenca pode estar relacionada
a diferenca nas proporgdes constituintes da parede celular fungica entre as formas filamentosas
e leveduriforme de Sporothrix spp., como glucosamina, glicose e B-1,3-glucana (MARTINEZ-
ALVAREZ et al., 2017). A parede celular é uma estrutura importante para o crescimento de
fungos, pois confere estabilidade osmotica e protege contra o estresse. Além disso, essa
estrutura é responsavel por manter a forma celular. Mudangas na estrutura da parede celular
foram relacionadas a diminuigdo da suscetibilidade a AMB em Candida spp. (MESA-
ARANGO et al., 2016). Assim, essas diferencas na composi¢cdo da parede celular entre as
formas filamentosas ¢ leveduriforme de Sporothrix spp. poderiam influenciar o perfil de
sensibilidade aos compostos.

As MQSs aqui estudados, foram descritos pela primeira vez em C. albicans
(WONGSUK; PUMEESAT; LUPLERTLOP, 2016) e estao intimamente relacionados ao
controle morfoldgico desse patdogeno flingico. No entanto, varios estudos ja descreveram
diferentes efeitos desses MQSs na morfologia, formagao de biofilme e atividade antifingica
contra diferentes fungos (MEHMOOD et al., 2019), com efeitos dependentes das espécies
fingicas estudadas (SEBAA; BOUCHERIT-OTMANI; COURTOIS, 2019). Farnesol, tirosol,
2-feniletanol e triptofol sdo frequentemente estudados por seu importante papel na modulacao
do processo de filamentacao e formacao de biofilme. Neste estudo, investigamos os efeitos
dessas quatro moléculas de quorum sensing exdgenas na filamentagdo e formagéo de biofilme
de Sporothrix spp. Nesses experimentos, optou-se por usar concentragdes sub-inibitorias de
MQSs para garantir que ndo houvesse inibi¢do do crescimento celular.

A exposi¢ao ao farnesol causou uma redugdo na filamentagao e formacao de biofilme
por Sporothrix spp. na forma filamentosa. Os biofilmes formados na presenga desta MQS
consistiam predominantemente de conidios e filamentos esparsos quando observados por
microscopia confocal de varredura a laser, sem células danificadas observadas. No caso de

biofilmes de levedura, nenhum efeito inibitério foi observado em concentragdes sub-inibitorias
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de farnesol. Estudos anteriores ja demonstraram que o farnesol bloqueia a transi¢do morfoldgica
de levedura para hifa, evitando a formagdo de biofilme em C. albicans e Trichosporon spp.
(CORDEIRO et al., 2019; HALL et al., 2011). A redugao da filamentagao também foi descrita
em outros fungos dimorficos, como Paracoccidioides spp., reduzindo a formagdo de tubo
germinativo em até 85%, sem afetar a viabilidade celular (DERENGOWSKI et al., 2009). Uma
vez que a presenca de multiplas camadas de filamentos ¢ uma marca registrada dos biofilmes
filamentosos (HARDING et al., 2009), formulamos a hipdtese de que a redugdo observada nos
biofilmes de Sporothrix spp. se deve, em parte, a inibi¢do da filamentagdo pelo farnesol.

O 2-feniletanol também causou inibi¢cdo da filamentagdo ¢ formagdo de biofilme por
Sporothrix spp. A microscopia revelou que os biofilmes formados na presenga de 2-feniletanol
mantiveram sua integridade celular, conforme percebido pela auséncia de células coradas com
iodeto de propidio. 2-feniletanol ¢ um MQS que inibe a formag¢do de tubo germinativo e
biofilme por C. albicans (CHEN; FINK, 2006). Estes efeitos de inibi¢do do filamento podem
explicar a atividade observada do 2-feniletanol em Sporothrix spp. Estudos anteriores também
mostraram que varias vias celulares importantes sdo alteradas pelo tratamento com 2-
feniletanol, incluindo aquelas de sintese de aminoécidos e proteinas, ciclo celular e morte
celular, que se comunicam e trabalham colaborativamente na inibi¢ado fingica (LIU et al., 2014;
PU et al., 2014).

Ao contrario do farnesol e do 2-feniletanol, o tirosol causou um aumento na
filamentagdo e¢ na biomassa ¢ atividade metabolica dos biofilmes filamentosos de Sporothrix
spp. A microscopia confocal de varredura a laser revelou a formagdo de um biofilme mais
espesso na presenga de tirosol e um aumento dos filamentos, formando uma espessa malha de
hifas. O tirosol estimula a formagdo de tubos germinativos, pseudo-hifas e biofilmes de C.
albicans (ALEM et al., 2006). Este efeito parece ser dependente da concentragdo de tirosol
utilizada, uma vez que Cordeiro et al. (2015) relataram que o tirosol exdgeno adicionado no
periodo de formagdo do biofilme de C. albicans foi capaz de reduzir significativamente a
formagdo do biofilme, ao invés de estimular sua formagdo como indicado por Alem et al.
(2006). Assim, o aumento do biofilme filamentoso de Sporothrix spp. pode ser devido a
estimulacdo da producao de filamentos pelo tirosol.

Como a formacdo de biofilme ¢ um fator de resiliéncia para a sobrevivéncia de
microrganismos, investigamos a atividade antifungica do farnesol, 2-feniletanol, tirosol e
triptofol contra os biofilmes maduros de Sporothrix spp. Nesta etapa do estudo, passamos a
utilizar concentragdes variando de 1 a 128 a concentra¢do inibitéria minima de células

planctonicas, a fim de verificar a capacidade dessas MQSs em eliminar os biofilmes maduros.
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Os valores CIMBs5o das MQSs foram em média 73, 8 e 46 vezes maiores do que os
valores CIM do farnesol, 2-feniletanol e tirosol, respectivamente. Isso demonstra um aumento
da tolerancia a essa droga quando o fungo esta na forma de biofilme. Essa maior tolerancia de
células sésseis pode estar relacionada a varias caracteristicas observadas em biofilmes, como
superexpressdo de bombas de efluxo, alteracdes na fisiologia celular geral, alta densidade
celular e presenca de matriz extracelular (BORGHI; BORGO; MORACE, 2016).

No que tange o efeito de moléculas como terpinen-4-ol, moléculas de quorum sensing
e antifiingicos de uso clinico sobre biofilmes fungicos, diferentes técnicas podem ser utilizadas
para averiguar seu potencial inibitorio. As técnicas colorimétricas comumente utilizadas, como
ensaio de redugdo de XTT ou MTT, visam demonstrar a redugdo na viabilidade celular dos
biofilmes apods tratamento com o composto avaliado. Outras técnicas, como a microscopia
confocal de varredura a laser, demonstra visualmente o efeito antifingico observado pelas
técnicas colorimétricas (AZEREDO et al., 2017; WILSON et al., 2017). Embora as imagens
adquiridas por microscopia sejam comumente utilizadas para ilustrar ou descrever apenas de
forma qualitativa o efeito antimicrobiano, elas possuem um grande potencial para exploracao e
extracdo de dados quantitativos do experimento.

A capacidade de processar e analisar o grande volume de imagens produzidas pela
técnicas de microscopia aumenta a necessidade de ferramentas especializadas (WIESMANN et
al., 2015). Ha uma série de ferramentas de processamento de imagens comerciais e de codigo
aberto disponiveis, e a gama de funcionalidades implementadas ¢ significativa (COLLINS,
2007; HEYDORN et al., 2000a). No entanto, o proposito geral da maioria dessas ferramentas
dificulta o dominio ou o uso especifico do aplicativo por leigos, ou seja, nao ¢ facil para um
pesquisador usar esse software geral para analisar imagens biologicas, sem compreender as
especificidades do processamento de imagens e algoritmos de anélise (WIESMANN et al.,
2015). Assim, o desenvolvimento de ferramentas de andlise de imagens biologicas para o
usudrio final ¢ considerado util (WILSON et al., 2017), essencialmente para a analise de
resultados de fluorescéncia obtidos por metodologias de avaliagdo da atividade antifingica de
drogas.

O presente estudo também se destinou a desenvolver um plugin, denominado
QuantyFilm, para quantificagdo de fluorescéncia em imagens biofilmes, adquiridas por
microscopia confocal de varredura a laser. A fim de verificar a eficacia do plugin QuantyFilm,
os dados da quantificagdo foram confrontados com dados de ensaio de reducao de XTT, teste
comumente utilizado para avaliar o efeito inibitério de drogas sobre biofilmes (CORTE et al.,

2019).
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A alta correlagdo () encontrada entre os dados obtidos pelas duas metodologias foi de
0,9824 (0,9724 - 0,9888), demonstrando a possivel aplicagdo desta técnica em estudos com
foco na avaliagdo da atividade antimicrobiana de drogas. Até o estagio atual de
desenvolvimento da ferramenta, mais esfor¢o foi colocado na estruturacao do codigo em
linguagem aberta do que na exploragdo da diversidade de usos possiveis. Outras melhorias de
usabilidade podem incluir a padronizagdo de quantificacdo de fluorescéncias advindas de

fluoroforos em diferentes espectros de cor.
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CONCLUSOES

e Terpinen-4-ol possui atividade antiflingica contra células planctonicas e biofilmes
maduros de Sporothrix spp., nas formas filamentosa e leveduriforme;

e Terpinen-4-ol reduz o teor de ergosterol celular em células leveduriformes de
Sporothrix spp.;

e Terpinen-4-ol apresenta sinergismo com itraconazol e terbinafina frente células
planctonicas e biofilmes maduros de Sporothrix spp., nas formas filamentosa e
leveduriforme;

e Farnesol, 2-feniletanol e tirosol possuem atividade antifingica contra células
planctonicas ¢ biofilmes maduros de Sporothrix spp., nas suas formas filamentosa e
leveduriforme;

e Farnesol e 2-feniletanol reduzem, em concentragdes sub-inibitorias, a formagao de
biofilmes de Sporothrix spp., na sua forma filamentosa;

e Tirosol estimula, em concentracdes sub-inibitdrias, a producdo de biofilme de
Sporothrix spp., na sua forma filamentosa;

o 2-feniletanol e tirosol reduzem, em concentracdes sub-inibitorias, a formacdo de
biofilmes de Sporothrix spp., na sua forma leveduriforme;

e O plugin QuantyFilm gera resultados de quantifica¢ao de fluorescéncia de Syto9 em
imagens de microscopia confocal de biofilmes de Sporothrix spp. correlacionaveis com

a quantificacdo de atividade metabolica por ensaio de redugao de XTT.
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Aim: This study investigated the effect of terpinen-4-ol against Sporothrix schenckii complex and its in-
teractions with antifungals. Materials & methods: The antifungal activity of terpinen-4-ol was evaluated
by broth microdilution. The potential effect on cellular ergosterol concentration was evaluated by spec-
trophotometry. The antibiofilm activity was evaluated by violet crystal staining and XTT reduction assay.
The potential pharmacological interactions with antifungals were evaluated by the checkerboard assay.
Results: terpinen-4-ol (T-OH) showed minimal inhibitory concentrations ranging from 4 to 32 mg/| de-
creasing cellular ergosterol content and presented a SMIC ranging from 64 to 1024 mg/| for Sporothrix
spp. The combinations of T-OH with itraconazole or terbinafine were synergistic. Conclusion: T-OH has
antifungal activity against Sporothrix spp. and acts synergistically with standard antifungals.

First draft submitted: 17 May 2019; Accepted for publication: 6 August 2019; Published online:
18 October 2019

Keywords: antifungals e biofilm e ergosterol e planktonic e Sporothrix e synergism e terpinen-4-ol

Sporotrichosis is a subcutaneous infection caused by a dimorphic fungi belonging to Sporothrix schenckii complex [1].
This is the most common subcutaneous fungal infection in the world with high prevalence in Latin America, India,
Australia, South Africa, China and Japan [2].

Although the planktonic growth form of Sporothrix spp. has been extensively studied, both in its filamentous
and yeast forms, it has been demonstrated in recent years that these fungi, like other microorganisms, are capable
for forming biofilms. While in their filamentous planktonic form they grow as hyaline hyphae with lateral and
terminals conidia in simpodial arrangement, their yeast form they present as oval cells, sometimes elongated, and
with budding [3]. Once they are organized in biofilms, they begin to present the production of extracellular polymer
matrix [4,5]. The formation of biofilms of Sporothrix spp., in their filamentous or yeast form, occurs after the initial
adhesion of the cells to a surface and ensues with cell multiplication and extracellular matrix production until the
formation of the mature biofilm. The filamentous form is characterized by the formation of multiple layers of
interlaced hyphae with conidia embedded in a dense layer of the extracellular polymer matrix, while the yeast form
of these fungi form biofilms composed of multiple blastoconidia covered by the extracellular polymeric matrix.
Although they have distinct morphologies, both biofilms have low responsiveness to antifungal drugs [4,5].

The pharmacological arsenal available to treat sporotrichosis is still scarce, with itraconazole as the drug of choice,
potassium iodide and terbinafine as therapeutic alternatives for cutaneous forms of the disease, and amphotericin
B for the treatment of extracutaneous and disseminated forms [6]. This limited therapeutic arsenal, associated with
the emergence of the resistant phenotypes of Sporothrix spp. leading to an increasing number of refractory [7-10], has
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properties of natural products has attracted much attention [12,13]. Many natural products have already demonstrated
antifungal activity against the species of Sporothrix spp. such as Apis mellifera and Tetragonisca angustula extracts [14],
essential oil of Origanum vulgare Linnaeus (15, curcumin [16] and terpenes [17]. An example of terpene compounds is
terpinen-4-ol (T-OH), a monoterpene present in the essential oil of Melaleuca alternifolia, which exhibits antifungal
properties in vitro against filamentous, yeast and dimorphic fungi [18-20].

In a previous study, our research group investigated the effect of T-OH on the planktonic growth of the
filamentous form of Sporothrix species [17). Keeping on this line of research, this study investigated the effects of
T-OH on planktonic growth and ergosterol concentration of Sporothrix spp. yeast cells, its effects on filamentous
and yeast biofilms, and the result of its interaction with conventional antifungals used to treat sporotrichosis.

Material & methods

Microorganisms

Fifteen strains of clinical isolates belonging to the S. schenckii complex were used: six Sporothrix brasiliensis, three
Sporothrix globosa, three Sporothrix mexicana and three Sporothrix schenckii sensu stricto. The isolates were obtained
from the culture collection of the Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM) of Federal University
of Cear4, Brazil. These strains were previously characterized at the species level by sequencing the calmodulin
locus region [21,22]. For experimentation with the filamentous form, cultures were grown on potato dextrose agar
(Himedia, Mumbai, India) and incubated at 28°C for 7 days. To obtain the yeast form, cultures were perfused
in brain and heart infusion medium (BHI, Himedia) at pH 7.8, supplemented with 2% glucose and incubated
at 37°C at 120 r.p.m orbital rotation for 7 days [23]. In addition, Candida parapsilosis ATCC 22019 and Candida
krusei ATCC 6258 strains were used as controls in the antifungal susceptibility experiments in planktonic cells.

Drugs

T-OH (Sigma-Aldrich, MO, USA) was diluted in DMSO [18] at stock concentrations of 20,000 mg/1. Amphotericin
B (AMB; Sigma-Aldrich), itraconazole (ITC; Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgium) and terbinafine (TRB;
Sigma-Aldrich) were solubilized in DMSO as recommended in document M38-A2 [24], at a concentration of
1600 mg/l. All drugs were stored at -20°C until the time of use.

Antifungal susceptibility test in planktonic yeast cells of Sporothrix spp.
Susceptibility tests of Sporothrix spp. (n = 15) were carried out in 96-well microplates using the broth microdilution
technique, according to Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) document M27-A3 [25], with adaptations.
The drugs were tested at final concentrations of 1-1024 mg/l (T-OH) and 0.03-16 mg/1 (AMB, ITC and TRB).
Inocula were prepared insaline solution and adjusted to a final concentration of 0.5-2.5 x 10> CFU/ml in RPMI
1640 medium (Sigma-Aldrich), buffered to pH 7.0 with 0.165 M MOPS (Sigma-Aldrich). The microplates were
incubated at 37°C for 96 h. The MICs were defined as the lowest concentration capable of inhibiting 100% (AMB
and ITC) and 80% (T-OH and TRB) of visual fungal growth compared with the control cultures free of the drug.
Candida parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei ATCC 6258 were used as quality controls in the experiments.
The minimum fungicidal concentration (MFC) of T-OH was determined by sowing 100 pl of the contents
of all wells lacking visual fungal growth in potato dextrose agar, incubated at 25°C for 7 days. The MFC was
considered to be the lowest concentration where no growth of fungus colonies was observed [26]. The experiments
were conducted in duplicate at two different times.

Influence of T-OH on the cellular ergosterol

Total sterols were extracted as described by Moran ez al. (27 and Brilhante e a/. (18] with adaptations. Extraction
was performed after exposure of the T-OH, ITC (positive control) and AMB (negative control) at MIC, MIC/2,
MIC/4 and MIC/8, for 72 h (filamentous form) and 96 h (yeast form). After exposure, the inocula were transferred
to Eppendorf tubes and centrifuged at 12,000 x ¢ for 5 min and the cell pellets were suspended in 500 pl of
alcoholic KOH (solution of KOH 20% [w/v] in alcohol 60% [v/v]) and then incubated for 1 h at 95°C in a
water bath. After this time, 600 pl of n-hexane was added to isolate the sterols. The Eppendorf tubes were then
centrifuged at 12,000 x ¢ for 1 min, and the entire upper organic layer containing the sterols was mixed with
500 pl of n-hexane. Absorbance readings were performed at 295 nm and ergosterol quantification was performed
by comparison with a previously determined ergosterol curve (Sigma-Aldrich, Germany) [18]. All experiments were
performed in duplicate.
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Biofilm formation

For the formation of biofilms, the methods described by Brilhante ez a/. (5] were used. Aliquots of 200 pl of fungal
suspension at 1 x 10° conidia/ml (filamentous form) or 2 x 10 cells/ml (yeast form) prepared in RPMI 1640
medium were added to 96-well microplates and incubated at 35°C (filamentous form) or 37°C (yeast form) for 24
h for cell adhesion. After this period, the wells were washed with phosphate-buffered saline (PBS), and 200 pl of
RPMI medium was added and the microplates were incubated again for another 96 h, under the same conditions,
for formation and maturation of the biofilms.

Biofilm antifungal susceptibility test

Once formed, the biofilms were washed with PBS, and 200 pl aliquots of RPMI 1640 medium containing serial
dilutions of each drug were added to the microplates, which were then incubated at 35°C (filamentous form) or
37°C (yeast form) for 72 h. Drug concentrations ranged from 16 to 1024 mg/I for T-OH and 8 to 256 mg/I for
AMB, ITC and TRB [5]. After exposure, biofilm susceptibility to drugs was assessed by quantification of biomass by
crystal violet staining and metabolic activity by the XTT reduction assay (Sigma-Aldrich), as described by Brilhante
et al. [4).

The XTT reduction assay is based on the ability of mitochondrial dehydrogenases present in viable cells to
convert this tetrazole salt into its reduced form, formazan, which upon reacting with menadione produces orange
coloring that can be quantified by spectrophotometry [4]. The XTT assays were performed using stock solutions
of XTT (1 mg/ml in PBS) and menadione (I mM in ethanol). A total of 125 ul of XTT solution and 6 pl of
menadione solution were added to all wells containing biofilm and after 3 h of incubation at 35°C, in the dark,
the color change was measured with a spectrophotometer at 492 nm.

The sessile MIC (SMIC) was determined as the lowest concentration capable of causing 50% (SMIC50) and
80% (SMIC80) inhibition of metabolic activity of the biofilm, when compared with the metabolic activity of
drug-free control [28]. The experiments were conducted in duplicate at two different times.

Biofilm structure & morphology

The effects of T-OH on the structure and morphology of biofilms were evaluated using a strain representative of
S. brasiliensis. Biofilms were formed on Thermanox™ slides (Thermo Fisher Scientific, NY, USA), treated with the
T-OH SMICgy, as described above, and evaluated by scanning electron microscopy and laser scanning confocal
microscopy as described by Brilhante ez al. [5).

Interaction between T-OH & antifungals in planktonic cells

Inidally, we evaluated planktonic susceptibility of Sporothrix spp. in the filamentous form against the antifungals
AMB, ITC and TRB in 96-well microplates using the broth microdilution technique, according to CLSI document
M38-A2 [24], with adaptations. The strains were classified as wild or non-wild type against AMB, ITC and TRB
according to the epidemiological cutoff points proposed by Espinel-Ingroff ez al. [29).

For the evaluation of interactions between T-OH and antifungals, three strains of each species of Sporothrix
were selected, and strains of S. brasiliensis were selected by its classification as non-wild type strains [29]. Both the
filamentous and yeast forms were used, applying the microdilution method by checkerboard (5). Combinations of
varying concentrations of T-OH from 4 to 256 mg/! for filamentous form and from 0.5 to 32 mg/l for the yeast
form of Sporothrix spp. were combined with AMB, ITC or TRB (0.007-8 mg/1). Inocula were prepared to a final
concentration of 0.4—5 x 10* CFU/ml (filamentous form) or 0.5-2.5 x 10> CFU/ml (yeast form) in RPMI 1640
medium as described above. The microplates were incubated at 35°C for 72 h (filamentous form) or 37°C for 96 h
(yeast form) and the MICs were defined as previously described.

The MIC values obtained were used to determine the fractional inhibitory concentration index (FICI). Interac-
tions were defined as synergistic when FICI <0.5, indifferent when 0.5 < FICI <4 and antagonistic when FICI
>4 30].

Interaction between T-OH & antifungals on biofilms

For the evaluation of the interactions between T-OH and antifungals against S. schenckii complex biofilms, three
strains of each Sporothrix species were selected, and S. brasiliensis strains were selected by its classification as nonwild-
type strains for antifungal susceptibility cells [29]. The microdilution checkerboard method described by Valentin
et al. 31) and adapted by Brilhante ¢z 4/. (5] was used.
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Table 1. Minimum inhibitory concentration and minimum fungicidal concentration of antifungals and

terpinen-4-
Specie (n)

ol against planktonic cells of the yeast form of Sporothrix schenckii complex.

Sporothrix brasiliensis

CEMM 05-3-050
CEMM 05-3-075
CEMM 05-3-078
CEMM 05-3-087
CEMM 05-3-088

Sporothrix globosa

CEMM 05-4-004
CEMM 05-4-005
CEMM 05-4-006

Sporothrix mexicana

CEMM 05-3-101
CEMM 05-4-008
CEMM 05-4-009

Sporothrix schenckii sensu stricto

CEMM 05-3-090
CEMM 05-3-048
CEMM 05-4-002

Antifungals Terpinen-4-ol

Amphotericin B Itraconazole Terbinafine MIC MFC
MIC MIC MIC

0.25 0.25 0.031 16 64
0.125 0.5 0.125 4 64
0.5 0.25 0.031 32 128
0.063 0.5 0.031 4 64
0.25 0.25 0.125 8 32
0.25 0.25 0.031 8 128
0.031 0.031 0.031 16 64
0.063 0.25 0.125 16 128
0.5 0.25 0.031 16 64
0.25 0.25 0.125 16 256
0.5 1 0.125 8 128
0.063 0.5 0.031 8 64
0.125 0.5 0.125 16 128
0.063 0.25 0.125 16 128

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica; MFC: Minimum fungicidal concentration (mg/I); MIC: Minimum inhibitory concentration.

Biofilms were formed as previously described and exposed to combined concentrations of the drugs, using
concentrations of 16-1024 mg/1 T-OH for the filamentous form and 4-256 mg/1 for yeast form of Sporothrix spp.,
with AMB, ITC or TRB (0.25-256 mg/1). The FICI for each combination was determined using the SMICg,
values of the isolated or combined drugs (32] and interpreted as described previously [30]. The experiments were
conducted in duplicate at two different times.

Statistical analysis

All assays were performed in triplicate at two different moments. For data with normal distribution and similar
variances, Student’s #-test or analysis of variance (ANOVA) was used, followed by Tukey’s post-hoc test. As for data
with asymmetry, Wilcoxon’s or Friedman’s nonparametric tests were used, followed by Dunn’s post-hoc test. The
maximum significance value adopted for affirmative conclusions was 5%. Statistical analysis was performed using

the software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, CA, USA).

Results

Antifungal susceptibility of planktonic cells

T-OH showed antifungal activity against the yeast form of Sporothrix spp., with different MIC and MFC values
(Table 1). The MIC values of T-OH for yeast form varied from 4 to 32 mg/l for S. brasiliensis and from 8 to
16 mg/I for the other species. In turn, MFC values ranging from 32 to 128 mg/l were obtained for S. brasiliensis,
from 64 to 128 mg/1 for S. globosa and S. schenckii s. str. and from 64 to 256 mg/1 for S. mexicana. The antifungal
values for Sporothrix spp. ranged from 0.06 to 0.5 mg/I for AMB, from 0.03 to 1 mg/I for ITC and from 0.03 to
0.13 mg/1 for TRB.

Influence of T-OH on the cellular ergosterol

Exposure of Sporothrix spp., in the yeast form, to different concentrations (MIC, MIC/2, MIC/4 and MIC/8) of
T-OH resulted in a decrease (p < 0.05) in the amount of ergosterol extracted from the cells’ fungal compared with
the control (Figure 1). Similar results were observed for ITC (positive control) exposure, whereas exposure to AMB
(negative control) did not cause changes in ergosterol concentration.
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Figure 1. Quantification of the cellular ergosterol content of Sporothrix spp. after exposure to different
concentrations of terpinen-4-ol. Reading performed at 295 nm to detect ergosterol concentration, using
amphotericin B as negative control and itraconazole as a positive control for altered ergosterol content. Results
expressed as mean =+ standard deviation.

Effects of exposure of Sporothrix biofilms to T-OH
Exposure of mature biofilms of Sporothrix spp. to T-OH caused reductions in the biomass and metabolic activity
of biofilms, for both the filamentous and yeast forms (Figure 2).

For filamentous biofilms, biomass and metabolic activity significative reductions were observed from the con-
centration of 128-1024 mg/1 to T-OH (p < 0.05) (Figure 2A & B), with SMICs of 256 mg/1 for S. brasiliensis
and 128 mg/1 for the other species. SMICg was defined as 512 mg/1 for S. schenckii s. str. and 1024 mg/1 for the
other species.

For yeast biofilms, significative reductions in biomass and metabolic activity were observed at concentrations
starting from 64 mg/I (p < 0.05), with SMICsy <64 mg/l for S. brasiliensis and S. schenckii s. str., and 128 mg/1
for S. globosa and S. mexicana. For SMICgy, there were also variations among species, with values of 64 mg/I for S.
brasiliensis and S. schenckii s. str., and 512 mg/l for S. globosa and S. mexicana.

Effects of T-OH on the structure & morphology of biofilms
Through confocal scanning laser microscopy and scanning electron microscopy, it was possible to study the biofilm
structure of S. brasiliensis in its filamentous and yeast forms before and after exposure to T-OH in the SMICgy.
The biofilm of the filamentous form of Sporothrix spp., exposed to T-OH (1024 mg/I), had reduced density
of fungal cells (Figure 3B & F). The biofilm was mostly composed of dead cells or those with membrane damage
(Figure 3B). As for the biofilm of the yeast form of this fungus, exposed to T-OH (64 mg/]), it was possible to
observe a reduction in biomass and thickness, and loss of structural organization (Figure 3H), accompanied by
reduction in viable cell density (Figure 3D), as previously observed in untreated biofilms (Figure 3C & G).

Interactions between T-OH & antifungals in planktonic cells
The MIC values of the antifungals, either alone or combined with T-OH, as well as the FICI obtained for the
filamentous and yeast forms of Sporothrix spp., against planktonic growth are shown in Table 2.

The combinations with ITC were synergistic for the filamentous and yeast forms of S. brasiliensis, S. mexicana
and S. schenckii s. str., while for S. globosa, synergistic interactions were observed in the three strains evaluated in the
filamentous form and in two of the three strains evaluated in the yeast form, the third one being indifferent to the
drug combination. Combinations of T-OH with TRB were classified as synergistic for the four evaluated species,
in both their filamentous and yeast forms, except for a strain of S. mexicana in its yeast form. The combinations of
T-OH and AMB were indifferent to all strains tested, in both morphological presentations of fungi.
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Figure 2. Inhibitory effect of terpinen-4-ol against Sporothrix spp. Percentage of biomass (A & C) and metabolic activity (B & D) of

biofilms of Sporothrix spp. in filamentous (A & B) and yeast (C & D), exposed to different concentrations of terpinen-4-ol. Results

expressed by mean + standard deviation.
*Statistical differences in relation to control (free drug growth).

Interactions between T-OH & biofilm antifungal agents

The SMICgy values for the antifungals either isolated or combined with T-OH, as well as the FICI obtained for
the combination of the drugs against the biofilms of the filamentous and yeast forms of Sporothrix spp., are shown
in Table 3.

T-OH presented synergistic interactions with ITC for S. brasiliensis and S. schenckii s. str. species in both
filamentous and yeast forms, as well as for a strain of S. globosa and S. mexicana strain in filamentous form, and two
strains of S. globosa and one of S. mexicana in yeast form. As observed in the interaction test in planktonic cells, the
combinations of T-OH with TRB showed synergism for all strains studied. The association between T-OH and
AMB was not synergic against filamentous and yeast biofilms of the four Sporothrix species evaluated.

Discussion

T-OH is a monoterpene that has antimicrobial activity reported both in in vitro and in vive studies 33,34]. The
antifungal effects of T-OH were previously described by Tonon er al. [35] against species of Candida (MIC:
4530 mg/l). In addition, previous studies carried out by our research group showed that T-OH has antifungal
activity against the filamentous (MIC: 20-1420 mg/]) and yeast (MIC: 40-350 mg/l) forms of Histoplasma
capsulatum and the filamentous forms of Coccidioides posadasii (MIC: 350-1420 mg/1) (18] and Sporothrix spp.
(MIC: 87.9-1429.8 mg/1) (17]. In this article, we present the evaluation of the antifungal activity of T-OH and its
effects on the ergosterol content in planktonic yeast cells of Sporothrix spp., its antifungal potential against biofilms
formed from filamentous and yeast forms of Sporothrix spp., and its interactions with the antifungal drugs used in
the treatment of sporotrichosis.
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Figure 3. Microscopy of Sporothrix sp. biofilms exposed to terpinen-4-ol. Confocal microscopy images of laser scanning and scanning
electron microscopy of Sporothrix brasiliensis (CEMM 05-3-050) in filamentous (A, B, E & F) and yeast (C, D, G & H) forms. (A, C, E & G)

Mature biofilms without terpinen-4-ol exposure. (B, D, F & H) Biofilms mature after 72 h of exposure to terpinen-4-ol, in their MIC
capable of inhibiting 80% of biofilm metabolic activity (SMICgp). After exposing the biofilms to terpinen-4-ol SMICsp, the reduction of
biomass (F & H) and viable cells (B & D) in the biofilms of both fungal forms was observed, with an apparent preservation of the
extracellular matrix only in the filamentous form biofilm. Magnification: 5200 x (H), 5000 x (G), 4032 x (E), 2500 x (F) and 400 x (A-D).
Scale: 200 um (A-D), 50 um (F), 30 um (E) and 20 um (G & H). Lasers: 488 nm for detection of SYTO9 (green cells viable) and 561 nm for

detection of propidium iodide (red cells dead or membrane damaged).

The antifungal activity of T-OH against planktonic yeast cells of Sporothrix spp. was observed, with MIC values
ranging from 4 to 32 mg/l. In a previous study [17], we determined the MIC of T-OH for the filamentous form of
Sporothrix spp., with values of 87.9—-1429.8 mg/1. This variation in the susceptibility of the different morphological
forms of Sporothrix spp. may occur due to differences in the proportions of the cell wall constituents of the fungus,
such as glucosamine and p-1,3-glucan [36].

Although the mechanism of action of T-OH on fungal cells has not yet been elucidated, some authors indicate
that terpenes such as T-OH may act by interfering with cellular ergosterol biosynthesis [18]. In this study, the changes
in the cellular ergosterol content of the yeast form of Sporothrix spp. were evaluated after exposure to subinhibitory
concentrations of T-OH. The results obtained showed a reduction of up to 73% in the ergosterol content of cells
treated with this terpene. This result was similar to that observed for ITC. Ergosterol is the predominant sterol
found in fungal cells, where it is responsible for regulating the fluidity and permeability of the membrane. Studies
have reported that monoterpenes, such as T-OH, have a lipophilic characteristic, and therefore, have direct or
indirect action on the cell membrane structure [20,37,38].

Because biofilm formation is a resilience factor for the survival of microorganisms, we investigated the antifungal
activity of T-OH against the biofilms of Sporothrix spp., in the filamentous and yeast forms. We observed that
the compound reduced biomass and metabolic activity by up to 80% in filamentous biofilms and up to 97% in
biofilms of the yeast form of Sporothrix spp.

Both for filamentous biofilms and for the yeast form of Sporothrix spp., the species S. brasiliensis and S. schenckii s.
str. were more responsive to T-OH compared with S. globosa and S. mexicana. In addition, we observed better T-OH
activity against biofilms of the yeast form of Sporothrix spp. compared with filamentous biofilms. For the filamentous
form of Sporothrix spp., the SMICg values of T-OH were on average 40-times higher than the inhibition values
for planktonic cells, whereas for the yeast form this difference was about 20-times larger, demonstrating an increase
in tolerance to this drug when the fungus is in the biofilm form.
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The high tolerance of biofilms can be related to several characteristics, such as overexpression of efflux pumps,
changes in the general physiology of the cell, high cell density and presence of extracellular matrix (39. The
differences observed in the biofilm tolerance of the filamentous and yeast presentations of these fungi may have
occurred due to differences in the intensity of biofilm formation, since the filamentous form produces more robust
biofilms with greater biomass than the yeast form [4,40].

Although there are few studies evaluating the activity of T-OH against fungal biofilms, Tonon ez al. 35] reported
inhibition of biofilms of Candida spp. at concentrations of 2031 mg/l. It has also been demonstrated that T-OH
nanoparticles have antifungal potential against the biofilm of Candida albicans (41). In addition, Bucci er al. [42)
reported that T-OH containing micelles had antiadherent activity, causing disruption of Candida spp. previously
adhered to the surfaces, thus unstructured the previously formed biofilms.

When combined with conventional antifungal agents, T-OH acted synergistically with ITC and TRB but not
with AMB. Considering that the mechanism of action of T-OH is not fully understood, it is difficult to explain
the synergism observed with antifungal agents, as it can act on more than one target. Some mechanisms have been
proposed for the antimicrobial activity of terpenes. For instance, Oyedemi ez a/. [43], and Zengin and Baysal [44] have
shown that a closely chemical-related compound, that is, a-terpineol, killed several strains of both Gram-positive
and -negative bacteria by destabilization of cell membranes. Moreover, interaction with intracellular targets is also
suggested [45].

In this study, we demonstrated that T-OH reduces the ergosterol content in Sporothrix spp. Considering the
action of ITC to inhibit 14-a-demethylase, and TRB to inhibit squalene epoxidase, both involved in ergosterol
biosynthesis (46], and the effect of T-OH to reduce the ergosterol content observed in this study, we hypothesize
that this compound may also inhibit related enzymes with ergosterol synthesis. Thus, its combination with ITC
and TRB could be causing the inhibition of different points in the biosynthesis cascade of ergosterol, which could
explain the synergism observed between these drugs [47].

Combinations of T-HO with AMB presented indifferent results. Other studies evaluating the combination
of AMB with drugs acting on ergosterol biosynthesis also found indifferent results [48-50). Although there is no
clear explanation for this outcome, some hypotheses may be drawn based on the mechanisms of action of these
drugs. Classically, the mechanism of action of AMB is described as the formation of pores in the cell membrane
after binding to ergosterol 46,511, which theoretically could generate antagonism when this drug is combined with
others that act by reducing the content of cellular ergosterol. However, it has been described that membrane pore
formation is not the only way in which AMB exerts its activity, also acting by the induction of oxidative damage
in the cell (51]. The presence of this second mechanism of action of AMB, by inducing oxidative stress, which is
independent of ergosterol binding, could explain, at least in part, why the combination of AMB and T-OH did
not generate antagonistic results, but indifferent.

In previous studies evaluating the absorption and cutaneous distribution of terpenes, it has been reported that
T-OH has rapid and progressive cutaneous penetration after topical application [521. Considering that approxi-
mately 95% of cases of sporotrichosis present the localized cutaneous and lymphocutaneous forms of the disease,
characterized by the appearance of nodular cutaneous lesions (53], T-OH may become an interesting compound for
the study and development of topical formulations for therapeutic use.

Conclusion
Based on the data presented herein, it is concluded that T-OH has antifungal activity against yeast cells of species
of the S. schenckii complex, as well as against biofilms of filamentous and yeast forms of these fungi. This effect
is due, at least in part, to the reduction in cellular ergosterol content. In addition, this compound has synergistic
interaction with ITC and TRB against planktonic cells and sessile Sporothrix spp., in both their morphological
presentations.

Future perspective
This study provides insights into further in-depth investigations on the mechanisms of action of T-OH against S.
schenckii species in vitro and the development of iz vivo studies to verify its efficacy.
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Summary points

e Terpinen-4-ol showed antifungal activity against planktonic cells of filamentous and yeast forms of Sporothrix
spp.

e Terpinen-4-ol caused a significant decrease in the cellular ergosterol content of Sporothrix spp.

e Combinations between terpinen-4-ol and the itraconazole and terbinafine showed synergistic interactions
against Sporothrix spp. in planktonic growth.

e Terpinen-4-ol inhibited Sporothrix spp. biofilms in filamentous and yeast forms.

e Combinations between terpinen-4-ol and the itraconazole and terbinafine showed synergistic interactions
against Sporothrix spp. biofilm.

e Terpinen-4-ol damaged the structure of Sporothrix biofilms in both filamentous and yeast forms.

e Terpinen-4-ol causes large reduction in the number viable cells of filamentous and yeast Sporothrix biofilm.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of the quorum sensing molecules (QSMs) farnesol, 2-phenyleh-
tanol, tyrosol and tryptophol against planktonic cells, filamentation and biofilms of Sporothrix
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spp. The antifungal activity of QSMs was evaluated by broth microdilution. QSMs showed MICs

in the ranges of 0.01-1 uM (farnesol), 1-8 mM (2-phenylehtanol and tyrosol), and >16 mM (tryp-
tophol). Filamentous biofilm formation was inhibited by farnesol and 2-phenylehtanol and
stimulated by tyrosol. Yeast biofilm formation was inhibited by 2-phenylehtanol and tyrosol.
Tryptophol did not affect Sporothrix biofilm formation. QSMs showed MICs against mature bio-
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Sporothrix; tyro-
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films of 8-32uM (farnesol), 8-32mM (2-phenylehtanol) and 64-128 mM (tyrosol). In conclusion,
farnesol, 2-phenylethanol and tyrosol have antifungal activity against planktonic and sessile cells
and modulate filamentation and biofilm formation in Sporothrix spp.

Introduction

Sporotrichosis is a subcutaneous infection caused by
dimorphic fungi belonging to the genus Sporothrix
(Ramirez-Soto et al. 2018). It is the most common
subcutaneous fungal infection worldwide, with high
prevalence in countries, such as Brazil, India,
Australia, South Africa, China and Japan (Lopes-
Bezerra et al. 2018). Like other microorganisms,
Sporothrix spp. have some adaptations to establish
themselves in hostile environments, such as biofilm
formation (Brilhante et al. 2018b; Singh et al. 2020).
One of the important factors for the formation of bio-
films is cellular communication mediated by the quo-
rum sensing system. This system is involved in the
secretion of self-inducing signaling molecules that
accumulate and modulate microbial behavior on a
population scale (Zhang et al. 2019).

In fungi, quorum sensing molecules (QSMs) regu-
late important functions such as pathogenesis, mor-
phogenesis and filamentation (Padder et al. 2018).
In infectious processes, QSMs are implicated in the

dissemination and establishment of colonies at distal
locations and can induce oxidative stress in macro-
phages (Wongsuk et al. 2016). Considering that the
formation and maturation of biofilms are also influ-
enced by these molecules, the modulation of this sys-
tem through the inactivation or addition of QSMs
can interfere with the dynamics of biofilms, reducing
their formation or eliminating them (Paluch
et al. 2020).

Some fungal QSMs have already been described,
such as farnesol, tyrosol, 2-phenylethanol and trypto-
phol (Mehmood et al. 2019). Farnesol was the first
extracellular molecule reported as a QSM in a fungal
species (Hornby et al. 2001). This QSM acts by block-
ing yeast-to-filamentous transition at high cell density
in Candida albicans (Lindsay et al. 2012) Previous
studies have shown that farnesol have antifungal
activity against C. albicans (Cordeiro et al. 2013),
Cryptococcus spp. (Cordeiro et al. 2012), Histoplasma
capsulatum (Brilhante et al. 2015a), Coccidioides posa-
dasii (Brilhante et al. 2013) and filamentous form of
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Sporothrix spp. (Brilhante et al. 2015b) Also, farnesol
inhibits biofilm formation of Candida spp. (Hall et al.
2011) and Trichosporon spp. (Cordeiro et al. 2019).

Tyrosol is another QSM that plays a role in stimu-
lating germ tube, pseudohypha and biofilm formation
in C. albicans (Sebaa et al. 2019) as well as showing
antifungal activity against Candida spp. (Cordeiro
et al. 2015), H. capsulatum and C. posadasii
(Brilhante et al. 2016a). 2-Phenylethanol inhibits bio-
film formation by Aspergillus fumigatus and
Penicillium spp. (Liu et al. 2014; Wongsuk and
Luplertlop 2020). Tryptophol regulates the germin-
ation of Aspergillus sp. and adhesion of Debaryomyces
hansenii, and reduced the filament and virulence of
Candida spp. in an in vivo model (Mehmood et al.
2019; Singkum et al. 2019). However, the effect of
these QSMs on biofilm formation by Sporothrix spp.
is not clearly understood.

Thus, this study aimed to determine the minimal
inhibitory concentrations of the quorum sensing mol-
ecules farnesol, tyrosol, 2-phenyilethanol and trypto-
phol against planktonic cells of species of the
Sporothrix schenckii complex as well as to evaluate the
effects of these compounds on filamentation, biofilm
formation and mature biofilms of Sporothrix spp.

Material and methods
Microorganisms

Fifteen strains belonging to the S. schenckii complex
were used: six S. brasiliensis, three S. globosa, three S.
mexicana and three S. schenckii sensu stricto. The iso-
lates were obtained from the culture collection of the
Specialized Medical Mycology Center (CEMM) of
Ceara Federal University. These strains were previ-
ously characterized at the species level by sequencing
the calmodulin locus region (Rodrigues et al. 2013a,
2013b). For experimentation with Sporothrix spp. in
the filamentous form, cultures were grown on potato
dextrose agar (PDA, Himedia, Mumbai, India) and
incubated at 28°C for 7days. To obtain the yeast
form, cultures were grown in brain heart infusion
agar (BHI, Himedia, Mumbai, India) and incubated at
37°C for 7days. In addition, Candida parapsilosis
ATCC 22019 and Candida krusei ATCC 6258 were
used as quality controls in the antifungal susceptibility
tests (CLSI 2017a).

Chemicals

Farnesol, 2-phenyilethanol, tyrosol and tryptophol
were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, USA)
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and diluted in methanol (farnesol and 2-phenyiletha-
nol) or water (tyrosol and tryptophol) at a concentra-
tion of 2M (farnesol and 2-phenyilethanol) or 1M
(tyrosol and tryptophol) immediately before use
(Cordeiro et al. 2015; Wongsuk and Luplertlop 2020).
The antifungal drugs amphotericin B (Sigma-Aldrich,
St Louis, USA), itraconazole (Janssen Pharmaceutica,
Beerse, Belgium) and terbinafine (Sigma- Aldrich, St
Louis, USA) were solubilized in DMSO as recom-
mended in document M38-ed3 (CLSI 2017a) and
stored at —20°C until use.

Antifungal susceptibility test with planktonic cells of
Sporothrix spp.

Susceptibility tests with all strains of Sporothrix spp.
were performed using the broth microdilution tech-
nique according to the documents M38-ed3 (filament-
ous form) and M27-ed4 (yeast form) of the CLSI,
with modifications (CLSI 2017a, 2017b). Drugs were
tested at final concentrations ranging from 0.007 to
4uM for farnesol (Brilhante et al. 2015a), 0.03 to
16 mM for 2-phenylethanol, tyrosol and tryptophol
(Wongsuk and Luplertlop 2020), and from 0.03 to
16 g ml~' for amphotericin B, itraconazole and ter-
binafine (CLSI 2017a). Inocula were prepared in
saline solution and adjusted to final concentration of
0.4-0.5x 10° cfu ml™' (filamentous form) or 0.5-
2.5x10° cfu ml™' (yeast form) in RPMI 1640
medium (Sigma, St Louis, USA), buffered to pH 7.0
with 0.165M MOPS (Sigma-Aldrich, St Louis, USA).
Plates were incubated at 35°C for 72h (filamentous
form) or 37°C for 96 h (yeast form). The MIC (min-
imum inhibitory concentration) of QSMs and antifun-
gal drugs were defined as the lowest concentration
capable of inhibiting 100% (amphotericin B and itra-
conazole) or 80% (terbinafine, farnesol, 2-phenyiletha-
nol, tyrosol and tryptophol) of fungal growth, when
compared with drug-free growth control (Brilhante
et al. 2015a; CLSI 2017a). C. parapsilosis ATCC 22019
and C. krusei ATCC 6258 were used as quality con-
trols in each assay (CLSI 2017a). Tests were per-
formed in duplicate at two different moments.

Effect of QSMs on the filamentation of Sporothrix

The filamentation assay was performed using the
method described by Bernardo et al. (2014), with
adaptations. A representative strain (S. brasiliensis
CEMM 05-3-05) was used in the tests. Briefly, a cell
density of 10° conidia ml~' was prepared in RPMI
1640 medium and exposed to a concentration of
0.031 uM farnesol, 0.5 mM 2-phenylethanol and 1 mM
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tyrosol. Cells were then incubated at 30°C for up to
72h. Hyphal development was monitored at specific
times (0, 24, 48 and 72h) using bright-field techni-
ques with an Olympus BX41 light microscope. Images
were captured with an Olympus DP71 digital camera.

Effect of QSMs on the formation of
Sporothrix biofilms

The effect of the QSMs on all strains of Sporothrix
spp. was evaluated in the biofilm formation stage as
described by Brilhante et al. (2018b). An aliquot of
fungal suspension at 1 x 10° conidia ml™" (filament-
ous form) or 2 x 10° cells ml™* (yeast form), prepared
in sterile PBS, was added to each well of a 96-well
polystyrene microplates and incubated at 35°C (fila-
mentous form) or 37°C (yeast form) for 24 h for cell
adhesion. After 24h, the wells were washed twice
with sterile PBS to remove non-adherent cells and
RPMI 1640 medium was added with different subin-
hibitory concentrations of QSMs. In the experiments
with filamentous biofilms, farnesol (0.004-0.063 uM),
2-phenylethanol (0.06-1 mM), tyrosol (0.125-2mM)
and tryptophol (1-16 mM) were used, with plate incu-
bation for a period of 120h at 35°C. In the experi-
ments with yeast biofilms, farnesol (0.002-0.031 uM),
2-phenylethanol (0.03-0.5mM), tyrosol (0.03-0.5 mM)
and tryptophol (1-16 mM) were used, with plate incu-
bation for a period of 96h at 37 °C. Negative controls
(only RPMI medium) and positive controls (RPMI
without drug) were used in each test. The effect of
contact with the molecules was evaluated by quantify-
ing the biomass by violet crystal staining and measur-
ing the metabolic activity by the XTT reduction assay.
In addition, analysis of the structure and morphology
of the biofilms was performed using confocal laser
scanning microscopy (CLSM) and scanning electron
microscopy (SEM).

Quantification of biomass

The quantification of the biomass was performed by
the violet crystal staining technique. Wells containing
biofilm were washed twice with PBS and then dehy-
drated with methanol for approximately 5min.
Subsequently, 200 ul of 0.3% violet crystal were added
to each well. After 20 min, the dye was removed and
the wells were washed with distilled water. After
washing, the dye impregnated in the cell material was
removed by adding 200 pl of 33% (v/v) acetic acid for
30s. The supernatants were transferred to new micro-
titer plates and read with a spectrophotometer (Celer
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Biotecnologia S/A, Minas Gerais, Brazil) at 540 nm
(Brilhante et al. 2015b).

Quantification of metabolic activity

Quantification of metabolic activity by the XTT
reduction assay followed the protocol described by
Brilhante et al. (2016b), with adaptations. The micro-
plate wells were washed with PBS and then filled with
125l of XTT solution (0.5mg ml') with 10pul of
menadione solution (1 mM). The plates were incu-
bated for 3h in the dark, at 35°C. After this period,
the solutions were transferred to new microtiter plates
and read with a spectrophotometer at 492 nm.

Structure and morphology of biofilms formed
with QSMs

The QSMs that caused significant change in biomass
and metabolic activity of Sporothrix biofilms were
evaluated for their effects on the biofilm structure
and morphology. A representative strain of S. brasi-
liensis  was used. Biofilms formed on
Thermanox™ slides (Thermo Fisher Scientific, New
York, USA) in the presence and absence of QSMs, as
described above, and evaluated by CLSM and SEM.

For analysis by CLSM, biofilms formed on
Thermanox ™ slides were washed with PBS and
stained using the Live/Dead™ staining kit
(Invitrogen, CA, USA). Biofilms were analyzed with a
Nikon C2 microscope (Tokyo, Japan) at 488 nm for
detection of SYTO 9 fluorescent dye, which identifies
live cells, and at 561 nm for detection of propidium
iodide, which identifies dead or damaged cells
(Brilhante et al. 2018a). For the analysis of three-
dimensional images, five equidistant points were eval-
uated in each image to obtain representative results
for the samples. Confocal image analyses were per-
formed using the COMSTAT?2 tool associated with
the Image] 1.50v software to quantify substratum
coverage, roughness coefficient and average thickness
(Heydorn et al. 2000).

For analysis by SEM, the biofilms were washed
twice with cacodylate buffer (0.15M, pH 7.2).
Biofilms were then covered with glutaraldehyde [2.5%
in 0.15M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) with
0.1% alcian blue] and incubated at 25°C for 4h.
Subsequently, biofilms were washed twice with caco-
dylate buffer and the coverslips were dehydrated in
an ascending ethanol concentration (30, 50, 70, 80, 95
and 100%) for 10min each, repeating dehydration
with the last concentration (100% ethanol). Then the

were
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Table 1. The MICs of antifungal drugs and quorum sensing molecules against Sporothrix species in filamentous and yeast forms.

Antifungal drugs (ug ml™)

Quorum sensing molecules

Species (n) AMB ITC TRB F-OH (uM) P-OH (mM) TYR (mM) TRP (mM)
Sporothrix brasiliensis (6)

F 0.5-4 0.25-2 0.06-0.125 0.06-0.125 1-8 1-8 >16
Y 0.06-0.5 0.25-1 0.031-0.125 0.03-0.06 0.5-2 0.5-4 >16
S. globosa (3)

F 0.5-2 0.5-2 0.06-0.125 0.03-0.25 0.5-8 2-4 >16
Y 0.03-0.25 0.03-0.25 0.03-0.125 0.03-0.06 0.5-2 1-2 >16
S. mexicana (3)

F 1-4 0.5-2 0.125-0.25 0.01-1 1-4 1-4 >16
Y 0.25-0.5 0.25-1 0.03-0.125 0.03-0.125 1-2 >16
S.schenckii s. str. (3)

sk 0.25-1 0.5-1 0.125-0.25 0.125-1 2-4 2-8 >16
Y 0.06-0.125 0.25-0.5 0.03-0.125 0.06-0.125 1-2 1-4 >16

AMB: amphotericin B. ITC: iiraconazole. TRB: terbinafine. F-OH: farnesol. TYR: tyrosol. P-OH: 2-phenylethanol. TRP: tryptophol. F: filamentous form. Y: yeast

form. Values expressed as a range.

biofilms were dried at room temperature and covered
with hexamethyldisilazane (HMDS) (Polysciences
Europe, Germany) for 15min. Afterwards, the HMDS
was removed and the biofilms were dried overnight
in a desiccator. Slides were covered with 12nm of
gold (Emitech Q150T) and observed with a Quanta
450-FEG scanning electron microscope in high vac-
uum mode at 20kV (Brilhante et al. 2018a).

Effect of QSMs on Sporothrix mature biofilms

To determine the effect of QSMs on mature
Sporothrix biofilms, these were formed in 96-well
polystyrene plates as described above. Once formed,
the biofilms were washed with PBS, and 200 pl ali-
quots of RPMI 1640 medium containing serial dilu-
tions of each QSM were added to the microplates,
which were then incubated at 35°C (filamentous
form) or 37°C (yeast form) for 72h. QSMs concen-
trations were 0.125-64 uM for farnesol, 0.125-64 mM
for 2-phenylethanol, and 0.25-128 mM for tyrosol and
tryptophol. After exposure, biofilm susceptibility to
drugs was assessed by quantification of metabolic
activity by the XTT reduction assay (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, USA), as previously described. The ses-
sile minimum inhibitory concentration (SMIC) was
determined as the lowest concentration capable of
causing 50% (SMICs,) inhibition of biofilm metabolic
activity compared to the metabolic activity of drug-
free control (Xia et al. 2017).

Statistical analysis

All assays were performed in triplicate at two differ-
ent moments. For data with normal distribution and
similar variances, the Student’s t-test or ANOVA
were used, followed by Tukey’s post hoc test. For data
with  asymmetrical distribution, Wilcoxon’s or

Friedman’s nonparametric test was used, followed by
Dunn’s post hoc test. The maximum significance value
adopted for affirmative conclusions was 5%. Statistical
analysis was performed using GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results
Antifungal susceptibility of planktonic cells

The quorum sensing molecules showed MIC values
ranging from 0.01 to 1pM for farnesol; from 1 to
8 mM for 2-phenylethanol and tirosol - for the fila-
mentous form of Sporothrix spp. (Table 1). Lower val-
observed against the yeast form of
Sporothrix spp. (Table 1), with MICs ranging from
0.03 to 0.125 uM for farnesol, 0.5 to 2mM for 2-phe-
nylethanol; and 0.5 to 4mM for tyrosol. Tryptophol
showed an MIC higher than 16 mM against both
forms of Sporothrix. No significant difference in MIC
values was observed among Sporothrix species.

For antifungal drugs, MIC values against the fila-
mentous form of Sporothrix spp., ranged from 0.25 to
4ug ml~" for amphotericin B, from 0.25 to 4 ug ml ™"
for itraconazole, and from 0.03 to 0.25pg ml~! for
terbinafine. For the yeast form varied from 0.03 to
0.5pg ml~' for amphotericin B, 0.03 to 1 pg ml~" for
itraconazole, and 0.03 to 0.13 pg ml™! for terbinafine.

ues were

Effects of QSMs on the filamentation of Sporothrix

The effects of QSMs on the filamentation of
Sporothrix can be seen in Figure 1. Farnesol and 2-
phenylethanol were able to reduce/retard the filamen-
tation of Sporothrix in comparison with the filamenta-
tion observed in the drug-free control. In contrast,
tyrosol stimulated the filamentation of Sporothrix
compared with the drug-free control.
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Farnesol

Control
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2-phenylethanol

Figure 1. Effect of quorum sensing molecules on the filamentation of S. brasiliensis (CEMM 05-3-050). Cells were cultivated on
RPMI 1640 medium (A, E, | and M), RPMI 1640 supplemented with 0.031 uM farnesol (B, F, J and N), 0.5 mM 2-phenylethanol (C,
G, K and 0) and 1 mM tyrosol (D, H, L and P), with incubation for 0h (A — D), 24h (E - H), 48h (I - L) and 72h (M - P). Scale
bars: 100 um. Images were taken with an optical microscope using a x 40 objective.

Effects of QSMs on biofilm formation

The effects of QSMs on biofilm formation by
Sporothrix spp. in the filamentous form can be seen
in Figure 2. The addition of farnesol during biofilm
formation of Sporothrix spp. in the filamentous form
reduced the production of biomass and metabolic
activity, starting at a concentration of 0.008 M, and
reaching maximum reductions of 70% in biomass and
66% in metabolic activity when exposed to 0.063 uM
(p <0.05). The addition of 2-phenylethanol reduced

biomass production and the metabolic activity, start-
ing at a concentration of 0.125mM, with maximum
reductions of 49% in biomass and 38% in metabolic
activity at 1 mM (p < 0.05). Tyrosol had the opposite
effect, increasing biomass production by 24% and
metabolic activity by 10% in the biofilms of the fila-
mentous form of Sporothrix spp. treated with 2mM
(p <0.05). Tryptophol did not alter biomass produc-
tion and biofilm metabolic activity of Sporothrix spp.
in the filamentous form (data not shown).
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Figure 2. Effect of quorum sensing molecules on biofilm formation of Sporothrix spp. in filamentous form. Quantification of bio-
mass (A, C and E) and metabolic activity (B, D and F) of biofilms formed in the presence of farnesol (A and B), 2-phenylethanol (C
and D) and tyrosol (E and F). Black bars correspond to biofilms formed in RPMI 1640 medium without drugs (control). Gray bars
represent biofilms treated with different concentrations of the compounds. Asterisks indicate significant differences compared with
the unexposed control (p < 0.05). Results expressed as means + SDs.

The effects of QSMs in biofilm formation of
Sporothrix spp. in the yeast form can be seen in
Figure 3. Farnesol did not alter the biofilm formation
capacity of Sporothrix spp. in the yeast form. Similar
to the results obtained for the formation of filament-
ous biofilms, 2-phenylethanol reduced the biomass
and metabolic activity of yeast biofilms by 19% and
13%, respectively, at 0.06 mM (p < 0.05), and caused
reductions of 47% and 45% in biomass and metabolic

activity, respectively, at 0.5mM (p < 0.05). Regarding
the formation of yeast biofilms, no stimulus was
observed. Instead, reductions of 36% in biomass and
33% in metabolic activity using 0.5mM tyrosol
(p<0.05) were observed. Tryptophol did not alter
biomass production and biofilm metabolic activity of
Sporothrix spp. in the yeast form (data not shown).
Microscopic images (Figure 4) showed that fila-
mentous biofilms formed in the presence of farnesol
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Figure 3. Effect of quorum sensing molecules on biofilm formation by Sporothrix spp. in yeast form. Quantification of biomass (A,
C and E) and metabolic activity (B, D and F) of biofilms formed in the presence of farnesol (A and B), 2-phenylethanol (C and D)
and tyrosol (E and F). Black bars correspond to biofilms formed in RPMI 1640 medium without drugs (control). Gray bars represent
biofilms treated with different concentrations of the compounds. Asterisks indicate significant differences compared to the unex-

posed control (p < 0.05). Results expressed as means + SDs.

presented a considerable reduction in the cell density
and in the filament number (Figure 4b and f).
Farnesol also caused a reduction of 64% in the sub-
stratum coverage, 29% in the roughness coefficient
and 72% in the average biofilm thickness (Table 2). 2-
Phenylethanol also caused a reduction in the biofilm
population density in the biofilms, without a reduc-
tion in filaments (Figure 4g), and caused a reduction
of 47% in the substratum coverage, 14% in the

roughness coefficient and 53% in the average biofilm
thickness (Table 2). A different effect was observed in
biofilms formed in the presence of tyrosol, where a
24% increase in thickness was observed, along with
more filaments than in the control (Table 2).

The micrographs obtained from the Sporothrix bio-
films in the yeast form (Figure 5) demonstrated that
2-phenylethanol caused a reduction in population
density (Figure 5b and e) and decreases of 16% in
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Figure 4. Micrographs of biofilms of S. brasiliensis (CEMM 05-3-050) in filamentous form formed in the presence of quorum sens-
ing molecules (120 h). LSCM (A - D) and SEM (E - H). A and E: biofilms formed without exposure to drugs. B and F: biofilms
formed in the presence of 0.063 uM farnesol. C and G: biofilms formed in the presence of 1mM 2-phenylethanol. D and H: bio-
films formed in the presence of 2mM tyrosol. Magnification: x3,000 (E - H), x400 (A - D). Scale bars: 200 um (A - D) and 50 pm
(E - H). Lasers: 488 nm for detection of SYTO9 and 561 nm for detection of propidium iodide.

Table 2. Analysis of LSCM images of biofilms of Sporothrix spp. treated with exogenous quorum sensing molecules.

Quorum sensing molecules

Parameter Control Farnesol 2-Phenylethanol Tyrosol
Filamentous form

Substratum coverage (umz) 1.58 +21 575+14 836+33 1.62+43
Roughness coefficient 520+0.30 370+13 450+2.1 560%1.1
Average thickness (ium) 64.8+1.80 181+1.4 304+3.2 80.3+24
Yeast form

Substratum coverage (umz) 1.04+ 11 1.10+ 21 875+ 31 768 +35
Roughness coefficient 2.10+0.30 2.00+0.60 1.40 £ 0.60 1.80+0.50
Average thickness (ium) 336+14 31.4+0.30 13.1+0.40 13.7+0.70

The results are expressed as geometric means + SDs.

substratum coverage, 33% in roughness coefficient
and 61% in average biofilm thickness (Table 2). A
similar effect was observed for tyrosol (Figure 5c and
f), with reductions of 26% in the substratum coverage,
14% in roughness coefticient and 59% in average bio-
film thickness (Table 2).

Inhibitory effects of QSMs on mature biofilms

The exposure of mature biofilms of Sporothrix spp. to
farnesol, 2-phenylethanol and tyrosol caused signifi-
cant reductions in the metabolic activity (Table 3).
For filamentous biofilms, the SMIC5, values ranged
from 8 to 32 uM for farnesol, from 8 to 32 mM for 2-
phenylethanol, and from 64 to 128 mM for tyrosol.
For yeast biofilms, SMIC5, values ranged from 1 to
16 uM for farnesol, 4 to 16 mM for 2-phenylethanol,
and 32 to 128 mM for tyrosol. Tryptophol did not

have inhibitory activity (SMICs5, > 128 mM) against
Sporothrix  biofilms in both filamentous and
yeast forms.

Discussion

Recent studies have demonstrated the ability of
Sporothrix spp. to form biofilms in both filamentous
and yeast forms (Brilhante et al. 2018a, 2018b).
However, the mechanisms involved in biofilm forma-
tion by these pathogenic species are poorly under-
stood. The present study evaluated the effects of four
QSMs (farnesol, tyrosol, 2-phenylethanol and trypto-
phol) on the growth of planktonic cells as well as on
biofilm formation and against mature biofilms of
Sporothrix spp.

In the susceptibility tests with planktonic cells, far-
nesol presented antifungal activity against Sporothrix
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viom A =g
Figure 5. Micrographs of biofilms of S. brasiliensis (CEMM 05-3-050) in yeast form formed in the presence of quorum sensing mol-
ecules (120 h). LSCM (A - D) and SEM (E - H). A and E: biofilms formed without exposure to drugs. B and F: biofilms formed in
the presence of 0.031 uM farnesol. C and G: biofilms formed in the presence of 0.5 mM 2-phenylethanol. D and H: biofilms formed
in the presence of 0.5mM tyrosol. Magnification: x3,000 (D - F), x400 (A - C). Scale bars: 200 um (A - C) and 20um (D - F).
Lasers: 488 nm for detection of SYTO9 and 561 nm for detection of propidium iodide.

Table 3. Sessile MICs (SMICso) of quorum sensing molecules against Sporothrix species in filamentous and yeast forms.

SMICsq
Species (n) Farnesol (1uM) 2-Phenylethanol (mM) Tyrosol (mM) Tryptophol (mM)
S. brasiliensis (6)
F 8-32 8-16 64-128 > 128
Y 1-8 4-16 32-128 > 128
S. globosa (3)
F 8-32 8-16 64-128 > 128
Y 2-4 8-16 64-128 > 128
S. mexicana (3)
F 8-16 8-32 64 > 128
Y 1-16 4-16 32-64 > 128
S. schenckii s. str. (3)
F 8-16 8-32 64-128 > 128
Y 2-4 4-16 32-128 > 128

SMICsq: sessile minimum inhibitory concentration that causes 50% inhibition of biofilm metabolic activity, measured by the XTT reduction assay. F: fila-
mentous form. Y: yeast form. Values expressed as a range.

spp. in both filamentous and yeast forms. Farnesol
MIC values observed against Sporothrix spp. were
lower than those obtained in other studies, such
as with Aspergillus fumigatus where the MIC was
> 32,000uM (Wongsuk and Luplertlop 2020), and
Candida albicans where farnesol presented a MIC of
56.25uM (Cordeiro et al. 2013). The present results
are in agreement with those observed for other
dimorphic fungi, in which farnesol presented a MIC
of 0.285uM against Coccidioides posadasii (Brilhante
et al. 2013) and 0.01 uM for Histoplasma capsulatum
(Brilhante et al. 2015a). Diverse authors have sug-
gested that farnesol acts by inhibiting ergosterol

synthesis, causing changes in the cell membrane
(Brilhante et al. 2013; Polke et al. 2018), while others
refer to apoptosis induction (Wang et al. 2014).

Like farnesol, 2-phenylethanol also showed antifun-
gal activity against the filamentous and yeast forms of
Sporothrix spp. The antimicrobial effects of 2-phenyle-
thanol have previously been reported against C. albi-
cans, Candida dubliniensis, S. cerevisiae, Aspergillus
spp., Penicillium spp. and Rhizopus spp. (Findri-
Gustek et al. 2012; Han et al. 2013; Liu et al. 2014).
Liu et al. (2014) indicated that the effect of 2-phenyle-
thanol is related to the inhibition of RNA, DNA and
protein synthesis, or even to cell metabolism
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impairment (Liu et al. 2014). Thus, 2-phenylethanol
may interfere with nucleic acid and protein synthesis
in the cells of Sporothrix spp., limiting cell growth.

The antifungal activity of tyrosol has already been
reported in previous studies, with a MIC of 4.2 mM
against Candida spp. (Jakab et al. 2019), a MIC of
5.5mM against the filamentous form of C. posadasii
(Brilhante et al. 2016a), and MICs of 59mM and
0.88 mM for the filamentous and yeast cells of H. cap-
sulatum, respectively (Brilhante et al. 2016a). Similar
inhibitory concentrations of tyrosol were observed
against Sporothrix spp. in both filamentous and yeast
forms. A study based on the gene expression profile
of C. albicans showed that tyrosol affected cell cycle
regulation, DNA replication, and chromosome segre-
gation (Jakab et al. 2019), which could represent
mechanisms of action against Sporothrix cells.

In general, the MICs of farnesol, 2-phenylethanol
and tyrosol against the yeast form of Sporothrix spp.
were 2- or 4-fold lower than those obtained for the
filamentous form. This difference in susceptibility is
common and has been observed in several studies that
evaluated both morphological presentations of this fun-
gus (Gutierrez-Galhardo et al. 2010; Sanchotene et al.
2017; Brilhante et al. 2018b). The divergence in suscep-
tibility may be related to the difference in fungal cell
wall constituent proportions between the filamentous
and yeast forms of Sporothrix spp., in particular glu-
cosamine, glucose and B-1,3-glucan (Martinez-Alvarez
et al. 2017). The cell wall is an important structure for
the growth of fungi since it confers osmotic stability
and protects against stress. In addition, this structure is
responsible for maintaining the cell shape. Changes in
cell wall structure have been related to decreased AMB
susceptibility in Candida spp. (Mesa-Arango et al.
2016). Thus, it can be hypothesized that differences in
the cell wall composition between filamentous and
yeast forms of Sporothrix spp. may influence the sus-
ceptibility to drugs.

Little is known about the mechanisms involved in
Sporothrix biofilm formation and the quorum sensing
activity in this fungal pathogen. However, the role of
some QSMs in morphogenesis has been described for
other  dimorphic  fungi from the  order
Ophiostomatales, such as Ophiostoma floccosum and
Ophiostoma piceae (Berrocal et al. 2014; de Salas et al.
2015). Evaluation of QSMs activity in Sporothrix spp.
is needed to understand the mechanisms involved in
biofilm formation by these species.

The QSMs studied here were first described in C.
albicans (Wongsuk et al. 2016) and are closely related
to the morphological control of this fungal pathogen.
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However, other studies have already described differ-
ent effects of these QSMs on the morphology, biofilm
formation and antifungal activity against different
fungi (Mehmood et al. 2019), with effects dependent
on the fungal species studied (Sebaa et al. 2019).
Farnesol, tyrosol, 2-phenylethanol, and tryptophol are
frequently studied for their important role in modu-
lating the filamentation and biofilm formation pro-
cess. In this study, the effects of these four exogenous
quorum sensing molecules was investigated on the fil-
amentation and biofilm formation of Sporothrix spp.
In these experiments, it was opted to use sub-inhibi-
tory concentrations of QSMs to ensure that the altera-
tions observed were not mediated by cell damage.

Exposure to farnesol caused a reduction in fila-
mentation and biofilm formation by Sporothrix in the
filamentous form. Biofilms formed in the presence of
this QSM consisted predominantly of conidia and
sparse filaments when observed by CLSM, with no
damaged cells observed. In the case of yeast biofilms,
no inhibitory effect was observed at sub-inhibitory
concentrations of farnesol. Previous studies have
shown that farnesol blocks the morphological transi-
tion from yeast to hypha, thus preventing biofilm for-
mation in C. albicans and Trichosporon spp. (Hall
et al. 2011; Cordeiro et al. 2019). The reduction in fil-
amentation has also been described in the other
dimorphic fungi, such as Paracoccidioides spp., reduc-
ing germ tube formation by up to 85%, without
affecting cell viability (Derengowski et al. 2009). Since
the presence of multiple layers of filaments is a hall-
mark of filamentous biofilms (Harding et al. 2009), it
was hypothesized that the reduction observed in
Sporothrix biofilms is due, in part, to filamentation
inhibition by farnesol.

2-Phenylethanol also caused inhibition of filamenta-
tion and biofilm formation by Sporothrix. Microscopic
analysis revealed that biofilms formed in the presence
of 2-phenylethanol maintained their cell integrity, as
perceived by the absence of cells stained with propi-
dium iodide. 2-Phenylethanol is a QSM that inhibits
germ tube and biofilm formation by C. albicans (Chen
and Fink 2006). These filament inhibitory effects could
explain the observed activity of 2-phenylethanol on
Sporothrix. Previous studies have also shown that sev-
eral important cell pathways are altered by treatment
with 2-phenylethanol, including those of amino acid
and protein synthesis, cell cycle and cell death, which
communicate and work collaboratively on fungal
inhibition (Liu et al. 2014; Pu et al. 2014).

Unlike farnesol and 2-phenylethanol, tyrosol caused
an increase in filamentation and in the biomass and
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metabolic activity of the filamentous biofilms of
Sporothrix spp. CLSM revealed the formation of a
thicker biofilm in the presence of tyrosol and an
increase in filaments, forming a thick mesh of hyphae.
Tyrosol stimulates formation of germ tubes, pseudohy-
phae and biofilms of C. albicans (Alem et al. 2006).
This effect seems to be dependent on the tyrosol con-
centration: Cordeiro et al. (2015) reported that exogen-
ous tyrosol added in the biofilm development period
of C. albicans was able to significantly reduce biofilm
formation, instead of stimulating its formation as indi-
cated by Alem et al. (2006). Thus, the increase in
Sporothrix filamentous biofilm may be due to stimula-
tion of filament production by tyrosol.

Since biofilm formation is a resilience factor for the
survival of microorganisms, the antifungal activity of
farnesol, 2-phenylethanol, tyrosol and tryptophol was
investigated against the mature filamentous and yeast
biofilms of Sporothrix spp. In this stage of the study,
concentrations varying from MIC to 128 x MIC from
tests with planktonic cells were used. The SMICs, val-
ues of QSMs were on average 73, 8 and 46 times
higher than the MIC values for farnesol, 2-phenyletha-
nol and tyrosol, respectively. This demonstrates an
increase in tolerance to this drug when the fungus is
in the form of biofilms. This increased tolerance of ses-
sile cells may be related to various features observed in
biofilms, such as overexpression of efflux pumps,
changes in the general cell physiology, high cell density
and the presence of a matrix of extracellular polymeric
substances (Borghi et al. 2016).

Different SMIC values from those observed in this
study can be found in the literature for farnesol against
biofilms formed by other fungi. Farnesol reduced the
metabolic activity of mature biofilms of Trichosporon
spp. and Candida auris by 50% at concentrations of 300-
600 and 150-300 puM, respectively (Cordeiro et al. 2019;
Nagy et al. 2020). These results showed higher SMIC val-
ues than those found against Sporothrix spp. in filament-
ous (8 to 32 puM) and yeast form (1 to 16 uM). On the
other hand, Brilhante et al. (2015a) reported that farnesol
was able to reduce the metabolic activity (>80%) of H.
capsulatum yeast biofilm at ~ 0.05uM. Thus, the effect
of farnesol against mature fungal biofilms depends on
the species, with a higher anti-biofilm activity observed
against dimorphic fungi in the yeast form.

Based on the data presented in this study, it can be
concluded that the QSMs farnesol, 2-phenylethanol
and tyrosol had antifungal activity against planktonic
and sessile cells of the S. schenckii species complex in
both the filamentous and yeast forms. These mole-
cules had different effects on biofilm formation by
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Sporothrix spp. Filamentous biofilm formation was inhib-
ited by farnesol and 2-phenylethanol and was stimulated
by tyrosol, while yeast biofilm formation was inhibited by
2-phenylethanol and tyrosol. Tryptophol did not affect
biofilm formation by Sporothrix.
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