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RESUMO

A esporotricose ¢ uma infeccdo subcutanea causada por fungos dimorficos pertencentes ao
clado clinico de Sporothrix spp. Os fungos possuem diversos fatores de viruléncia, como a
formagdo de biofilmes e a producdo de melanina, que contribuem para sua sobrevivéncia no
hospedeiro e no ambiente. A utiliza¢do de inibidores da bomba de prétons ja demonstrou inibir
o crescimento ¢ a melanogénese de outros fungos. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar o efeito dos inibidores de bomba de protons (IBPs) omeprazol (OMP), rabeprazol (RBP),
lansoprazol (LSP), esomeprazol (ESP) e pantoprazol (PTP) sobre a sensibilidade e
melanogénese de Sporothrix spp., bem como suas interagdes com antifungicos de uso clinico.
Foram utilizadas 12 cepas de Sporothrix spp. (6 Sporothrix brasiliensis, 3 Sporothrix globosa e
3 Sporothrix schenckii). A atividade antifungica dos IBPs foi avaliada pelo método de
microdilui¢do em caldo. O efeito da combinagido dos IBPs com os antifingicos anfotericina B,
itraconazol e terbinafina foi realizada pelo método checkerboard. A agdo dos IBPs no biofilme
de Sporothrix spp. foi analisada pelos métodos de coloragdo com cristal violeta e ensaio de
reducdo do MTT. A agdo dos IBPs no processo de melanogénese foi realizado pela escala de
cinza, verificando a porcentagem de preto. OMP e RBP apresentaram os melhores resultados
de concentragdo inibitéria minima (CIM), variando de 32 a 256 pg/ml para OMP e 32 a 128
pg/ml para RBP. Os biofilmes se mostraram sensiveis ao OMP e RBP, com reducéo (p<0,05)
da atividade metabolica em 52% para OMP e 50% para RBP na concentragdo de 512 pg/ml, e
da biomassa em 53% para OMP e 51% para RBP nas concentra¢des de 512 pg/ml. J& a inibigdo
da melanogénese, apenas 0 OMP demonstrou inibi¢do, com reducdo de 54% na escala de cinza.
Conclui-se que os inibidores da bomba de prétons OMP e RBP possuem atividade antifingica
frente células planctdnicas e biofilmes de Sporothrix spp., além de OMP apresentar atividade

inibitéria da melanogénese destes fungos.

Palavras-chave: Esporotricose; Biofilmes; Melanina; Omeprazol; Rabeprazol; Micologia.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous infection caused by dimorphic fungi belonging to the clinical
clade of Sporothrix spp. Fungi have several virulence factors, such as biofilm formation and
melanin production, which contribute to their survival in the host and in the environment. The
use of proton pump inhibitors has already been shown to inhibit the growth and melanogenesis
of other fungi. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of the proton pump
inhibitors (PPIs) omeprazole (OMP), rabeprazole (RBP), lansoprazole (LSP), esomeprazole
(ESP) and pantoprazole (PTP) on the sensitivity and melanogenesis of Sporothrix spp., as well
as their interactions with clinically used antifungals. Twelve strains of Sporothrix spp. (6
Sporothrix. brasiliensis, 3 Sporothrix globosa and 3 Sporothrix schenckii). The antifungal
activity of PPIs was evaluated by the broth microdilution method. The effect of the combination
of PPIs with the antifungals amphotericin B, itraconazole and terbinafine was performed using
the checkerboard method. The action of PPIs on the Sporothrix spp. was analyzed by crystal
violet staining and MTT reduction assay methods. The action of PPIs in the melanogenesis
process was carried out using the gray scale, verifying the percentage of black. OMP and RBP
showed the best minimum inhibitory concentration (MIC) results, ranging from 32 to 256 pg/ml
for OMP and 32 to 128 pg/ml for RBP. Biofilms were sensitive to OMP and RBP, with a
reduction (p<0,05) in metabolic activity of 52% for OMP and 50% for RBP at a concentration
of 512 1 g/ml, and of biomass by 53% for OMP and 51% for RBP at concentrations of 512
pg/ml. As for the inhibition of melanogenesis, only OMP showed inhibition, with a 54%
reduction in the gray scale. It concludes that the proton pump inhibitors OMP and RBP have
antifungal activity against planktonic cells and biofilms of Sporothrix spp., in addition to OMP

presenting inhibitory activity of the melanogenesis of these fungi.

Keywords: Sporotrichosis; Biofilms; Melanin; Omeprazole; Rabeprazole; Mycology.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma infec¢do cosmopolita, subaguda ou cronica, causada por fungos
dimorficos pertencentes ao clado clinico de Sporothrix spp. Dentre as espécies presentes no
clado clinico, podemos citar S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa, que estdo entre as mais
descritas como causadoras da esporotricose. A infec¢do acontece em humanos e outros
mamiferos como gatos, caes e camundongos (RODRIGUES et al., 2020). A esporotricose
possui maior parte dos casos relatados em regides de clima tropical e subtropical, sendo
considerada endémica das Américas, tendo prevaléncia na regido sudeste e mais recentemente,
na regidio nordeste do Brasil (GREMIAO et al., 2022 RODRIGUES et al., 2022).

Os fungos do género Sporothrix possuem diversos fatores de viruléncia, como a
formagdo de biofilmes e a producdo de melanina, que contribuem para sua sobrevivéncia no
hospedeiro e no ambiente (TAMEZ-CASTRELLON et al., 2020).

A melanina é um pigmento que varia do castanho até preto. Os fungos produtores de
melanina sdo mais resistentes as condigdes impostas durante a interacdo patégeno-hospedeiro,
em paralelo com sua resisténcia aumentada a condi¢cdes ambientais adversas (SMITH;
CASADEVALL, 2019) e a agentes antifungicos, como ja demonstrado nos patdgenos
Histoplasma  capsulatum (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002),
Paracoccidioides  brasiliensis (BALTAZAR et al, 2015) e  Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii (BRILHANTE et al, 2019).

Outro fator de viruléncia importante sdo os biofilmes, que vém sendo apontados como
uma forma de adaptagdo dos microrganismos, sendo, portanto, uma importante estratégia de
sobrevivéncia nos mais diversos ambientes (BATTIN et al., 2016). No hospedeiro, os biofilmes
microbianos podem participar no desenvolvimento da infec¢do e dessa forma podem conferir
resisténcia aos mediadores especificos da resposta imune e terapia antimicrobiana convencional
(MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). A descoberta da formac¢do de biofilmes por espécies de
Sporothrix spp. € recente, tendo seu primeiro relato realizado por Sdnchez-Herrera et al. (2014)
quanto a forma filamentosa do fungo. Mais recentemente os estudos de Brilhante et al. (2017)
e Brilhante et al. (2019) agregaram novas informagdes quanto a cinética de formagdo do
biofilme tanto pela forma filamentosa quanto pela forma leveduriforme de Sporothrix spp.

Para o tratamento da esporotricose, os farmacos mais utilizados sdo o iodeto de potassio,
terbinafina, itraconazol e em casos mais graves da infec¢do, a anfotericina B (OROFINO-
COSTA et al., 2017; RODRIGUES; HAGEN; DE CAMARGO, 2022). Contudo, a baixa

variedade de drogas disponiveis para tratamento, os casos de falhas terap€uticas ja existentes e
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o aumento de casos de esporotricose no Brasil, alcancando estados da regido nordeste como
Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e, mais recentemente, o estado do Ceara; € no
mundo traz a necessidade de se buscar novas drogas para o combate de tal infec¢do. Ensaios
evidenciam que alguns farmacos utilizados para terapias de doencas nao-fingicas, podem ter
atividade antifingica relevante (RODRIGUES et al., 2022).

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) sio medicamentos utilizados para o
tratamento de disturbios de secre¢do de acidos gastrointestinais. Além da sua funcao, estudos
desenvolvidos por Baek e Lee (2015) e Matsui et al. (2015), mostram efeito na inibi¢ao da
melanogénese em melandcitos tratados com IBPs. A inibi¢do da melanogénese pelos inibidores
de bombas de prétons pode ser causada devido a inibi¢ao da atividade da tirosinase, atividade
quelante do cobre, bloqueio do transporte de cobre ou regulacdo negativa dos genes associados
a melanogénese (BAEK; LEE, 2015; MATSUI et al., 2015).

Em estudos realizados por Brilhante et al. (2017) e Brilhante et al. (2019), foi observado
que a producdo de melanina € inibida em cepas de Cryptococcus spp. tratadas com IBPs, além
de terem seu crescimento celular reduzido. Estudos demonstraram sua atividade antifingica em
Candida albicans (KUMML et al., 2013), Aspergillus niger e Trichophyton rubrum (JUWAIED
etal., 2011).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito dos inibidores de bomba de
protons sobre a sensibilidade e melanogénese frente a Sporothrix spp., bem como suas

interagdes com antifiingicos de uso clinico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos historicos da esporotricose

Em 1898, um paciente do sexo masculino de 36 anos deu entrada no Johns Hopkins
Hospital e foi atendido pelo médico Benjamin Robinson Schenck, que observou que o paciente
apresentava nodulos com ulceragdes presentes do dedo até seu antebraco. Schenck foi o
responsavel por fazer a coleta e isolamento o patdgeno, e a partir desse material foi possivel
avaliar e realizar sua classificagdo como pertencente ao género Sporotrichum. Schenck fez a
primeira descrigdo da esporotricose em sua publicagdo, sendo ela considerada o primeiro relato
da doenga e do fungo na literatura (SCHENCK, 1898; GREMIAO, 2020).

J& no ano seguinte, em 1899, Hektoen e Perkins atenderam um paciente de 5 anos, que
havia se machucado com um martelo em casa 10 dias antes. O paciente apresentava alguns
abscessos cutaneos, de onde foi coletado e isolado o mesmo microrganismo observado e
descrito por Schenck e que depois acabaram por regredir espontaneamente. Estes pesquisadores
foram os responsaveis por propor a criagdo do género Sporothrix (HEKTOEN; PERKINS, 1900;
OROFINO-COSTA et al, 2017).

Apesar de ja em 1899 Hektoen e Perkins terem proposto a criagdo do género Sporothrix
(HEKTOEN; PERKINS, 1900), esses fungos continuaram classificados de forma incorreta no
género Sporotrichum até 1962, quando o pesquisador Carmichael realizou estudos de
diferencia¢do morfologica e observou que existiam diferengas claras na estrutura dos conidios
de espécies do género Sporotrichum e de isolados de casos de esporotricose, passando assim a
se utilizar, de fato, o género Sporothrix (CARMICHAEL, 1962; RIPPON, 1988).

O primeiro caso na Europa foi descrito logo em seguida, em 1903, e ao longo dos 10
anos seguintes mais de 200 casos foram reportados no continente (MARIAT, 1968). O primeiro
caso de esporotricose no Brasil foi observado pela primeira vez em 1907, por Lutz e Splendore,
que coletaram e isolaram fungos do género Sporothrix que estavam presentes em ratos (LUTZ;
SPLENDORE,1907). O mesmo Splendore, em 1908, observou e descreveu os corpos asteroides,
um achado que também pode ocorrer em casos de esporotricose (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011). Em 1909 foi demonstrado que felinos podiam se contaminar com o fungo
(DE BEURMANN et al., 1909).

O primeiro caso humano no Brasil foi no Rio de Janeiro, descrito por Terra e Rabelo em

1912 e durante os quatro anos seguintes, foram identificados casos nos estados do Acre, Rio
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Grande do Sul, Minas Gerais, Bahia e Pernambuco (Donadel et al., 1993). A primeira ocorréncia
natural de esporotricose felina no Brasil foi relatada apenas em 1956 por Freitas et al. (1956).

Inicialmente, os maiores numeros de casos de esporotricose eram relatados nos EUA e
na Franca, ocorrendo relatos também na Asia e América do Sul. Durante a histéria da doenca,
foram descritos varios surtos, como nos EUA, Australia e o maior de todos, na Africa do Sul
(RIPPON, 1988; HELM; BERMAN, 1947). Atualmente ha relato de casos em todos os
continentes, sendo mais presente nas Américas, em paises como Peru, México, Venezuela,
Uruguai, Argentina e Brasil (MACHADO et al., 2019; HERNANDEZ-CASTRO, 2022).

Atualmente o Brasil enfrenta um surto de esporotricose, que se iniciou no estado do Rio
de Janeiro na década de 1990 e se espalhou para os estados vizinhos, até alcancar estados da
regido Norte e Nordeste, com surtos relatados nos estados de Pernambuco, Paraiba e Rio Grande
do Norte (OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020; RODRIGUES et al.,
2022).

Desde a descoberta realizada por Schenck (SCHENCK, 1898) até o inicio do século
XXI, o fungo S. schenckii foi considerado como um unico microrganismo, sendo o agente
causador da esporotricose. Em 1979, Kwon-Chung demonstrou que havia uma heterogeneidade,
ao observar a morfologia e a viruléncia de varias cepas. Em 1985, Smith e Batenburg-Van
Der Vegte também observaram uma heterogeneidade a partir de microscopia eletronica,
existindo padrdes diferentes na membrana entre septos (KWON-CHUNG, 1979; SMITH;
BATENBURG-VAN DER VEGTE, 1985). Foi apenas a partir de 2007, apds diversos estudos
moleculares combinados com estudos de taxonomia de fungos, que foi possivel sugerir que S.
schenckii era um complexo de espécies que estdo relacionadas filogeneticamente, sugerindo 3
novas espécies (S. mexicana, S. brasiliensis e S. globosa) que, juntamente com S. schenckii,
seriam parte do complexo e causariam a esporotricose (FLOREZ-MUNOZ; ALZATE; MESA-
ARANGO, 2019; MARIMON et al., 2007).

Atualmente a classificagdo por meio de um complexo estd caindo em desuso, sendo
atualmente sugerido o termo “clado clinico” ao se falar de espécies comumente relacionadas a
casos de esporotricose, enquanto as demais espécies, encontradas no ambiente, estariam
inclusas em um “clado ambiental”. Juntamente a essa nova terminologia, S. mexicana passou a
integrar o “clado ambiental”, e o “clado clinico” ¢ utilizado ao se referir a S. brasiliensis, S.
globosa, S. schenckii e S. luriei (RODRIGUES et al., 2022; KIDD; ABDOLRASOULI,
HAGEN, 2023).



18

2.2 Morfologia

Os fungos do género Sporothrix sao termodimorficos, se apresentando na forma
filamentosa quando saprofita ou quando cultivado em laboratorio, com temperaturas de 25 a
28°C; e na forma leveduriforme quando esta no hospedeiro ou quando cultivado em laboratorio
na temperatura de 37 a 39°C (BAYRY, 2017).

A forma filamentosa tem a capacidade de crescer em uma diversidade de meios,
incluindo os mais comumente utilizados em laboratorio, como agar batata dextrose (PDA), agar
Sabouraud e Mycosel. Quando cultivadas a temperatura de 25 a 28°C (Figura 1A), as colonias
passam a ser visiveis geralmente a partir de 5 a 7 dias de cultivo, podendo em alguns casos,
levar até 15 dias, e inicialmente se apresentam pequenas € cremosas ou brancas, mas que com
um maior tempo de cultivo, podem passar a apresentar a coloragdo marrom, cinza-escuro ou

até pretas (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGQO, 2013; OLIVEIRA, 2011).

Figura 1 — Sporothrix spp. na forma filamentosa.

.
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A: Macromorfologia de Sporothrix spp. cultivado em agar batata a 28 °C. B. Micromorfologia de Sporothrix
spp. apresentando hifas hialinas e conidiéforos originando conidios em arranjo de “buqué de margarida”,

exemplificado no circulo. Lamina corada com azul de algoddo, em aumento de 400x. Fonte: CEMM.

Ao se observar microscopicamente (Figura 1B), apresenta hifas hialinas septadas, com
1-2 um de largura, podendo apresentar dois tipos de conidios: os conidios primarios e os
conidios secundarios. Os conidios primarios, ou também chamados de conidios simpodiais, sao

conidios hialinos de paredes finas, comumente ovais e elipticos, se apresentando em um arranjo
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semelhante a um buqué de margaridas nas extremidades do conididforo. Ja os conidios
secundarios, ou também chamados de conidios sésseis, sdo conidios castanhos de paredes
espessas que emergem de hifas indiferenciadas, podendo se apresentar de diversas formas,
como piriforme, ovoide e esférica (OLIVEIRA, 2011; RODRIGUES; DE HOOG; DE
CAMARGO, 2013; RODRIGUES et al., 2020).

J4 a forma leveduriforme geralmente estdo visiveis com 5 dias de incubagdo, podendo
haver casos com 15-20 dias para crescimento (Figura 2A). A forma leveduriforme apresenta
colonias na coloracao cremosa a amarelo-acinzentada, com um aspecto macio. Para se obter a
forma leveduriforme, no entanto, ¢ necessario um cultivo em meio enriquecido, como dgar BHI
(Brain Heart Infusion) ou 4gar sangue na temperatura de 37°C. Além disso outros fatores

estimulam o processo de reversdo, como pH em 7,2, niveis de glicose e pressdao de COz em 5%.

Figura 2 — Sporothrix spp. na forma leveduriforme.

A: Crescimento macroscopico de Sporothrix spp. na forma leveduriforme a 37 °C, cultivado em agar BHI
suplementado com 5% de sangue de carneiro, apresentando colonia de superficie irregular da cor creme. B:
Aspecto microscopico de leveduras de Sporothrix spp., com células esféricas ou ovais, algumas com

brotamentos. Lamina corada com azul de algoddo, em aumento de 1000x. Fonte: CEMM.

Com a reversdo ja feita, ¢ possivel manter a forma leveduriforme nos meios
enriquecidos ou agar Sabouraud, na temperatura de 37°C. Ao se observar microscopicamente
(Figura 2B), as colonias sdo compostas por células redondas ou ovais, com brotamento tnico
ou multiplos. (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2018; BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011).
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2.3 Fatores de viruléncia

Um fator de viruléncia ¢ definido como um elemento do patdégeno que contribui para
danificar o hospedeiro, cuja auséncia causa redug¢do da viruléncia do fungo sem afetar o
crescimento ou a aptiddo do organismo (REMENTERIA et al., 2005). A expressdo desses
fatores permite ao microrganismo uma maior chance de se manter no seu habitat natural ou no
hospedeiro, durante uma infec¢do. Por isso, ¢ possivel dizer que sdo estratégias de
sobrevivéncia (TAMEZ-CASTRELLON, 2020).

Com relacdo a Sporothrix spp., podemos citar alguns fatores de viruléncia ja
demonstrados, como a produciao de melanina, que protege o fungo contra estresses ambientais
e do hospedeiro; formacdo de biofilmes, uma estrutura que participa da resisténcia aos
antifungicos; superexpressdo de bombas de efluxo, vesiculas extracelulares, que transportam
elementos necessarios para a viruléncia fora da célula; lipidios, encontrados na parede celular;
quinases e proteinas de choque térmico, que participam da termotolerancia e do dimorfismo; e
proteinases extracelulares e intracelulares, que auxiliam o fungo a colonizar os tecidos do
hospedeiro; Dentre esses, a formagdo de biofilmes e a producdo de melanina estdo entre os
principais fatores (BRILHANTE et al., 2018a; TAMEZ-CASTRELLON, 2020; WALLER et
al., 2021; GARCIA-CARNERO et al., 2022).

2.3.1 Melaninas

As melaninas sdo uma classe de pigmentos que variam de castanho até preto, e que sao
gerados pela polimerizagdo oxidativa de compostos fendlicos e, embora esses pigmentos nao
sejam essenciais para o crescimento do fungo, eles desempenham um papel fundamental na
sobrevivéncia do organismo. Além disso, podem conferir estabilidade contra certos estresses
ambientais, como proteger o fungo de radiacdo UV, lise quimica e fisica e impedem que os
compostos antifingicos atinjam seus alvos dentro das células fungicas (ALMEIDA-PAES et
al., 2012). Além disso, em vdrias espécies fungicas patogénicas, os pigmentos de melanina
protegem os fungos das respostas imunes inatas do hospedeiro mamifero, inibindo a fagocitose
e a morte de células fungicas pelas células hospedeiras (SMITH; CASADEVALL, 2019).

Para a producao de melanina em fungos, as principais rotas sao as da DOPA e DHN. No
entanto, além de Sporothrix spp. utilizar ambas as rotas, utiliza uma terceira via chamada de
piomelanina. A primeira via necessita da presenca de substratos exdgenos, como a 3.,4-

diidroxifenilalanina, e a melanina produzida ¢ denominada de eumelanina, enquanto a segunda
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via utiliza precursores produzidos via acetil-CoA a partir da glicolise. Ja a terceira via, chamada
de piomelanina, usa precursores de L-tirosina na sintese (MORRIS-JONES et al., 2003;
ALMEIDA-PAES et al., 2016; ALMEIDA-PAES et al., 2017; GARCIA-CARNERO et al.,
2022).

A melanina confere grandes vantagens aos organismos, como seu papel como fator de
viruléncia. Um exemplo disso sdo que células ndo melanizadas de Sporothrix spp. sdo mais
suscetiveis a serem engolfadas por monoécitos humanos (ALMEIDA-PAES et al., 2015). Além
disso, a melanina confere uma maior prote¢ao a c€lulas flngicas contra espécies reativas de
oxigénio (ROS) e o6xido nitrico (NO), que sdo compostos quimicos liberados pelas células
hospedeiras como mecanismo de defesa. O pigmento também ja foi proposto como o principal
mecanismo que protege o fungo contra a radiagcdo UV (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000;
GARCIA-CARNERO et al., 2022), e outros estudos mostram que cepas de Sporothrix spp. sem
melanina causam menos progressao da esporotricose (MADRID et al., 2010). Devido a esses e
diversos outros fatores, foi proposto que a presenca de melanina em Sporothrix spp. pode ser
um fator importante no desenvolvimento da micose (MADRID et al., 2010; GARCIA-
CARNERO et al., 2022).

Nos fungos patogénicos humanos H. capsulatum, Cryptococcus neoformans ¢ P.
brasiliensis, a melanina fornece resisténcia a anfotericina B (TABORDA et al., 2008). Além
disso, células melanizadas de S. schenckii e S. brasiliensis tém resisténcia aos antifungicos
terbinafina e anfotericina B, que sdo opg¢des para o tratamento da esporotricose em casos de
impossibilidade da utilizag@o de itraconazol ou em casos graves, respectivamente (ALMEIDA-
PAES et al., 2016; GARCIA-CARNERO et al., 2022).

Como um fator de resisténcia antifungica, a melanina e suas vias de sintese podem
passar a ser um alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos antiflingicos para terapias
de esporotricose. Um estudo mostrou que a melanina ¢ um fator chave para prevenir a
fagocitose de S. globosa por macréfagos, além disso, a melanina presente em S. globosa podem
diminuir a expressdao de receptores envolvidos no reconhecimento do fungo. Com isso, a
presenca de melanina na parede celular do patdégeno reduz a possibilidade de o hospedeiro
combater o fungo, culminando também com uma diminui¢do da resposta pré-inflamatoria

(NEGRINI et al., 2014; GUAN et al., 2021).
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2.3.2 Formacdo de biofilmes

Os biofilmes podem ser definidos como uma comunidade microrganismos, que ficam
em uma matriz de polimeros organicos, aderidos a uma superficie. Esses biofilmes se formam
a partir da deposi¢do e adesdo de microrganismos em uma superficie, formando assim uma
matriz de exopolissacarideos (EPs) (XIROS; STUDER, 2017; GARCIA-CARNERO et al.,
2022).

A formacao de biofilme tem sido considerada um fator de viruléncia em diferentes
fungos patogénicos humanos, como Candida spp., Aspergillus spp. e Cryptococcus spp.
Sporothrix spp. € capaz de gerar essa estrutura complexa, em que seus principais componentes
sdo glicoproteinas, polissacarideos, 4cidos nucleicos e lipidios. Essa estrutura dificulta o
tratamento, ja que além de ser uma barreira que impede o acesso de certas moléculas ao interior
do biofilme, ¢ um participante chave na aquisi¢do de resisténcia aos antifiingicos de escolha
para o tratamento. O pouco acesso que os antifingicos acabam tendo para atingir as células-
alvo por impedimento, adsor¢ao, inativagao, neutralizagdo ou expulsao causada pelo biofilme,
fazendo com que o desenvolvimento do biofilme seja um fator importante para o
desenvolvimento e persisténcia de esporotricose (BRILHANTE et al., 2018a; BRILHANTE et
al., 2019; SANCHEZ-HERRERA et al., 2021; GARCIA-CARNERO et al., 2022).

A formagdo de biofilmes em Sporothrix foi descrita pela primeira vez em 2014 por
Sanchez Herrera et al. (2014), demonstrado sua capacidade de formacdo de biofilme e
caracteristicas relacionadas. Posteriormente, outros estudos foram capazes de observar
caracteristicas mais especificas com relagdo ao biofilme de Sporothrix spp., como seu tempo
otimo de formagdo. Além disso, foram observados também que os biofilmes filamentos sdo
robustos, contendo uma grande quantidade de hifas e conidios, além de se mostrarem até 50
vezes mais resistentes as drogas testadas quando comparados a comparados a células
planctonicas. Ja os biofilmes leveduriformes apresentaram niveis de resisténcia semelhantes
aos encontrados nos biofilmes filamentosos, mas observou-se diferencas na composi¢ao da
parede celular das células leveduriformes e filamentosas que podem acabar afetando a

susceptibilidade a drogas, como a quantidade de melanina (BRILHANTE et al., 2018a; 2019a).

2.4 Epidemiologia

A esporotricose ¢ uma micose cosmopolita, com alguns agentes etiologicos especificos

de determinadas regides, enquanto outros estdo distribuidos ao longo dos continentes (Figura
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3). As espécies do clado clinico ndo se distribuem igualmente pelo mundo e também estdo
associadas a diferentes rotas de transmissdo. A esporotricose ¢ uma doenca considerada
epidemiologicamente misteriosa, visto que nao existe uma estatistica oficial, mas apenas uma
série de casos e surtos mostram o problema (RODRIGUES et al., 2022).

Observando geograficamente os agentes da esporotricose (Figura 2), é possivel notar
sua distribui¢io desigual. S. globosa é mais predominante na Asia; S. schenckii tem uma alta
prevaléncia na Australia, Africa, Oeste da América do Sul, América Central e América do Norte;
e S. brasiliensis € mais prevalente no Brasil (RODRIGUES et al., 2020; RODRIGUES et al.,
2022).

A historia da esporotricose se da a partir de repetidos surtos e epidemias, em que o mais
famoso ocorreu por volta da década de 1940 na Africa do Sul, com mais de 3000 pessoas
contaminadas (BROWN et al., 1947). No continente africano, a esporotricose animal ¢ rara e a
transmissdo saprondtica € a mais comum, com S. schenckii como o principal agente causador.
No entanto, ha uma escassez de dados sobre casos de esporotricose no continente, ocorrendo
relatos principalmente em Madagascar, Zimbéabue, Nigéria e Suddo (GOVENDER et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2022).

Ja no que diz respeito ao continente asiatico, os dados epidemiologicos advém
principalmente da China, india, Japdo e Malésia, com a China possuindo uma das maiores taxas
de esporotricose do continente e com esporotricose humana endémica, assim como a India. Da
mesma forma que no continente africano, na Asia a esporotricose ¢ uma sapronose, com a
inoculagdo traumatica por material vegetal como principal via de transmissao. No entanto, o
principal agente etiologico € S. globosa. A Malésia difere um pouco dos outros paises nesse
caso, com S. schenckii sendo responsavel por algumas epizootias e, consequentemente, mais
casos zoonoticos (KANO et al., 2015; RUDRAMURTHY et al., 2021).

A esporotricose foi extremamente comum na Europa no inicio do século XX, com
diversos relatos principalmente na Franga. Contudo, ao longo do tempo os casos da doenca
diminuiram drasticamente, com poucos casos principalmente no Reino Unido, Italia e Espanha

(MADRID et al., 2009; RODRIGUES et al., 2022).
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Figura 3: Epidemiologia de Sporothrix spp.
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Distribuigdo global de Sporothrix spp., destacando as 3 espécies mais comuns do clado clinico. A legenda aponta
a frequéncia de cada espécie em um pais ou regido, baseando-se nos dados presentes na literatura. Fonte: Traduzido

de Rodrigues et al. (2020).

Na Oceania, apenas alguns poucos casos foram relatados na Australia, com S. schenckii
e S. globosa seguindo uma rota saprondtica € com casos raros de esporotricose felina
(SCHAUER et al., 2020).

J& nas Américas, pode-se dizer que a esporotricose ¢ relativamente comum, com a
maioria dos casos nos EUA estarem relacionados com condi¢des oportunistas, relacionadas
principalmente a HIV/aids (GOLD et al., 2016). J4 na América Latina, a esporotricose ¢ a

micose de implantacdo mais comum, principalmente no Brasil, Colombia, Peru e Venezuela. A
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rota saprondtica € a mais comum na Colémbia, Peru e Venezuela, em que os principais agentes
sdo S. schenckii e S. globosa (HERNANDEZ-CASTRO et al., 2022). J4 no Brasil, a via
zoonotica ¢ a de mais ocorréncia, com a esporotricose felina como o principal meio de infecgao
para humanos e outros felinos, sendo o S. brasiliensis o principal agente nesses casos
(GREMIAO et al., 2017).

No Brasil, até a década de 1990, a forma de transmissdao mais comum era a sapronotica,
de forma semelhante aos outros paises da América Latina. No entanto, a partir dessa década, os
gatos domésticos passaram a ser a principal forma de transmissao da esporotricose, ao se
observar um aumento de epizootias e, consequentemente, de transmissdes zoondticas. Esses
casos possuem como epicentro o estado do Rio de Janeiro, com um surto de esporotricose felina
em 1998. Em 2013 observou-se a prevaléncia de S. brasiliensis em felinos e relacionando-a
com os surtos. A doenca se espalhou inicialmente para os estados vizinhos, apresentando em
2015 surtos na regido sul e sudeste do Brasil (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO,
2016). Mais recentemente, os casos alcangaram os estados da regido Norte e Nordeste em 2019,
com emergéncia em Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (RODRIGUES et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2022).

Em 2022 houve o primeiro caso de esporotricose felina diagnosticado no estado do
Ceard, contudo acredita-se que a doencga foi adquirida em Recife-Pernambuco, visto que o
animal esteve na cidade cerca de 90 dias antes do aparecimento das lesdes (AGUIAR et al.,
2023). Além disso, ha uma relacdo direta de surgirmento de casos felinos seguido de surgimento
de casos humanos, a partir de transmissdes zoondticas, o que sugere a possibilidade de
surgimento de casos de esporotricose humana no Ceard (RODRIGUES et al., 2022).

A figura 4 mostra uma representacdo cronoldgica de importantes acontecimentos da

historia e da epidemiologia da esporotricose.
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Figura 4: Cronologia de importantes eventos historicos e epidemioldgicos da esporotricose.
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2.5 Esporotricose

2.5.1 Patogenia

O género Sporothrix ¢ bastante diverso, sendo composto por 53 espécies descritas,
formado principalmente por fungos que estdo associados a besouros e plantas. Apesar do
numero razoavel de espécies no género, apenas nove sao patogénicas para mamiferos, como
camundongos, cavalos e chimpanzés, além dos mais comuns, que sao humanos, gatos e caes.
As 4 espécies que mais comumente causam a esporotricose (S. brasiliensis, S. globosa, S.
schenckii e S. luriei) se apresentam em um clado clinico (Figura 5), enquanto as outras espécies

do género ficam classificadas em um clado ambiental (RODRIGUES, 2022). O género faz parte
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do Reino Fungi, filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Ophiostomatales e familia

Ophiostomataceae.

Figura 5: Listagem de espécies causadoras da esporotricose e sua patogenicidade.
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Apresentagdo de espécies causadoras da esporotricose, listando as espécies que comumente estdo relacionadas a
doenga, que sdo as pertencentes ao clado clinico; e as que, em casos raros podem causar a doenga, pertencentes ao

clado ambiental. Fonte: Traduzido de Rodrigues et al. (2022)

A esporotricose ¢ uma micose subcutidnea causada por espécies do clado clinico de
Sporothrix spp., que sao encontradas em todo o planeta, em vegetacdes, matérias organicas em
decomposi¢cdo, musgos e solo. A doenca se inicia através da inoculagdo traumatica de
propagulos flingicos no tecido subcutaneo. Essa inoculagdo pode estar relacionada a
trabalhadores em que a ocupag¢do seria em locais onde o fungo se fazia presente; ou a partir de
ferimentos por animais contaminados (OROFINOCOSTA et al., 2017; RODRIGUES et al.,
2020).

A esporotricose possui duas principais vias de transmissdo para o homem.
Classicamente, a mais comum ¢ a saprondtica, que necessita de contato direto com solo e
matéria organica em decomposi¢do, e esta amplamente relacionada a certas profissdes, como
jardineiros, agricultores, floristas, extrativistas e fazendeiros. J4 a rota alternativa envolve a
transmissdo horizontal entre animais, como cdes, murinos e principalmente felinos; e a
transmissdo zoonotica, que se relaciona diretamente com o contato de humanos com animais
domésticos e de rua. A figura 6 apresenta esquematicamente as rotas de transmissao da

esporotricose (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2022).
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Figura 6: Esquema representativo das rotas de transmissdo da esporotricose.
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Fonte: traduzido de Rodrigues; De Hoog; De Camargo (2016).

Os hospedeiros mais susceptiveis a contaminag¢do por Sporothrix spp. sdo os gatos,
particularmente devido aos seus costumes de afiar as unhas em troncos de arvores e enterrar
fezes no solo, € o mais comum ¢ que desenvolvam formas mais graves da doenga, com
possibilidade de morte. As lesdes sdo ulcerativas e multiplas, geralmente estdo presentes no
focinho, cabeca ou patas, visto que biofilmes de Sporothrix spp. crescem em unhas de gatos
(BRILHANTE et al., 2021) e ¢ do comportamento felino atos de arranhar e morder. A
esporotricose felina ¢ mais frequente em machos adultos ndo castrados, por estarem mais
propensos a conflitos e ferimentos (RODRIGUES et al., 2022).

A esporotricose humana ¢ uma infecgdo que apresenta suas manifestacdes clinicas
diretamente relacionadas ao comportamento dos infectados, ligadas a forma e regido de contato,
sendo face, membros superiores e inferiores os mais comuns. Inicialmente, a lesdo tem aspecto

papulonodular onde o fungo foi introduzido na pele, podendo surgir entre duas a quatro semanas
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apods o trauma. As lesdes, que geralmente sdo nddulos, podem ulcerar, progredindo ao longo
dos canais linfaticos ascendentes ou descendentes apds algumas semanas. (RODRIGUES; DE

HOOG; DE CAMARGO, 2015; OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020).

2.5.2 Apresentagoes clinicas

As manifestagdes clinicas da esporotricose sao divididas principalmente em cutaneas e
extracutaneas, sendo a cutanea a forma mais comum, com mais de 95% dos casos. A forma
cutanea ainda pode ser dividida em linfocutanea, cutinea fixa e cutdnea disseminada. Ja a forma
extracutanea, considerada rara, ocorre quando ¢ observada em qualquer 6rgdo ou tecido que
ndo a pele (LOPES-BEZERRA et al., 2006; OROFINO-COSTA et al., 2017).

A forma linfocutanea (Figura 7) ¢ a forma mais comum entre os pacientes acometidos
pela esporotricose, que podem variar de 70-90% dos casos. Se caracteriza por pequenos ndédulos
que seguem o trajeto do sistema linfatico, ascendente ou descendente, da regido do trauma, que
é precedida por um caso bem definido de inoculagéo ou trauma cutdneo (LOPES-BEZERRA;
SCHUBACH; COSTA, 2006; OROFINO-COSTA et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020)

Figura 7. Forma linfocutanea da esporotricose.

Legenda: Les&o nodular ulcerativa no polegar, seguida de lesbes nodulares
e/ou ulcerativas nos linfaticos regionais. Fonte: Rodrigues et al. (2020).

J4 a forma cutinea fixa (Figura 8) ¢ caracterizada pela presenga de apenas uma unica
lesdo localizada, no local em que ocorreu a inoculagdo, geralmente semelhante ao cancro de
inoculagdo, como lesdo ulcerada, verrucosa ou papular, sem disseminagao linfatica (BARROS

et al., 2008; OROFINO-COSTA et al., 2017).
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Figura 8. Forma cutanea fixa da esporotricose.

Legenda: Lesao nodular ulcerativa no dorso da méo. Fonte:

Orofino-costa et al. (2017).

Em menor grau, pode ocorrer a forma cutanea disseminada (Figura 9), que geralmente
estdo relacionadas com pacientes com algum déficit do sistema imunologico como idade
avancada, alcoolismo, diabetes, corticoterapia prolongada ou drogas imunossupressoras, AIDS,
nefropatias, entre outros. Nesses casos € possivel observar lesdes cutaneas ao longo de todo o
corpo do individuo, que com o passar de dias ou semanas podem ulcerar (SIDRIM; ROCHA,

2004; WHITE et al., 2019).

Figura 9: Forma cutanea disseminada da esporotricose.

Legenda: Forma sistémica com lesdes cutineas disseminadas. Fonte: Orofino-Costa et al. (2017)

A extracutanea ¢ a forma mais rara da esporotricose e ocorre quando se observa a doenga
em qualquer orgdo ou tecido, em decorréncia da disseminagdo hematogénica ou por meio de
ingestao ou inalagdo do fungo. As formas extracutaneas mais comuns sdo a ocular, pulmonar e

osteoarticular, sendo a pulmonar a mais comum, com cerca de 100 casos relatados. Os casos
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geralmente estdo relacionados a pacientes imunossuprimidos, e sdo de dificil diagnostico e

tratamento (BONIFAZ et al., 2017; OROFINO-COSTA et al., 2017; GREMIAO et al., 2020).

2.5.3 Diagnéstico laboratorial

A esporotricose pode ser diagnosticada considerando diversos fatores e informagdes de
dados clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. Um diagnéstico laboratorial feito de forma
precoce e preciso da esporotricose € extremamente importante, pois o aspecto clinico das lesoes
cutdneas pode acabar mimetizando doengas como micobacteriose, leishmaniose tegumentar
americana, blastomicose, paracoccidioidomicose e criptococose (BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011; OROFINO-COSTA et al., 2017).

O diagnostico da esporotricose pode se basear em diversos tipos de exames, como no
isolamento e identificagdo do Sporothrix em cultura, citopatologia, histopatologia, teste cutaneo,
sorologia, imuno-histoquimica e técnicas moleculares. Em suspeita de formas sistémica,
também devem ser solicitados exames laboratoriais complementares como hemograma e perfil
bioquimico (RODRIGUES et al., 2022).

Dependendo da forma clinica e das abordagens laboratoriais, varios tipos de amostras
bioldgicas podem ser coletadas e investigadas. Os mais comuns sdo fragmentos de tecidos,
exsudatos serossanguinolentos, secrecao purulenta, raspagem de crostas hiperqueratdticas e
aspirado de linfonodos. Alguns cuidados devem ser seguidos para ndo afetar a qualidade da
amostra, como temperatura para o transporte do material, tempo de armazenamento e o
processamento adequado da amostra. O material deve ser semeado o mais rapido possivel em
meios de cultura, no entanto, em possiveis eventualidades, a amostra clinica deve ser mantida
a 4°C por um tempo inferior a 8-10 h (SCHWARZ, 1982; GEZUELE; DA ROSA, 2005;
GREMIAO et al., 2020).

O método considerado padrao ouro para o diagndstico da esporotricose ¢ a cultura, feita
a partir do isolamento e identificagdo do microrganismo em meios de cultura, com a
caracterizacdo do agente feita por parametros morfologicos. O método possui diversas
vantagens, por ser considerado de baixo custo, confiavel e amplamente utilizado na rotina
clinica (RODRIGUES; OROFINO-COSTA; DE CAMARGO, 2019; GREMIAO et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2022). A cultura ocorre a partir da semeadura do material coletado em
meios de cultura padrdo para andlises micoldgicas, sendo eles o dgar Sabouraud simples, agar
Sabouraud acrescido de cloranfenicol ou o agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e

cicloheximida. O tempo médio de crescimento do Sporothrix spp. na forma filamentosa, numa



32

temperatura de 25°C, ¢ de 3 dias a 2 semanas. Os isolados podem ser identificados a partir de
caracteristicas macro e micromorfoldgicas (RODRIGUES et al., 2022; RODRIGUES; HAGEN;
DE CAMARGO, 2022; DA CRUZ BAHIENSE ROCHA et al., 2021).

O exame micolégico direto também pode ser utilizado, contudo, o material bioldgico
obtido de lesdes de pele humana e fragmentos de tecido tem baixa carga fungica, o que acaba
dificultando a visualizagdo. Mesmo em exames diretos com amostras tratadas com solucao de
hidroxido de potéassio (KOH) 10-30% ou com técnicas de coloragao rapida, raramente € possivel
observar o fungo no exame. No entanto, o exame direto possui uma maior positividade em casos
de pacientes imunossuprimidos, além de alguns estudos sugerirem que imprint de secre¢ao
purulenta ou bidpsias coradas com Giemsa aumentam a sensibilidade do teste em humanos
(WARNOCK, 2012; OROFINO-COSTA et al., 2017; RICHARDSON; ARENAS et al., 2018).

O exame citopatologico, que pode ser corado com écido periddico de Schiff (PAS) ou
com metenamina de prata de Grocott-Gomori (GMS), o que permite em alguns poucos casos
(cerca de 20%) a observacao de granuloma de células epiteloides, corpos asterdides e leveduras,
principalmente em casos de esporotricose extracutanea ou disseminada. Por outro lado,
diferentes técnicas de coloracdo citopatologica sdo mais sensiveis em animais, particularmente
felinos. O exame citopatologico de exsudatos e lesdes de pele mostra alta carga fungica,
permitindo observar células leveduriformes de Sporothrix que variam de arredondadas, ovais
ou em forma de charuto, circundadas por um halo transparente em forma de capsula
(MAHAJAN, 2014; RODRIGUES et al., 2022; REDIGUIERI et al., 2022).

De forma semelhante ao citopatoldgico, os achados histopatologicos em amostras
humanas podem ser inespecificos, apenas indicando o diagndstico de esporotricose humana,
também devido a escassez de estruturas fingicas. O padrao histopatologico observado sao
reagdes granulomatosas, podendo se apresentar com hiperplasia epidérmica (com ou sem
ulceracdo), acantose papilomatosa, hiperceratose, microabscesso intraepidérmico e elementos
fingicos, como células de levedura e corpos asteroides. Em aproximadamente 50% dos casos,
as leveduras podem ser visiveis em esfregacos de tecido corados. Em pacientes com AIDS, os
achados histopatoldgicos sdo incomuns, devido a resposta inflamatoria menor (ZHANG et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2022).

Os primeiros trabalhos para o desenvolvimento de testes sorologicos para a
esporotricose ja surgiram em 1910, e ao longo dos anos diversos testes surgiram, € muitas
tentativas foram feitas para que se passasse a adota-los para o diagndstico da esporotricose, ja

que sdo rapidos, precisos e ndo invasivos. No entanto, a auséncia de um antigeno padrio e



33

comercial dificultam a padronizacgdo e utilizagdo de um teste sorologico para a doenga (WIDAL
etal., 1910).

Estudos mais recentes mostram testes ELISA que demonstraram uma alta especificidade
(82%) e uma alta sensibilidade (89%), com uma reprodutibilidade de 98%, mostrando que os
métodos sorologicos podem avaliar qualitativa e quantitativamente a condi¢ao, podendo gerar
resultados rapidos e com altos niveis de especificidade e sensibilidade (WIDAL et al., 1910;
BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2022).

Até os dias de hoje, os diagnosticos acerca da esporotricose nao fazem a identificagdo a
nivel de espécie. Além disso, apesar dos métodos classicos terem um custo reduzido, sdo
trabalhosos, demorados e ndo permitem a identificagdo a nivel de espécie. Dito isso, 0s avangos
na biologia molecular apresenta resultados promissores. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) ja sao utilizadas para a identificacdo da esporotricose, com técnicas que utilizam
crescimento de culturas e técnicas ndo dependentes de cultura, apresentando 100% de
especificidade e 98% de sensibilidade. No entanto, além de poucas técnicas conseguirem chegar
na identificagdo até o nivel de espécie, ndo sao amplamente disponiveis nos servigos de satde,
e acabam ficando restritas a grandes centros de pesquisa e laboratorios, o que afeta
negativamente o diagnostico da doenga (DE CARVALHO et al., 2022; DELLA TERRA et al.,
2022).

Outra técnica que passou a ser mais utilizadas nas duas ultimas décadas ¢ a de MALDI-
ToF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Light), e tem sido uma poderosa
ferramenta na identificagdo de microganismos. O Maldi-Tof ¢ uma técnica que usa ionizagao
para diagnosticar as proteinas e, a partir das informagdes obtidas, indentificar o microrganismo
a partir da comparacao dos dados obtidos com dados ja presentes em sua biblioteca. Nos ultimos
anos a técnica passou a ter presente em seus bancos de dados informagdes que permitem
identificar também fungos filamentosos, e de forma bastante precisa. No que diz respeito a
Sporothrix spp., o método ja possui informagdes em seus bancos de dado que permitem o
reconhecimento de S. brasiliensis, S. Globosa, S. Schenckii e S. luriei, além de alguns membros
que fazem parte do clado ambiental. Apesar de a técnica ser considerada confiavel e rapida
existem algumas desvantagens, como a necessidade de uma cultura prévia e de um banco de
dados robusto e com as informagdes ja presentes (OLIVEIRA et al., 2015; SINGHAL et al.,
2015; MF MATOS et al, 2019; RODRIGUES et al., 2022).
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2.5.4 Tratamento

A escolha do tratamento da esporotricose depende de alguns fatores, como a forma
clinica da doenga, o estado imunoldgico do hospedeiro e da espécie de Sporothrix spp.
envolvida. As espécies mais virulentas (S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa) apresentam
diferentes perfis de sensibilidade aos antifungicos, o que torna a resposta a terapia variavel.
Dentre as opcdes de escolha para o tratamento, podemos citar o iodeto de potassio, itraconazol,
terbinafina e anfotericina B (ESPINEL-INGROFF, 2017).

A solucdo de iodeto de potéssio foi o primeiro tratamento para a esporotricose € ¢
utilizado desde 1903, periodo em que ainda nao se existia drogas antifingicas disponiveis. A
solucao também ¢ utilizada para varias outras doencas infecciosas e ndo infecciosas, por possuir
atividade imunomoduladora. Apesar de sua eficacia, seu mecanismo de agdo no combate a
microrganismo ainda nao ¢ claro. Existem algumas desvantagens na sua utilizagdo, como gosto
metalico e nduseas e, para o tratamento em humanos seu uso ja foi substituido pelo itraconazol.
Contudo, ainda ¢ utilizado em formas cutaneas humanas e felinas, devido ao seu baixo custo
(GREMIAO et al., 2022; SHARMA et al., 2022).

Atualmente o itraconazol ¢ a droga de escolha nos casos mais comuns de esporotricose,
devido a sua eficécia, seguranga e conveniéncia para a esporotricose cutanea e linfocutanea,
sendo utilizado também para o tratamento de animais no Brasil. O itraconazol ¢ uma droga
fungistatica que inibe a sintese de ergosterol, o principal esterol da membrana celular do fungo.
Embora seja eficaz, sua utilizagdo possui efeitos colaterais e pode interagir com mais de 200
outros medicamentos, podendo gerar efeitos adversos ou ineficicia. Os principais efeitos
colaterais sdo dores de cabeca e disturbios gastrointestinais, além de nao poder ser utilizado por
pacientes com doengas hepaticas ou por gestantes (BORBA-SANTOS et al, 2014;
RODRIGUES; FERNANDES; DE CAMARGO, 2017; SHARMA et al., 2022).

Outro inibidor da sintese do ergosterol que € utilizado para o tratamento da esporotricose
¢ a terbinafina, sendo utilizada para a forma cutanea em humanos quando o itraconazol nao
pode ser utilizado. Por ser um derivado alilanina, seu mecanismo de agdo estd ligado ao
bloqueio da sintese do ergosterol, inibindo assim a enzima esqualeno epoxidade. A terbinafina
¢ uma boa alternativa para casos em que nao se pode utilizar o itraconazol, no entanto, seu alto
custo dificulta sua utilizagdo e aquisi¢ao por parte da populacdo (FRANCESCONI et al., 2011;
SHARMA et al., 2022).

Para casos mais graves, onde hd risco de vida, o antifungico de escolha ¢ a anfotericina

B. Nesses casos, ¢ utilizada ate que haja melhora clinica suficiente para que seja substituida
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pelo itraconazol. A anfotericina B age se ligando aos esterois da membrana celular do fungo,
criando uma alteragdo na permeabilidade da membrana, provocando extravasamento dos
componentes intracelulares. Embora seja muito eficaz, sua utilizagdo nao ¢ recomendada em
casos mais simples devido a sua toxicidade, além da necessidade de ser administrado por via
intravenosa (OROFINO-COSTA et al., 2017; CAROLUS et al., 2020).

Apesar de na grande maioria dos casos as drogas antifingicas ja apresentadas sejam o
suficiente para a cura da esporotricose, ja existem relatos de falhas terapéuticas, recaidas apds
melhora inicial e a ndo resposta ao tratamento. Devido a esse fato, torna-se necessario para o
combate a esporotricose a busca por novos compostos que tenham potencial antifungico para
inibir o crescimento de Sporothrix spp. ou que possam atuar de forma combinada com os

antifingicos ja utilizados (RODRIGUES et al., 2022).

2.6 A busca por novas estratégias terapéuticas e o redirecionamento de farmacos

Nos tultimos anos o numero de falhas terapéuticas no tratamento da esporotricose
aumentaram, ja havendo relatos de resisténcia a itraconazol, terbinafina e anfotericina B.
Levantamentos de estudos mostram que cepas de S. schenckii de todo o mundo, com excegao
de cepas da Argentina, apresentaram resisténcia a itraconazol e anfotericina B. J4 em estudos
feitos com S. brasiliensis, foi observado resisténcia a itraconazol e terbinafina. Essa diminui¢ao
da eficacia dos antifungicos pode estar relacionada ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia, o que reduz sua atividade antifiingica. Os principais mecanismos de resisténcia de
Sporothrix spp. sao a producao de melanina, formagao de biofilme, superexpressdo de bombas
de efluxo e mutagdo da enzima alvo (WALLER et al., 2021).

A busca por novas terapias a partir de firmacos que ja sdo utilizados em tratamentos de
outras condi¢des € extremamente importante, principalmente em doengas como a esporotricose,
que nao possui muitas opgoes terap€uticas. Dentre as vantagens, podemos citar a simplificagdao
dos procedimentos regulatdrios para a introdu¢ao no mercado de um medicamento previamente
aprovado. Essa etapa considera dados previamente adquiridos, principalmente relacionados a
seguranga e toxicidade do medicamento, o que pode tornar as fases iniciais de desenvolvimento
de um medicamento reposicionado mais rapidas e, portanto, mais baratas, além de aumentar as
chances de introdu¢do no mercado (BRILHANTE et al., 2018b; JOURDAN et al., 2020;
PARISI et al., 2020; LEE et al., 2020; WALLER et al., 2021; RODRIGUES et al., 2022).

Os estudos que buscam novas moléculas ou o redirecionamento de fArmacos para o

tratamento da esporotricose tem aumentado, sendo um reflexo da necessidade de se buscar
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novas estratégias terapéuticas. Dentre os estudos na area, alguns mostram produtos naturais e
farmacos reposicionados com atividades promissoras frente Sporothrix spp., como Farnesol
(BRILHANTE et al., 2014a), Miltefosina (BRILHANTE et al., 2014b, 2019a) Pentamidina
(BRILHANTE et al., 2018b) e Ibuprofeno (BORBA-SANTOS et al., 2021; RODRIGUES et
al., 2022). Isso refor¢a a importancia do reposicionamento de fArmacos e a busca continua para

novas terapias para a esporotricose.

2.6.1 Os inibidores da bomba de protons

Os inibidores da bomba de protons (IBPs) sdo uma classe de farmacos, e sdo os
principais medicamentos utilizados para o tratamento de disturbios de secre¢ao de acidos
gastrointestinais. O primeiro IBP introduzido no mercado foi o omeprazol em 1989, seguido
pelo lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol, esomeprazol, dexlansoprazol e I[laprazol (Figura 10).
O sistema de bomba de protons ¢ uma proteina de membrana integral que ¢ capaz de capturar
prétons da matriz e liberar os protons no espago intermembranar, estabelecendo um potencial
eletroquimico. IBPs atuam bloqueando seletivamente a enzima H+/K+ATPase (JUWAIED et
al., 2011; KUMML et al; 2013; VANDERAH, 2022).

Os IBPs sao pro-farmacos, € para que sejam ativados € necessario um ambiente acido.
Ele penetra na célula parietal a partir do sangue e se acumula nos secretores acidos da célula
parietal, reagindo com a K+ / H+ -ATPase, atuando assim na inibicdo da produgdo acida. A
inibi¢cdo da bomba de protons ¢ irreversivel, suprimindo a secre¢ao 4cida até que novas bombas
de protons sejam sintetizadas (GOODMAN; GILMAN, 2010; BRAGA; SILVA; ADAMS, 2011;
KATZUNG; VANDERAH, 2022).

Baseado no mecanismo de acdo, os anéis piridina e benzimidazol, sdo essenciais na
atividade dos IBPs, e os seus equivalentes em ambos os anéis sdo o que determina o nivel de
toxicidade e sua velocidade de conversao para a forma ativa (MINER et al., 2003; BRAGA et
al., 2011).

Apesar de serem da mesma classe de farmacos, existem diferencas em suas atividades
farmacoldgicas. O pantoprazol ¢ um farmaco mais previsivel, com rapida acdo e
biodisponibilidade mais estavel (HARTMANN et al., 1996). J& o rabeprazol tem um processo
de ativagdo mais rapido, conseguindo acelerar a inibi¢ao do funcionamento da enzima. Outra
diferenca ¢ que o rabeprazol se mostrou ser 10 vezes mais potente que omeprazol e lansoprazol
na inibi¢do da enzima urease bacteriana. Além disso, estudos mostra que o rabeprazol inibe a

motilidade sobre Helicobacter pylori, bactéria caracteristicamente relacionada a infec¢des
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gastricas (TSUTSUI et al, 2000; BARTH; HAHNE, 2002; RANG et al., 2020; KATZUNG;
VANDERAH, 2022).

Figura 10: Estrutura dos inibidores da bomba de prétons.
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Na busca pelo reposicionamento de fa&rmacos, os IBPs ja se mostraram promissores ao
melhorar a eficacia de agentes anticancerigenos, quando utilizados em conjunto com
quimioterapia. Além disso, j& foi demonstrado também atividade antifingica dos IBPs. Estudos
demonstraram a atividade antifungica do omeprazol em Candida albicans, quando
administrados em concentragdes especificas, além disso, demonstrou melhorar o efeito de
itraconazol quando testado a interacdo dos dois (KUUML et al., 2013). Em outro estudo, foi
demonstrado a atividade antifungica dos IBPs frente Aspergillus niger € Trichophyton rubrum,
indicando que seu efeito pode ser devido a despolarizacdo da membrana, causada pelos IBPs
(JUWAIED et al., 2011), além de demonstrarem também a inibi¢do da produ¢do de melanina,
um fator de viruléncia, em Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, indicando seu
potencial como antifingico (BRILHANTE el al., 2017; BRILHANTE et al., 2019b).

Tendo em vista que ndo ha estudos sobre o efeito dos IBPs na sensibilidade e na
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melanogénese frente Sporothrix spp. € que estes compostos sdo farmacos amplamente
utilizados na pratica médica, o estudo dos efeitos de IBPs sobre a sensibilidade e melanogénese
de Sporothrix spp. pode despertar para uma nova estratégia de combate a esse importante fator

de viruléncia fungica.
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3 HIPOTESES

e Os inibidores da bomba de protons possuem potencial antifungico, in vitro, frente

celulas planctonicas e biofilmes de Sporothrix spp.

e Os inibidores de bombas de prétons apresentam sinergismo com o0s antifdngicos
anfotericina B, itraconazol e terbinafina, frente células planctonicas de Sporothrix spp.

e Os inibidores de bombas de protons inibem a melanogénese de cepas de Sporothrix spp.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de inibidores de bomba de prétons sobre a sensibilidade e melanogénse

de Sporothrix spp., bem como suas interagdes com antifingicos de uso clinico.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar o perfil de sensibilidade de células plancténicas e biofilmes de Sporothrix
spp., aos inibidores de bomba de prétons.

e Determinar o efeito da combinacdo dos inibidores de bomba de prétons com os
antifungicos anfotericina B, itraconazol e terbinafina.

e Averiguar os efeitos dos inibidores de bomba de prétons sobre a melanogénese de

Sporothrix spp.
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5 METODOLOGIA
5.1 Local de estudo

As pesquisas foram realizadas nos laboratérios do Centro Especializado em Micologia
Médica (CEMM), do Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina,
da Universidade Federal do Ceara (UFC).
5.2 Microrganismos

Neste estudo, foram utilizadas um total de 12 cepas do clado clinico de Sporothrix spp.,
sendo 06 S. brasiliensis; 03 S. schenckii; e 03 S. globosa (Tabela 1), pertencentes a colecao de

cultura do Centro Especializado em Micologia Médica, da Universidade Federal do Ceara.

Tabela 1: Origem de isolamento das cepas de espécies do clado clinico de Sporothrix spp.

utilizadas nesse estudo

Cepas Espécies Isolamento
CEMM 05-3-050 Sporothrix brasiliensis Felino
CEMM 05-3-052 Sporothrix brasiliensis Cao
CEMM 05-3-053 Sporothrix brasiliensis Felino
CEMM 05-3-075 Sporothrix brasiliensis Felino
CEMM 05-3-078 Sporothrix brasiliensis Felino
CEMM 05-3-088 Sporothrix brasiliensis Humano
CEMM 05-4-004 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-4-005 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-4-006 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-3-095 Sporothrix schenckii sensu stricto Humano
CEMM 05-3-048 Sporothrix schenckii sensu stricto Humano
CEMM 05-4-002 Sporothrix schenckii sensu stricto Solo

Lista de cepas de Sporothrix spp. utilizados nos experimentos.

Para o cultivo da forma filamentosa, o fungo foi mantido por repiques em agar batata
dextrose a 28-30 °C. Foram utilizadas as cepas Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida

krusei ATCC 6258 como controles nos experimentos de sensibilidade antifiingica.
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5.3 Antifungicos e inibidores da bomba de protons

Foram utilizados para o estudo cinco inibidores de bomba de prétons, o omeprazol
(OMP), rabeprazol (RBP), esomeprazol (ESP), lansoprazol (LSP) e pantoprazol (PTP). Os
agentes antifungicos foram os utilizados para o tratamento da esporotricose, sendo eles o
itraconazol (ITC), terbinafina (TRB) e anfotericina B (AMB). Todos os farmacos citados foram
adquiridos na Sigma-Aldrich (EUA). Para os IBPs, a soluc¢do estoque foi diluida em solucao de
DMSO estéril, com concentragdo final de 25.000 ng/mL, ficando estocadas a — 20 °C até o seu
momento de uso. J& os antifungicos foram preparados como descrito ¢ recomendado nos

documentos do CLSI M38-A2 (CLSI, 20017a).

5.4 Teste de sensibilidade em células planctonicas e biofilmes

Os testes de sensibilidade de Sporothrix spp. frente aos antifingicos e inibidores da
bomba de prétons foram realizados com base nos protocolos M38-Ed3 (forma filamentosa) do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017a), com adaptacdes. As drogas
utilizadas foram os antifingicos anfotericina B (AMB), itraconazol (ITC) e terbinafina (TRB)
nas concentragdes de 0,03 a 16 pg/ml, e os inibidores de bombas de protons nas concentragdes
de 0,5 a 512 pg/ml. A CIM (concentracdo inibitéria minima) foi definida como a menor
concentragdo capaz de inibir 100% (AMB e ITC), 80% (TRB) e 50% (IBPs) do crescimento de
fungos. Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 foram utilizados
como controle de qualidade dos testes (CLSI, 2017a).

Para formagao dos biofilmes filamentosos, foram utilizadas a metodologia descrita por
Brilhante et al. (2018a). Uma aliquota de 200 pL de suspensio fiingica a 1x10° conidios/mL foi
preparada em meio RPMI 1640 e adicionada a microplacas de 96 pocos e incubado em estufa
a 35 °C durante 24 horas para adesao celular. Apds esse periodo os pogos foram lavados com
PBS, preenchidos com 200 pL. de meio RPMI e incubados novamente por 96 horas, para
formacdo e maturacdo do biofilme. Os biofilmes foram expostos aos antifingicos nas
concentragdes de 0,25 a 256 pug/ml, e os IBPs nas concentragdes de 0,5 a 512 pg/ml por 72
horas, nas mesmas condi¢des de temperatura em que foram formados (BRILHANTE et al.,
2018a). Apos os tratamentos, os biofilmes foram avaliados pelas técnicas de cristal violeta e

ensaio de redu¢do de MTT., como descrito por Brilhante et al. (2019a).
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5.5 Ensaio de combinacio de drogas — checkerboard

Para avaliacao das interagdes entre os inibidores de bombas de protons e os antifiingicos
AMB, ITC e TRB, foram utilizadas duas cepas de cada espécie de Sporothrix spp. (n = 6), na
forma filamentosa, aplicando o método de microdilui¢do em caldo por checkerboard (tabuleiro
de xadrez) de 7 linhas x 11 colunas (ALMEIDA-PAES et al., 2016).

Foram utilizadas combinag¢des de concentracdes variaveis de IBPs de 4 a 256 ug/ml,
combinados com 0,03 a 16 pg/ml AMB, ITC ou TRB. Os in6culos, os tempos e temperaturas
de incubagdo serdo os mesmos descritos anteriormente para os testes das drogas isoladas
(BRILHANTE et al., 2018). Os valores de CIM obtidos determinam o indice de concentracdo
inibitoria fraciondria (FICI). As interagdes foram definidas como sinérgicas (SIN) quando

apresentaram FICI < 0,5, indiferentes quando 0,5 < FICI < 4 e antagonistas quando FICI =

4 (ODDS, 2003).

5.6 Melanizacio de células planctonicas de Sporothrix spp.

A melanizagdo de células planctonicas foi induzida com base na metodologia descrita
por Brilhante et al. (2017a). As cepas de Sporothrix spp. foram ressuspendidas em meio minimo
(glicose 0,015 mol/l, MgSO4 0,01 mol/l, K;2HPO4 0,0294 mol/l, glicina 0,013 mol/l e tiamina
0,003 mol/l, pH 5.5), atingindo a turbidez correspondente a 3 na escala de McFarland.
Posteriormente, 200 pl do indculo foram depositados em placas de 24 pogos contendo meio
minimo agar suplementado com L-dopa (1 mM). As placas foram entdo incubadas a 35 °C
durante 15 dias. A producdo de melanina foi avaliada por meio da anélise em escala de cinza
utilizando o software ImagelJ versdo 1.51g e os valores obtidos convertidos em porcentagem de

preto (BRILHANTE et al., 2017a).

5.7 Efeito dos inibidores de bombas de protons na melanizagao de Sporothrix spp.

A producdo de melanina por células planctonicas na presenga de IBPs foi avaliada com
base no protocolo de melanizagdo descrito anteriormente, com algumas modificagdes. Os
indculos foram preparados como descrito anteriormente e adicionados em placas de 24 pocos
contendo meio minimo 4gar (ensaio com células planctonicas) suplementados com L-dopa (1
mM) na presenga ou auséncia de IBPs em concentragdes sub-inibitorias definidas previamente

no teste de sensibilidade. A producdao de melanina foi avaliada como descrito anteriormente
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(BRILHANTE et al., 2017a, MARIO et al., 2015).

5.8 Melanizacio na presenca de cobre e de inibidores da bomba de protons

A capacidade dos inibidores de bombas de protons em inibir a melanizacdo de
Sporothrix spp. na presenca de diferentes concentragdes de sulfato de cobre foi avaliada de
acordo com a metodologia descrita por Brilhante et al. (2018a), com modificagdes. Placas de
24 pogos com meio minimo agar foram preparadas como descrito anteriormente, contendo
sulfato de cobre (1 a 200 uM) e/ou CIM/2 dos IBPs. Placas com meio sem cobre e IBPs foram
utilizados como controle. A incubagdo das placas e sua posterior quantificacdo de melanina

foram realizadas como descrito anteriormente.

5.9 Analises estatisticas

Nas comparagdes entre dados que apresentaram distribui¢do normal e variancias
semelhantes, foi utilizado o teste de T de Student ou ANOVA seguido do pds-teste de Tukey’s.
Nas comparagdes em que os dados apresentaram assimetria foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Wilcoxon ou Friedman seguidos do pds-teste de Dunn’s. Em todas as situagdes, o nivel de

significancia méximo, adotado para conclusdes afirmativas, foi de 95% (p <0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Teste de sensibilidade em células planctonicas

Os IBPs apresentaram atividade inibitdria frente as espécies de Sporothrix spp. na forma
filamentosa (Tabela 2). Os valores de CIM dos IBPs para a forma filamentosa variaram de 32
a 256 pg/ml para o omeprazol, 32 a 128 ug/ml para o rabeprazol, 64 a 256 pg/ml para o
lansoprazol, 64 a 512 pg/ml para esomeprazol e 128 a 512 pg/ml para pantoprazol. Para as
drogas antifangicas os valores de CIM tiveram variagdo de 0,25 a 4 pg/ml para itraconazol,
0,03 a 0,25 pg/ml para terbinafina e 0,25 a 2 pg/ml para anfotericina B. Os resultados s&o
apresentados na tabela abaixo. A partir dos resultados obtidos na sensibilidade foi decidido
realizar os experimentos com os inibidores da bomba de prétons que apresentaram 0s menores

MICs, sendo eles o0 omeprazol e o rabeprazol.

Tabela 2 - Concentragdo inibitoria minima dos inibidores da bomba de protons frente as
espécies de Sporothrix spp. na forma filamentosa.

Cepas Concentracéo inibitoria minima (ug/ml)

Especies (CEMM) AMB ITC TRB OMP RBP LSP ESP PTP
053050 2 1 00315 128 64 128 128 512
053052 2 1 00315 128 32 256 128 512
Sporothrix 053053 2 1 025 32 128 128 256 256
brasiliensis 05-3-075 05 025 00625 128 64 128 512 256

05-3-078 0,25 1 0,25 64 128 256 256 256
05-3-088 2 4 025 256 64 256 128 256

05-4-004 2 1 00625 32 64 256 256 256
Sporothrix globosa  05-4-005 0,5 2 0,25 64 64 256 128 256
05-4-006 2 1 025 128 128 128 64 128

05-3-095 1 05 0,125 128 128 128 128 128
Sporothrix schenckii  05-3-048 1 05 025 128 128 128 128 256
05-3-002 1 05 0125 64 128 128 256 128

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina.
OMP: Omeprazol. RBP: Rabeprazol. LSP: Lansoprazol. ESP: Esomeprazol. PTP: Pantoprazol.

6.2 Ensaio de combinacio de drogas — checkerboard

Foi realizado também teste de interagdao entra o OMP e os antifungicos AMB, ITC e
TRB, como apresentado na tabela 3. O OMP apresentou sinergismo com AMB em 4 cepas ¢
em 2 cepas com terbinafina, alcangando redu¢des de 16 vezes no CIM de OMP. As interacdes

entre OMP e ITC se mostraram indiferentes. Nao houve nenhuma interagao antagonica entre as
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combinagdes testadas.

Tabela 3: Concentracao inibitéria minima dos OMP combinado com os antifungicos frente as

espécies de Sporothrix spp. na forma filamentosa.

Concentracdo inibitéria minima (pug/ml)

Interpretacgao FICI

Espécies Drogas isoladas Drogas combinadas
OMP AMB ITC TRB OMP/AMB OMP/ITC OMP/TRB OMP/AMB OMP/ITC OMP/TRB

Sporothrix 128 0,5 1 0,25 16/0,125  64/1 64/0,25 SIN IND IND
brasiliensis 64 2 1 025 8/0,5 16/0,5  16/0,25 SIN IND IND
Sporothrix 128 1 0,55 0,25 32/0,5 64/0,5 16/0,0625 IND IND SIN
schenckii 64 1 05 0,125 16/0,5  16/0,5 32/0,125 IND IND IND
Sporothrix 64 2 1 0,25 16/0,5  32/0,5 8/0,0624 SIN IND SIN
globosa 128 2 1 025 32/0,125 32/1  32/0,25 SIN IND IND

AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina. OMP: Omeprazol. RBP: Rabeprazol.

6.3 Teste de sensibilidade em biofilmes

Nos testes realizados para avaliar a sensibilidade dos biofilmes formados de espécies de
Sporothrix spp. aos IBPs Omeprazol (OMP) e Rabeprazol (RBP), foi realizado a avaliagdo da
atividade metabolica e da biomassa, onde foram observadas redugdes, como apresentado na
Figura 11.

Redugdes significativas na atividade metabdlica foram observadas a partir da
concentragdo de 64 pug/ml para o OMP e para o RBP (p <0,05), com redu¢do maxima de 52%
para OMP e 50% para RBP na concentracdo de 512 pg/ml. Com relagdo a biomassa, também
houve reducdes significativas a partir da concentracdo de 64 ng/ml para o OMP e RBP (p <
0,05), com reducdes maximas de 53% e 51% para OMP e RBP, na concentragdao de 512 pg/ml.

6.4 Efeito dos inibidores de bombas de protons na melanizacao de Sporothrix spp.

Os resultados dos inibidores da bomba de protons sobre a melanizacdo de espécies de
Sporothrix spp. estdo na Figura 12. Para fins de padronizagdo, foram utilizadas concentracdes
de 64 ng/ml para todos os IBPs, baseado nos resultados obtidos na sensibilidade. O Omeprazol
foi capaz de inibir a producdo de melanina em todas as espécies, conseguindo redugdes até 54%

da escala de cinza. J4 o IBP Rabeprazol nao foi capaz de inibir a produ¢do de melanina.
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Figura 11 - Atividade metabdlica e biomassa de biofilmes de Sporothrix spp.
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Atividade metabolica e biomassa de biofilmes de Sporothrix spp. expostos a diferentes concentragdes de OMP e
RBP. A: Atividade metabdlica do biofilme exposto ao omeprazol (OMP). B: Biomassa do biofilme exposto ao
OMP. C: Atividade metabdlica de biofilme exposto ao rabeprazol (RBP). D: biomassa do biofilme exposto ao RBP.
As barras pretas correspondem ao biofilme ndo tratado (controle). As barras cinzas correspondem aos biofilmes
tratados com OMP ou RBP. Resultados expressos em média + desvio padrdo. *Diferenca significativa em

comparagdo com o controle (p<0,05)

6.5 Melanizacio na presenca de cobre e de inibidores da bomba de protons

Com o objetivo de compreender o possivel mecanismo que faz o Omeprazol inibir a
producao de melanina de espécies de Sporothrix spp., foi adicionado sulfato de cobre em
diferentes concentragdes juntamente com o Omeprazol, como representado na Figura 13. E

possivel observar que a adi¢ao do sulfato de cobre causou um aumento escala de cinza em todas
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as espécies de Sporothrix spp., se comparado ao tratamento apenas com o Omeprazol. O maior
aumento foi observado com a concentragdo de 20 pg de CuSOs Sporothrix schenckii e
Sporothrix brasiliensis. No entanto, nao houve aumento significativa em relagao a condigao

apenas com o omeprazol

Figura 12 - Efeito do Omeprazol e Rabeprazol na inibicdo da

producao de melanina em espécies de Sporothrix spp.
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Efeito do Omeprazol e Rabeprazol na inibi¢do da produg¢io de melanina em
espécies de Sporothrix spp. A: As barras pretas representam o crescimento em meio
minimo suplementado com L-dopa (controle) e barras cinzas com a adi¢do de um
inibidor da bomba de protons. Os resultados estdo expressos em média e desvio

padrdo. B: Imagem representativa das condigdes descritas.
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Figura 13 - Efeito do sulfato de cobre na inibi¢do da producdo de

melanina pelo omeprazol em espécies de Sporothrix spp.
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Efeito do sulfato de cobre na inibigdo da producdo de melanina pelo Omeprazol
em espécies de Sporothrix spp. A: As barras representam o crescimento em meio
minimo suplementado com L-dopa (controle); adicionado de omeprazol;
adicionado de omeprazol e¢ de sulfato de cobre (CuSOs) em diferentes
concentracdes (20uM, 100uM e 200uM). Os resultados estdo expressos em média

e desvio padrio. B: Imagem representativa das condi¢des descritas.
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7 DISCUSSAO

Os IBPs estdo entre os medicamentos mais prescritos em todo o mundo e sdo usados
para o tratamento de doengas relacionadas a acidez (KINOSHITA; ISHIMURA; ISHIHARA,
2018). Em nosso estudo, apresentamos o efeito de IBPs sobre a sensibilidade e melanogénese
de Sporothrix spp. Os IBPs apresentaram MICs que variaram de 32 pug/ml a 256 pg/ml, com
destaque para o omeprazol, com concentragdes de 32 a 256 pg/ml e para o rabeprazol, com
concentracdes de 32 a 128 pg/ml. Ao se observar outros estudos relacionados a sensibilidade
de fungos aos IBPs, como o de Liu and Kohler (2016), foi demonstrado a reducdo do
crescimento em C. albicans quando tratada com concentracdes semelhantes de omeprazol e
rabeprazol (aproximadamente 138 pg/ml). Além disso, também apresentou resultados
semelhantes com Cryptococcus spp. (BRILHANTE et al.,, 2019), Aspergillus niger e
Trichophyton rubrum (JUWAIED et al., 2011). Os IBPs ja possuem uma atividade antifingica
bem conhecida por inibir a bomba de protons da membrana plasmatica fungica (Liu; Kohler,
2016).

Além da inibi¢do do crescimento de Sporothrix spp., os IBPs apresentaram sinergia com
drogas antifungicas utilizadas no tratamento da esporotricose. As interagdes do OMP com os
antifingicos foram capazes de reduzir em até 16 vezes as concentragcdes de AMB e TRB frente
Sporothrix spp. Essa interagdo dos IBPs com antifiingicos ja foi observado em outros estudos
realizados com C. albicans (Liu; Kohler, 2016). Atualmente existem diversos casos de falhas
terap€uticas no tratamento da esporotricose, havendo relatos de resisténcia a itraconazol,
terbinafina e anfotericina B. Na maioria desses casos, a resistencia esta relacionada a
concentracdo do medicamento, sendo necessario o aumento da dose para que o medicamento
consiga ter o efeito esperado no tratamento da doenga. Entretanto, visto que ha sinergia dos
IBPs com os antifingicos, ¢ possivel que sua utilizacdo conjunta permitisse que as doses dos
antifingicos sejam mantidas ou até reduzidas, fazendo com que ndo houvesse a necessidade de
aumento da dose para esses casos (WALLER et al.,, 2021). Contudo, mais estudos sao
necessarios para se entender melhor a interagdo entre o omeprazol e os antifingicos anfotericina
B e terbinafina, além de seus efeitos frente Sporothrix spp.

Nos também investigamos o efeito dos IBPs frente biofilmes de Sporothrix spp. Em
estudos para se compreender melhor o biofilme de Sporothrix spp., foram observados que os
biofilmes sdo robustos e se mostram até 50 vezes mais resistentes as drogas testadas quando

comparados a células planctonicas. Além disso, ¢ possivel observar que existem diferengas na



51

composicao da parede celular das células leveduriformes e filamentosas que podem afetar a
susceptibilidade aos antifungicos, como a quantidade de melanina presente (BRILHANTE et
al., 2018a; 2019a).

Os IBPs OMP e RBP reduziram o biofilme em aproximadamente 50% na maior
concentragdo testada. Outros estudos ja haviam demonstrado o efeito antibiofilme dos IBPs em
microorganismos como Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa, onde foi observado
um efeito anti formagao de biofilme e antibiofilme (SINGH, 2012). Além disso, em outros
estudos com C. albicans também demonstraram o efeito antibiofilme de IBPs atuando tanto
isoladamente quanto em conjunto com antifiungicos (Lu et al., 2020). O mecanismo de agao
nesses casos esta relacionado diretamente com a supressdo da atividade de bombas de efluxo
pelos IBPs, o que permite que os antifiingicos consigam atuar diretamente nas células dentro
do biofilme (LU et al., 2020).

Os biofilmes difilcultam o tratamento, atuando como uma barreira que impede ou
dificulta o acesso das moléculas, seja por impedimento, adsor¢do, inativagao, neutraliza¢ao ou
expulsdo. Além disso, os biofilmes também sdao considerados um dos responsaveis pelo
desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos de escolha no tratamento. Devido a isso, os
resultado do nosso estudo abrem novas perspectivas para o estudo dos inibidores da bomba de
protons como um antibiofilme, visto que ha possibilidade de atuarem em conjunto com os
antifungicos utilizados no tratamento e assim reduzir casos de resisténcia e de ineficacia no
tratamento da esporotricose (SINGH, 2012; BRILHANTE et al., 2018a; 2019a; Waller et al.,
2021). Para isso, novos estudos precisam ser realizados para avaliar por completo sua atividade
antibiofilme e sua interacao com antifungicos frente biofilmes de Sporothrix spp.

A melanina confere grandes vantagens aos organismos, como seu papel como fator de
viruléncia. Em estudos, células ndo melanizadas de Sporothrix spp. sdo mais suscetiveis a serem
engolfadas por mondcitos humanos, além disso, conferem uma maior protecdo a células
fingicas contra espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico, que sdo compostos quimicos
liberados pelas células hospedeiras como mecanismo de defesa (ALMEIDA-PAES et al., 2015).
Em outro estudo foi possivel observar que cepas de Sporothrix spp. sem melanina causam
menos progressao da esporotricose (MADRID et al., 2010), e devido a esses e outros fatores,
foi proposto que a presenca de melanina em Sporothrix spp. ¢ um fator importante no
desenvolvimento da micose (MADRID et al., 2010; GARCIA-CARNERO et al., 2022).

Em outros estudos realizados com os fungos patogénicos humanos H. capsulatum,
Cryptococcus neoformans e P. brasiliensis, foi observado que cepas melanizadas apresentavam

resisténcia a anfotericina B se comparadas com cepas ndo melanizadas (TABORDA et al., 2008).
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Além disso, estudos com células melanizadas de S. schenckii e S. brasiliensis apresentaram
resisténcia aos antifingicos terbinafina e anfotericina B, que sdo op¢des para o tratamento da
esporotricose para casos de impossibilidade da utilizagao de itraconazol ou para casos graves,
respectivamente (ALMEIDA-PAES et al., 2016; GARCIA-CARNERO et al., 2022).

Em nosso estudo, foi observado que o OMP inibiu a melanizagdo de Sporothrix spp.,
com redugdes de até 54% na escala de cinza, o que segue em acordo com estudos feitos em
Cryptococcus spp. (BRILHANTE et al., 2019), onde foram observados resultados semelhantes
ao da inibicdo da melanizacdo pelo omeprazol, assim como observado em Sporothrix spp em
nosso estudo. No entanto, o rabeprazol ndo apresentou efeito na inibigdo da melanizagdo em
Sporothrix spp. Além disso, em nosso estudo, a adi¢ao do sulfato de cobre ndo apresentou um
aumento significativo da escala de cinza, o que pode indicar que a captura de cobre ndo € o
mecanismo de acdo atuante para a inibi¢do da producao de melanina pelo OMP em Sporothrix
spp (BRILHANTE et al., 2019).

Em estudos feitos para avaliar a inibi¢ao da melanizagdo pelos IBPs em melandcitos
humanos, o mecanismo de acao do rabeprazol na inibi¢ao nao foi completamente elucidado.
No entanto, foi observado que estava fortemente relacionado a inibi¢do da expressao de genes
e da transcricdo de enzimas associadas a melanogénese em mamiferos, e as diferencas na
expressao desses genes € na transcri¢do de enzimas em Sporothrix spp. em relacao a mamiferos
podem estar relacionadas ao rabeprazol ndo apresentar efeito na inibi¢cao da melanizagdo em
Sporothrix spp. (BAEK; LEE, 2015). Ja com relagdo ao omeprazol, foi observado em outros
estudos que sua atuacdo na inibi¢do da melaniza¢do ndo esta relacionada a um Unico fator, mas
apresenta um efeito conjunto de inibicao da atividade da tirosinase, bloqueio de transporte e
quelacdo do cobre, o que pode estar relacionado diretamente ao fato de a adi¢do de sulfato de
cobre nao ter efeito significativo para que Sporothrix spp. voltasse a produzir melanina, visto
que atividade da tirosinase ainda estaria inibida e ainda estaria havendo o bloqueio de transporte
(BAEK; LEE, 2015).

Como um fator de resisténcia antifingica, a melanina e suas vias de sintese podem
passar a ser um alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos antifiingicos para terapias
de esporotricose. Além disso, a melanina esta relacionada dentre os possiveis fatores causadores
de casos de resisténcia de Sporothrix spp. aos antifungicos utilizados no tratamento para a
esporotricose (WALLER et al., 2021). Um estudo mostrou que a melanina ¢ um fator chave
para prevenir a fagocitose de S. globosa por macrofagos, além disso, a melanina presente em S.
globosa podem diminuir a expressdo de receptores envolvidos no reconhecimento do fungo.

Com isso, a presenga de melanina na parede celular do patdégeno reduz a possibilidade de o
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hospedeiro combater o fungo, o que resulta também em uma diminui¢do da resposta pro-
inflamatoéria do corpo (NEGRINI et al., 2014; GUAN et al., 2021).

Os resultados obtidos mostram que os inibidores da bomba de protons apresentam
atividade antifiingica frente espécies de Sporothrix spp., apresentando também sinergismo com
os antifungicos classicos anfotericina B e terbinafina. Além disso possui também atividade
antibiofilme e atua na inibi¢do da melanogénese. Contudo, para elucidar completamente sua
atividade como um antifingico e na inibi¢ado da melanogénese, novos estudos acerca dessa

atividade precisam ser realizados.
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8 CONCLUSAO

e Os inibidores da bomba de protons omeprazol, rabeprazol, esomeprazol, lansoprazol e
pantoprazol apresentam atividade antifungica frente células planctonicas de espécies de
Sporothrix;

e O omeprazol apresenta sinergismo com os antifingicos anfotericina B e terbinafina
frente células planctonicas de espécies de Sporothrix;

e Os inibidores da bomba de protons omeprazol e rabeprazol possuem atividade
antibiofilme frente espécies de Sporothrix, com redugdes na biomassa e atividade
metabolica.

¢ O omeprazol ¢ capaz de inibir a melaniza¢do em espécies de Sporothrix.

9 PERSPECTIVAS

A atividade antifingica, antibiofilme e de inibicdo da melanogénese dos IBPs frente
Sporothrix spp. trazem diversas questdes acerca dos fatores de viruléncia de Sporothrix spp.,
bem como a atuagdo conjunta e a realocacao de farmacos. Estudos posteriores para avaliar o
efeito dos IBPs sobre a sensibilidade e melanogénese de Sporothrix spp. sdo necessarios para
que seja elucidado e compreendido melhor os mecanismos de acdo e sua interagdo com 0S
antifungicos utilizados no tratamento da esporotricose.

Foram publicados recentemente estudos que apresentam casos de falha terapéutica no
tratamento da esporotricose (WALLER et al., 2021) e, em contrapartida, também sao publicados
estudos acerca de farmacos novos ou realocados com potencial para o tratamento da
esporotricose. Dessa forma, mais estudos acerca da realocagdo de fairmacos, nesse caso em
especifico os IBPs, se fazem necessario para que a terapéutica da doenca possa ser melhorada

e para uma melhor compreensao sobre as possibilidades de tratamento.
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