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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutadnea que acomete humanos e animais, causada pelos
fungos dimorficos do género Sporothrix. A estocagem de tais micro-organismos em colegdes
de culturas se faz necesséria para 0 monitoramento das cepas de Sporothrix spp. ao longo dos
anos. Apesar da existéncia de terapias antifangicas eficazes contra esta doenca, a busca por
novas drogas para o tratamento se faz necessaria. Compostos como farnesol e terpinen-4-ol
foram testados frente a leveduras e fungos filamentosos e tém demonstrado um amplo
espectro antifungico. Desta maneira, o presente trabalho teve por objetivo buscar novas
estratégias de preservacdo do patrimonio biologico e genético de espécies do género
Sporothrix, avaliar a atividade inibitdria in vitro de farnesol e terpinen-4-ol frente a cepas de
Sporothrix spp., bem como avaliar os mecanismos de acdo desses compostos. Em relacdo a
estocagem foram utilizadas 20 cepas de Sporothrix spp. nas seguintes condi¢fes: em solugéo
salina (NaCl a 0,9%) a 4 °C, glicerol 10% acrescido de lactose 10% e glicerol 10% acrescido
de sacarose 10% mantidas nas temperaturas de -20 °C e -80 °C, estocadas nos intervalos de
tempo de 3, 6 e 9 meses. A viabilidade das cepas foi avaliada através dos aspectos macro e
micromorfolégicos. Para tanto, as amostras foram repicadas em agar batata e, apos sete dias
de incubacdo a 28 °C foram avaliados quanto a textura e pigmentacdo das cepas. Para a
analise micromorfoldgica foi feita a contagem de conidios, tendo como referéncia os
seguintes intervalos de 0-10, 10-50, 50-100 e >150 conidios. Para a analise da atividade
inibitéria dos compostos foram utilizadas 40 cepas de Sporothrix spp. na fase filamentosa. O
estudo foi desenvolvido utilizando ensaio de microdiluicdo em caldo, descrito no documento
M38-A2, padronizado pelo CLSI. Para a investigacdo do mecanismo de acdo das drogas em
relacdo a permeabilidade da membrana celular, foram utilizadas 16 cepas de Sporothrix spp. e
realizadas leituras em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de A = 260 nm, com
intuito de verificar a quantidade de &cido nucleico e A = 280 nm, com intuito de verificar a
guantidade de proteina liberada no meio. As cepas de Sporothrix spp. apresentaram
viabilidade de 100% para o crescimento em &gar batata em todas as condi¢Ges de estoque
testadas, enquanto que em relacdo a contagem de conidios os metodos de estoque que
apresentaram melhor resultado foram a solucdo salina a 4°C, glicerol acrescido de lactose e
glicerol acrescido de sacarose mantidos a -20°C. Os derivados terpénicos farnesol e terpinen-
4-ol inibiram todos os isolados de Sporothrix spp. testados com valores de CIM variando de
0,015 a 1,0 uM para o farnesol (média geométrica de 0,09) e de 0,57 a 9,27 mM para
terpinen-4-ol (média geométrica de 2,35). Os valores CFM variaram entre de 0,125 a 4,0 uM
e de 1,15 a 37,1 mM para farnesol e terpinen-4-ol, respectivamente. Farnesol foi o0 composto
mais ativo para as todas as cepas de Sporothrix. Ndo houve perda significativa de material
intracelular apds tratamento das células fungicas com concentracGes de CIM e CIM/2 dos
terpenos testados quando comparados com as correspondentes amostras nao tratadas. Dessa
forma, foi possivel observar que os terpenos ndo apresentaram capacidade de lise frente as
células de Sporothrix, 0 que sugere que seu principal mecanismo de acdo ndo esta relacionado
com danos irreversiveis na estrutura da membrana celular. Assim, novos estudos sdo
necessarios para melhor compreenséo dos mecanismos envolvidos na atividade antifingica
dos terpenos avaliados.

Palavras-chave: Sporothrix spp., estocagem, teste de sensibilidade, farnesol, terpinen-4-ol e

mecanismo de acéo.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis that affects humans and animals caused by the
dimorphic fungi of the genus Sporothrix. The storage of such microorganisms in culture
collections is necessary to monitor the strains of Sporothrix spp. over the years. Despite the
existence of effective antifungal therapies against this disease the search for new drugs for the
treatment is necessary. Compounds such as farnesol and terpinen-4-ol have been tested
against yeasts and filamentous fungi and have shown a broad antifungal spectrum. Thus, the
present study aimed to seek new strategies for the preservation of biological and genetic
patrimony of the genus Sporothrix, evaluate the in vitro inhibitory activity of farnesol and
terpinen-4-ol against strains of Sporothrix spp., as well as evaluating the mechanisms of
action of these compounds. Regarding the storage, 20 Sporothrix spp. strains were used and
stocked under the following conditions: saline (0.9% NaCl) at 4 °C, 10% glycerol plus 10%
lactose and 10% glycerol plus 10% sucrose maintained at -20 °C and -80 °C, stocked in
intervals of 3, 6 and 9 months. The viability of the strains was evaluated by the macro and
micromorphological aspects. For this purpose, the samples were subcultured in potato agar for
seven days at 28 °C and evaluated for texture and pigmentation of the strains. For the
micromorphological analysis, conidia count was performed using the ranges of 0-10, 10-50,
50-100 and >150 conidia as reference ranges. 40 Sporothrix spp. strains in the filamentous
phase were used for the analysis of the inhibitory activity of the terpenes. The study was
conducted using broth microdilution assay, described in M38-A2 document, standardized by
CLSI. 16 Sporothrix spp. strains were used for the investigation of the mechanism of action of
the terpenes in relation to the cell membrane permeability and readings were performed in a
spectrophotometer at a wavelength of A=260 nm, in order to verify the amount of nucleic acid
and at A=280 nm, in order to verify the amount of protein released into the medium.
Sporothrix spp. strains showed 100% viability for growth on potato agar in all stock
conditions tested, while in relation to the conidia count the stock methods that showed better
results were saline at 4 °C, glycerol plus lactose and glycerol plus sucrose kept at -20 °C. The
terpenes farnesol and terpinen-4-ol inhibited all Sporothrix spp. isolates tested with MIC
values ranging from 0.015 to 1.0 mM for farnesol (geometric mean of 0.09) and 0.57 to 9.27
mM for terpinen-4-ol (geometric mean of 2.35). CFM values ranged between 0.125 to 4.0
mM and 1.15 to 37.1 mM for farnesol and terpinen-4-ol, respectively. Farnesol was the most
active compound for all Sporothrix strains. There was no significant loss of intracellular
material after treatment of fungal cells with concentrations of MIC and MIC/2 of terpenes
tested when compared to the corresponding untreated samples. Therefore, it was observed that
the terpenes showed no ability to lyse the Sporothrix cells, suggesting that its main
mechanism of action is not associated with irreversible damage to the cell membrane
structure. Thus, further studies are needed to better understand the mechanisms involved in
the antifungal activity of the terpenes evaluated.

Keywords: Sporothrix spp., storage, susceptibility test, farnesol, terpinen-4-ol, mechanism of

action.
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1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Esporotricose
1.1.1 Aspectos Histdricos

O primeiro caso humano de esporotricose foi descrito por Benjamin Robinson
Schenck, em 1896. O isolamento do agente etioldgico foi realizado nos Estados Unidos a
partir de um paciente de 36 anos de idade, do sexo masculino, que apresentava lesdes na méo
e no brago direito. No momento, o micologista Erwin Smith classificou 0 micro-organismo
como pertencente ao género Sporotrichum (SCHENCK, 1898). O segundo caso foi relatado
no ano de 1900, por Hektoen e Perkins, também nos Estados Unidos, envolvendo um garoto
que desenvolvera lesdo no dedo apds ter sido ferido com um martelo, lesdo esta que regrediu
espontaneamente. Apds o isolamento do fungo, verificaram que se tratava do mesmo micro-
organismo descrito anteriormente por Schenck e 0 nomearam como Sporothrix schenckii, sua
denominagdo atual (HEKTOEN; PERKINS, 1900). Em 1961, Howard descreve a natureza
dimérfica do ciclo biolégico do patégeno (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA,
2006). No ano seguinte, Carmichael reconheceu as diferencas entre os conidios dos membros
do género Sporotrichum e isolados dos casos de esporotricose, classificando o fungo
definitivamente dentro do género Sporothrix (CARMICHAEL, 1962).

Desde entdo, a esporotricose vem se manisfestando em varios paises, sob a forma
de surtos epidémicos. Na década de 40, acometeu cerca de 3.000 mineiros que trabalhavam na
mina de ouro de Witwatersrand na Africa do Sul. Uma epidemia em Wisconsin (EUA), nos
anos 90, acometeu principalmente jardineiros que se infectaram com palha contaminada com
Sporothrix sp., que envolvia sementes de coniferas comercializadas e enviadas pelo correio a
diversos estados daquele pais (ROSSER, 2008). Alguns anos atras, a esporotricose era uma
doenga comum na Franca, que declinou depois de duas décadas. Atualmente estes relatdrios
na Europa séo raros e isolados. Em 2008 e 2009 dois casos de esporotricose foram relatados,
um na regido sul da Italia (CRISEO et al., 2008) e o outro na Franca (MAGAND et al., 2009).

No Brasil, o primeiro caso de esporotricose foi noticiado, em 1907, por Lutz e
Splendore, onde descobriram que era possivel o cultivo in vitro deste fungo sob a forma de
levedura (LUTZ; SPLENDORE, 1907). Splendore relatou a detec¢do de corpos asteroides em

torno de células de levedura de Sporothrix, uma observacdo que se mostrou Util para o
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diagndstico da esporotricose em exames histoldégicos (BARROS; PAES; SCHUBACH,
2011).

No século XX, a esporotricose alcangou niveis epidémicos no estado do Rio de
Janeiro, acomentendo pessoas e um grande nimero de animais, especialmente gatos. Foram
observados aproximadamente 2.200 casos diagnosticados em humanos e 3.244 casos em
gatos, entre 1998 e dezembro de 2009 (BARROS et al., 2010). Atualmente, a ocorréncia de
esporotricose em animais, especialmente gatos, e sua transmissdo para humanos tém sido
descritas em diversos paises como EUA, Japdo, india, México, Brasil, Uruguai e Peru.
Contudo, em nenhum lugar a doenca assumiu proporcdes epidémicas, envolvendo pessoas e
gatos, como no Estado do Rio de Janeiro, Brasil. (BARROS et al., 2010).

Na regido Nordeste do Brasil poucos casos de esporotricose foram descritos. O
primeiro relato ocorreu na cidade de Mossor6-RN, onde uma cadela, de trés anos de idade, foi
encontrada apresentando lesdes cutaneas cronicas. O animal era alojado em um quintal com
areia, plantas e felinos peridomiciliados. O exame citoldgico evidenciou estruturas, no
citoplasma de macrofagos, sugestivas de S. schenckii. O isolamento do fungo em cultura
confirmou o diagnostico de esporotricose (FILGUEIRA, 2009). O segundo caso no Nordeste
do pais foi observado no municipio de Itaporanga-PB, acomentendo um gato, macho, de raca
Siamesa, que apresentou aumento de volume nasal, de carater crbnico. A analise
histopatoldgica demonstrou a presenca de estruturas compativeis com Sporothrix schenckii
(NUNES et al., 2011).

1.1.2 Agente Etioldgico
1.1.2.1 Taxonomia

Ateé 2006, a espécie Sporothrix schenckii era considerada o Unico agente etiologico da
esporotricose humana (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009). Contudo, Marimon et al. (2006)
mostraram por meio de analises moleculares que S. schenckii trata-se de um complexo de espécies
filogenéticas diferentes, fortemente relacionadas. Tais estudos revelaram que a estrutura
populacional do complexo S. schenckii é formada por pelo menos seis espécies que
apresentam prevaléncias diferentes quanto a sua distribuicdo geografica (MARIMON et al.,
2006). Atualmente as espécies do complexo S. schenckii estdo classificadas como
pertencentes ao Reino Fungi, a Divisdo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem
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Ophiostomatales, Familia Ophiostomatacea e género Sporothrix (GUARRO; GENE;
STCHIGEL, 1999).

As novas espécies do complexo S. schenkii descobertas por Marimom et al.
(2007) foram denominadas S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. albicans e S. luriei
como base em analise multilocus da sequéncia génica da calmodulina, em testes fenotipicos,
além de numerosos testes nutricionais. De Meyer et al. (2008) descreveram mais trés novas
espécies, S. stylites, S. humicola, e S. lignivora, as quais ndo causam infecgdes, sendo portanto
classificadas como ambientais. As duas primeiras espécies ndo produzem conidios
melanizados e, consequentemente, suas coldnias ndo escurecem. Enquanto, a espécie S.
lignivora apresenta conidios distintos que nao coincidem em forma e tamanho com o0s
apresentados por outras espécies do complexo (DE MEYER et al., 2008). Outras espécies,
como S. cyanescens, tém sido isoladas de amostras de sangue e de pele de pacientes humanos,
porém, o estudo de sua patogenicidade concluiu que, embora esses fungos tenham a
capacidade de crescer a 37° C, eles ndo apresentam viruléncia (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011).

1.1.2.2 Morfologia

O complexo S. schenckii é constituido por fungos dimorficos térmicos
(RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2013; GILABERTE et al., 2014), que na natureza ou
em cultura a 25 °C apresentam-se na forma filamentosa, mas quando parasitam os tecidos de
um hospedeiro ou em meios de cultura apropriados a 37 °C iniciam um novo ciclo biologico,
sofrem mudancas morfoldgicas e passam a apresentar a forma leveduriforme (MADRID et al.
2011a).

Na fase filamentosa, em meio &gar batata-dextrose exibem coldnias que variam da
cor branca ao creme, de textura coriacea, com superficie rugosa. Posteriormente, as colonias
podem desenvolver a coloragdo castanha escura a negra (LACAZ; PORTO; MARTINS,
1991; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). A coloracdo escurecida das
colbnias surge a partir da produgdo da melanina, fator importante de patogenicidade do fungo.
Vale ressaltar que algumas cepas apresentam a capacidade de formar col6nias escuras desde 0
inicio do crescimento (ALMEIDA-PAES et al., 2009). Microscopicamente, revelam hifas
hialinas, septadas, ramificadas e muito delicadas, medindo de 1,5 a 2,0 pm de espessura. Os
conidios, que podem medir de 2,0 a 6,0 um, encontram-se agrupados na extremidade do
conidioforo, assemelhando-se a uma flor de margarida (MARQUES-EVANGELISTA, 2010).
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Também podem apresentar conidios pigmentados, com paredes celulares grossas, que variam
em numero, 0s quais determinam a intensidade da cor escurecida da coldnia (NOBRE et al.,
2008). (Figura 1)

Figura 1. Sporothrix spp. na fase filamentosa. A. Macromorfologia em 4gar batata que exibe col6nias de cor
branca, com aspecto membranoso; B. Micromorfologia em lactofenol azul-algoddo mostrando hifas e conidios

nas extremidades assemelhando-se a flor margarida. Fonte: CEMM, 2014.

Na fase leveduriforme, em agar BHI as colonias apresentam aspecto cremoso,
com coloragdo variando de branco a creme, com superficie irregular (TRILLES et al., 2005;
MADRID et al.,, 2010; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Microscopicamente, as
leveduras exibem gemulagdo Unica e variam de forma e tamanho, podendo ser ovais ou
redondas, com 2,0 a 6,0 pum de didmetro, ou em formato de charuto, medindo 2x3 a 3x10 pm
(MARQUES-EVANGELISTA, 2010). Apesar das colonias na forma leveduriforme néo
apresentarem grande variacdes de cor entre cepas, sendo sempre de coloracdo creme, ja foi
demonstrado que estas apresentam uma fina camada de melanina nas células leveduriformes
(MORRIS-JONES et al., 2003). (Figura 2)

Figura 2. Sporothrix spp. na fase leveduriforme. A. Macromorfologia em &agar BHI que exibe coldnias de cor
branca, com superficie irregular; B. Micromorfologia em lactofenol azul-algoddo com leveduras apresentando
células redondas. Fonte: A - BARROS, 2011 e B - CEMM, 2013.
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A conversdo da fase filamentosa para fase leveduriforme pode ser obtida por meio
de semeadura em meios de cultura enriquecidos, tais como, 4gar BHI suplementado com
sangue de carneiro e/ou glicose e incubacédo a temperaturas em torno de 37 °C (MARIMON et
al., 2007). Apesar do fator determinante para a conversdo morfologica ser considerado a
temperatura, outros fatores como aeragéo, tensdo de CO,, pH, fonte de carbono, presenca de
cations bivalentes, dentre outros, também exercem influéncia na transicdo entre fases
(LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). As diferentes faixas de pH dos meios de
cultivo podem influenciar as taxas de crescimento de ambas as fases, em geral, Sporothrix
spp. suportam uma faixa de pH entre 3,0 a 8,5 na fase leveduriforme e entre 3,0 a 11,5 na fase
filamentosa. Vale citar, que a forma levedurifome apresenta maior osmotolerancia (30%)
qguando comparada a forma miceliana (20%) (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

1.1.2.3 Aspectos Ecoldgicos

Os fungos do complexo S. schenkii sdo saprofitas e geofilicos, associados a fontes
ambientais como solo e plantas em decomposicdo (MEHTA et al., 2007). A presenca de
matéria organica no solo é fundamental para o desenvolvimento do micélio. Condicgdes
ambientais como, solo abundante em celulose, pH entre 3,5 e 9,4, temperaturas em torno de
31 °C e umidade relativa néo inferior a 92% séo apropriadas para o desenvolvimento destes
fungos (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

Sporothrix spp. podem acometer 0 homem e uma grande variedade de animais,
sendo os felinos os mais frequentemente infectados pelo agente. Ha relatos de infeccBes em
mamiferos, aves e artropodes que carreiam 0 micro-organismo (abelhas, pulgas, formigas) e
eventualmente, inclusive, podem servir de fonte de infeccdo ao homem e outros animais
(LARSSON, 2011).

A infeccdo ocorre devido a inoculagdo acidental ou traumatica do fungo na pele,
por espinhos ou material vegetal o que, provavelmente, justifica a maior frequéncia da
enfermidade em jardineiros, agricultores, floristas, manipuladores de sementes, mineiros,
trabalhadores de alvenaria, bem como, tratadores de animais, profissionais veterinarios que
sdo vitimas ocasionais de arranhaduras e mordeduras, ou ainda, laboratoristas de
microbiologia, sendo considerada, portanto, uma micose ocupacional (MORRIS-JONES,
2002; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; LARSSON, 2011; CARRADA,
2012).
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1.1.3 Epidemiologia

A epidemiologia da esporotricose e influenciada por diversos fatores, dentre os
quais estdo os fatores bioldgicos, como a viruléncia do fungo e a resisténcia do hospedeiro; 0s
fatores ecoldgicos do ambiente; e por fim, fatores sdcio-econdmicos como, meio social,
condicbes sanitarias, profissdo, habitos profilaticos e migracdes populacionais
(RODRIGUES, 2010). Apesar dos casos de esporotricose serem descritos nos cinco
continentes, a doenga apresenta maior prevaléncia nas zonas tropicais e temperadas. As
principais areas de endemicidade estfo localizadas no Japdo, india, México, Brasil, Uruguai e
Peru (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). E prevalente nos EUA, mas tem maior
importancia epidemiologica nas Américas Central e do Sul, especialmente no México (regido
central) e no Brasil. (LARSSON, 2011; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). (Figura 3)
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Figura 3. Distribuicdo mundial da produgdo cientifica sobre esporotricose no século XXI. Fonte: Barros et al.,
2011.

No Brasil, as grandes epidemias de esporotricose ocorreram devido a transmissao
zoonotica, e o0s gatos foram classificados como sendo a principal fonte de infeccdo
(CORDEIRO et al., 2011b; DA SILVA et al., 2012; RODRIGUES; HOOG; CAMARGO,
2013). O aumento exponencial de casos de esporotricose em humanos, felinos e caninos,
atingiu proporcdes epidémicas no estado do Rio de Janeiro, tornando a esporotricose a micose
subcutanea mais frequente no pais (BARROS et al., 2010; NUNES et al., 2011). A espécie S.
brasiliensis, descrita como a mais virulenta do complexo S. schenckii, é apontada como
predominante no acomentimento destes casos (OLIVEIRA et al.,, 2011a; RODRIGUES;
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HOOG; CAMARGO, 2013). No Rio Grande do Sul, muitos casos humanos estdo conectados
com as atividades ocupacionais (GOMES et al., 2012). Em outros estados, como Espirito
Santo, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, a esporotricose tem
sido ocasionalmente descrita em cdes e gatos (MADRID et al.,, 2011b). Entretanto, na
literatura existem poucas referéncias sobre a esporotricose em outras areas geograficas do
pais. No Nordeste brasileiro, tem destaque a cidade de Mossor6-RN, onde foi relatado um
caso de esporotricose canina e 0 municipio de Itaporanga-PB, com o relato da infeccdo em um
gato (FILGUEIRA, 2009; NUNES et al., 2011).

1.1.4 Patogenia, Aspectos Clinicos e Diagndstico

A esporotricose inicia-se com uma lesdo traumatica por vegetais contaminados ou
decorrentes de ferimentos obtidos durante brigas entre animais infectados. A transicdo
micélio-levedura inicia-se 24 ou 48 horas ap6s a inoculacdo do fungo na fase filamentosa,
onde ha o desaparecimento das hifas e inicia-se a conversdo dos conidios para leveduras, o
processo dura em torno de 13 dias (CORREA et al., 1991). A transmissao por contato com
um animal contaminado diminui consideralvemente o tempo de desenvolvimento da infeccgéo,
uma vez que, o patégeno é transferido diretamente para o tecido lesionado ja na forma
leveduriforme, e assim ndo precisard sofrer conversdo morfolégica para iniciar sua
multiplicacdo (CRUZ, 2010; CRUZ, 2013).

Apo0s a penetracdo, conversdo morfolégica e multiplicacdo fungica, o patégeno
pode permanecer localizado no tecido subcutdneo ou prolongar-se ao longo dos vasos
linfaticos adjacentes, constituindo a forma cutanea fixa ou a cutanea linfocutanea,
respectivamente. Mais raramente, pode se disseminar por via hematogénica, caracterizando a
forma cuténea disseminada (STALKUP, BELL, ROSEN, 2002). Ocasionalmente, o agente
fangico também pode ser inalado, infectar os pulmdes e posteriormente disseminar-se para

outros sistemas por via hematogénica (REIS et al., 2009).

As manifestacGes clinicas que podem variar de acordo com o estado imunoldgico
do hospedeiro, carga do inoculo inicial, profundidade do trauma e viruléncia da cepa
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES, MATHEWS, BEZERRA, 1999).
A forma cutanea-linfocutanea é a mais frequente, ocorrendo em mais de 75% dos casos
(RAMOS-E-SILVA et al., 2007). Inicia-se com uma lesdo nodular ou ulcerada no local da
inoculagdo do fungo, normalmente localizada nas extremidades, especialmente nas maos e

antebracos e segue uma trajetoria linfatica caracterizada por les6es nodulares com aspecto de
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uma Ulcera ou de um pequeno nddulo subcutdneo (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH,;
COSTA, 2006; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

A forma cuténea fixa apresenta-se como uma ou poucas lesdes no local da
inoculacdo, frequentemente ulcerativa, com bordas eritematosas. A morfologia pode ser
vegetativa verrucosa, com placa infiltrada, sem envolvimento linfatico (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011). Alguns autores relatam a forma cutanea fixa como a principal clinica de
apresentacdo em criancas (TLOUGAN et al., 2009). A forma cutanea disseminada é resultado
da disseminagdo hematogénica do sitio de inoculacdo primario ou do linfonodo. Atinge
principalmente hospedeiros imunocomprometidos, pode se apresentar de diversas formas,
dentre elas sinusite e meningite e é caracterizada pela extensdo das lesdes a grandes areas da
pele (DE ARAUJO, MARQUES, KERDEL, 2001; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). A
forma mucosa € incluida por alguns autores como uma variante da forma cutinea. Na
conjuntiva, as lesbes granulomatosas sdo acompanhadas de material seropurulento e
vermelhiddo. Na mucosa nasal, as lesdes, frequentemente, envolvem o septo com drenagem
de sangue e desprendimento de crostas. (SCHUBACH, et al., 2005). Em gatos com
esporotricose, 0 nariz é a regido mais afetada e sinais respiratorios sio comuns (GREMIAO,
et al., 2009; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

As formas extracutaneas sdo dificeis de serem encontradas e diagnosticadas,
embora tenha se tornado mais freqlientes apds o aparecimento da AIDS. Outras formas
extracutaneas como a osteoarticular e 0 comprometimento pulmonar sdo as manifestacoes
mais comuns, mas também ha relatos de casos de disseminacdo hematogénica grave com
envolvimento de mdltiplos 6rgdos (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006;
BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Depois da pele, o tecido mais acometido é o dsseo.
As lesdes osteoarticulares podem variar de grandes a pequenos granulomas com lesdes liticas
idénticas a osteomielite; e ocorrem por contiguidade ou disseminacdo hematogénica.
(MORRIS-JONES, 2002; KOHLER, HAMDAN, FERRARI, 2007).

A esporotricose pulmonar primaria € comumente associada a doenca pulmonar
obstrutiva cronica, alcoolismo, uso crénico de corticoides e doengas imunossupressoras.
Devido a raridade de envolvimento pulmonar e a sua forma clinica é similar a tuberculose,
muitas vezes diagnostico é tardio (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Eritema nodoso e
eritema multiforme foram relatados em casos de esporotricose por transmissdo zoondtica.

Estas condigdes parecem estar associadas com reacdo de hipersensibilidade, o que resulta de
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uma exposicdo continua a grandes quantidades de fungos e reinfecgBes subclinicas
(GUTIERREZ-GALHARDO, et al., 2002; GUTIERREZ-GALHARDO, et al., 2005).

O diagndstico da esporotricose pode ser obtido através da correlacdo de dados
clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. A analise laboratorial inclui: exame citopatologico,
histopatolégico e cultura (SILVIA et al., 2012). Assim, o diagnostico clinico baseado na
patogenia e nas alteragdes patoldgicas, deve ser confirmado pela observacdo microscépica de
estruturas leveduriformes no material coletado das lesdes e no isolamento e identificacdo do
agente etiologico envolvido no processo (CRUZ, 2013). Os matériais coletados como:
secrecdo, crostas e tecidos das lesdes através de swabs estéreis no caso de suspeita de
esporotricose, devem ser encaminhados imediatamente para analise micoldgica e
histopatoldgica (NOBRE et al., 2001).

O citodiagndstico, a partir de material (exsudado, aspirado, decalcado, biopsiado)
submetido as coloragGes de Gram, Wright, Giemsa, Rosenfeld, permite que se evidencie,
principalmente em gatos, um excesso de formas leveduriformes, arredondadas, ovaloides, em
forma de “charuto”, com 3-5 um de diametro e 5-9 um de comprimento. Independentemente
dos resultados obtidos pela citologia deve-se, sempre, também, colher e submeter o material a
exame micoldgico (LARSSON, 2011). Ja o exame histopatoldgico deve ser realizado a partir
de uma bidpsia incisional ou excisional de uma lesdo nova, intacta e ndo drenante. O exame
histopatolégico permite o estabelecimento do diagndstico etiolégico em percentis de 95% a
100% dos casos (SCHUBACH, et al., 2003a).

A partir dos materiais coletados, deve realizar o isolamento em cultura para
observacdo dos aspectos macroscopicos e microscopicos da coldnia. O cultivo pode ser
realizado em diferentes meios de cultura, tais como, agar Sabouraud dextrose, acrescido ou
ndo com cicloeximida, agar BHI, agar Batata. Para propiciar ou afastar o diagndstico
etiologico da esporotricose, o periodo de incubacdo do semeado varia de 10-14 dias
(LARSSON, 2011). A possibilidade de se estabelecer o diagndstico, através de isolamento do
agente, oscila entre 34% e 94% dos casos, na dependéncia da origem do material colhido
(SCHUBACH et al., 2003a).

Vale ressaltar a importancia do diagnéstico diferencial uma vez que esporotricose
apresenta manifestagdes clinicas comuns a doencas que cursam lesfes cuténeas, como a
leishmaniose tegumentar americana e a micobacteriose (SCHUBACH et al., 2003b). O

diagnostico diferencial de outras dermatopatias em animais também é importante, e embora a



23

leishmaniose seja muito mais prevalente em cdes, o diagndstico diferencial em felinos
também deve ser levado em consideracdo (SCHUBACH et al., 2003b; SOUZA et al., 2005;
SOUZA et al., 2009).

1.1.5 Tratamento

Desde o inicio do século XX, a solugdo saturada de iodeto de potéssio é usada no
tratamento da esporotricose, com taxas de sucesso terapéutico variando entre 80 e 100%.
Além disso, o baixo custo financeiro colocou este composto na posi¢cdo de farmaco mais
utilizado nos casos de esporotricose (CORDEIRO et al., 2011; BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011). Dessa forma, o iodeto de potassio continua sendo a droga de primeira
escolha para o tratamento das formas cutaneo-linfatica, cutanea localizada e cutanea
disseminada em muitos pacientes. No entanto, para a forma extracutanea e em muitos casos
da forma cuténea disseminada, este composto ndo apresenta 0 mesmo padrdo de eficacia
(SIDRIM; ROCHA, 2004). Alguns estudos sugerem que o iodeto de potdssio gera um
aumento da proteolise agindo sobre os granulomas, enquanto outros autores afirmam que este
sal pode promover um aumento da fagocitose. Porém, seu exato mecanismo de acdo ainda
permanece desconhecido (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011).

Para o tratamento da esporotricose faz-se necessario, primeiramente, 0
reconhecimento da extensdo da infeccdo e a identificagdo de fatores que predispdem o
hospedeiro & gravidade da doenca. A escolha do tratamento baseia-se na condi¢éo clinica do
individuo, na dimensdo das lesdes cutaneas, na avaliacdo das interacdes medicamentosas, nos
efeitos adversos e no envolvimento sistémico (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA,
2006, CORDEIRO et al., 2011). A dificuldade no tratamento pode ser atribuida a fatores
como: diagnostico tardio, baixo arsenal terapéutico, longa duracdo do tratamento e desisténcia
da terapia pelos pacientes (GOMES et al., 2012).

A anfotericina B é indicada para o tratamento das formas clinicas graves e
moderadas em pacientes imunodeprimidos e/ou em casos de individuos que ndo respondem
aos farmacos de primeira escolha (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).
Apesar da eficicia da anfotericina B contra Sporothrix spp., os efeitos colaterais desse
farmaco sdo inevitaveis, como hipocalemia, hipertermia, anorexia, nauseas, vomitos, cefaléia,
mialgia e flebite, fatores que limitam o seu uso (BUSTAMANTE; CAMPQOS, 2004).
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Nos altimos anos, o itraconazol foi classificado como farmaco de primeira escolha
para o tratamento das formas cutdneas e linfocutaneas da esporotricose em pacientes
imunocomprometidos, que apresentam formas clinicas mais extensas e com acometimento
sisttmico (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006, KAUFFMAN, 2007a, SILVA
et al., 2012). A administracdo do farmaco deve ser mantida por no minimo um més apés a
cura clinica. O uso do derivado azdlico itraconazol, como uma alternativa terapéutica eficaz
para esporotricose, provocou uma reducdo dos efeitos colaterais provocada por outros
farmacos (SILVA et al., 2012). O azélico fluconazol tem apresentado resultados satisfatérios
quando utilizado para o tratamento da esporotricose, mas ndo é considerada uma droga de
primeira escolha para a terapia da doenca (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA,
2006). O fluconazol é menos efetivo que o itraconazol, sendo utilizado em pacientes que
apresentam intolerancia ou interacbes medicamentosas com o itraconazol (KAUFFMAN et
al., 2007a).

A terbinafina € um antifingico do grupo das alilaminas, e tem demonstrado em
varios estudos in vitro, acdo priméria fungicida frente a fungos dimérficos, incluindo espécies
do género Sporothrix. Nenhuma cepa demonstrou resisténcia frente a droga, que além de
apresentar efeitos toxicos reduzidos, mostrou ser efetiva e bem tolerada pelos pacientes
guando comparado ao itraconazol, tornando-se assim uma opgdo para o tratamento da
esporotricose cutanea (MEINERZ et al., 2007, FRANCESCONI et al., 2011).

Para o tratamento da esporotricose em casos de gravidez, 0 uso desses
medicamentos é importante, mas a utilizacdo do iodeto de potassio e o itraconazol sdo contra
indicados. A anfotericina B pode ser usada apds 12 semanas de gestacdo, porém essa
medicacdo deve ser reservada para casos de forma pulmonar ou disseminada da doenga. O
tratamento a base de termoterapia, ou seja, a aplicacdo de calor (42-43°C) no local da lesdo
através de uma bolsa de agua quente, fonte de infravermelho ou outro método semelhante até
a completa cicatrizacdo, é bastante aconselhdvel para os casos de forma cutanea
(KAUFFMAN et al., 2007a).

No caso do tratamento da esporotricose felina, a administracdo de medicamentos é
considerada um desafio, pois diferentemente dos seres humanos, a maioria das drogas
antifingicas utilizadas apresentam efeitos adversos toxicos, a duracdo do tratamento € longa e
a administracdo por via oral é dificil, devido a possibilidade de ocorréncia de arranhaduras
e/ou mordeduras por parte do felino (SILVA et al., 2012).
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1.2 Preservagao de micro-organismos

As primeiras colecfes de culturas de micro-organismos datam do século XIX, as
quais iniciaram 0s primeiros acervos de amostras particulares de cientistas. A partir desse
momento, os estudos de culturas mantidas em colecdes permanentes foram sendo cada vez
mais aprimorados e resultaram em grande avango na preservacao da biodiversidade e na
compreensédo da biopotencialidade microbiana. Colegdes de culturas microbianas sdo centros
de conservacao de recursos genéticos ex situ que tém como principais objetivos a preservagdo
e o fornecimento de material bioldgico e informacdo associada para pesquisa e
desenvolvimento cientifico e industrial; a realizacdo de pesquisa (morfologia, fisiologia,
genética e preservacdo); a conservacdo da biodiversidade; o deposito de material envolvido
em processos de patente; a educacdo e capacitacdo de recursos humanos, além do
funcionamento como centros de informacdo para a formulagdo de politicas e para o publico
em geral. Desta forma, os bancos de cultura sdo reconhecidos por seus valores cientifico,
educacional e profissional, mediante troca de materiais e treinamento académico (CANHOS
et al., 1995).

No Brasil, desde 2002 o Programa Nacional de Biotecnologia e Recursos
Genéticos do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, vem se destacando pelo incentivo a
formacdo de bancos de espécies microbianas por intermédio do Sistema de Informacéo de
Colecdes de Interesse Biotecnologico (SICol). Dentre as acBes previstas neste Programa sdo
citadas a ampliacdo e o fortalecimento da infraestrutura de suporte a biotecnologia, incluindo
as colecdes de culturas (KURY et al., 2000).

De acordo com o World Federation of Culture Collections - WFCC, o Brasil
possui mais de 37.700 culturas microbianas, estocadas em 53 bancos diferentes. Dentre as
colecBes de culturas fungicas de maior expressdo no Pais, pode-se mencionar: Colecdo de
Culturas do Centro Especializado em Micologia Médica da Universidade Federal do Ceard;
Colecéo de Fungos da Universidade Federal de Pernambuco; Colecdo de Culturas de Fungos
do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro; Micoteca do Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo; Colecdo de Fungos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Colecdo de
Micro-organismos do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz da Universidade de S&o Paulo (WFCC, 2011).

Atualmente, a micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica — CEMM
alberga em torno de 4.000 cepas fungicas de origem humana, veterinaria e ambiental, sendo
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todas as cepas cadastradas em um programa de computacdo apropriado, denominado
SISCEMM. Diversas pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de se desenvolver
métodos mais adequados para manutencéo da viabilidade de espécies fungicas (BRILHANTE
et al., 2004; GIRAO et al., 2004; SOARES-JUNIOR et al., 2007) O acervo do CEMM ¢
mantido em diferentes condicbes de estoque, como salina a temperatura de 4 e 25 °C, em
meio agar-batata a -20 °C com ou sem adicao do crioprotetor e a -80 °C em glicerol.

Em decorréncia da grande diversidade bioldgica dos fungos, nenhum método de
armazenamento é completamente satisfatorio, requerendo-se a juncdo de dois ou mais
métodos para garantir melhor recuperacdo das cepas. Por isso, faz-se necessario a utilizacao
de métodos de preservacdo de fungos, como o armazenamento em agua destilada estéril,
utilizado como padréo ouro, o congelamento a -70 °C, a liofilizacdo, a manutencdo sob
sobreposicdes de 6leo de parafina e imersdo em nitrogénio liquido estdo sendo cada vez mais
usados, apresentando resultados satisfatorios (BRILHANTE et al., 2004; KUMAR; GANVIR;
HAZAREY, 2009). A criopreservacdo é a metodologia de escolha em muitos bancos de
micro-organismos, pois conduz a uma situacdo de dorméncia metabdlica em virtude do
resfriamento e, em consequéncia, as culturas mantém-se estaveis por longos periodos
(OZKAVUKCU, ERDEMLI 2002; STACEY, 2007). De forma geral, a criopreservacdo inclui
reducdo da temperatura, desidratacdo celular, congelamento e degelo (BARBAS;
MASCARENHA, 2009).

Recentemente, a estocagem em baixas temperaturas vem sendo utilizada para a
manutencdo de micro-organismos, associada a utilizacdo de crioprotetores ndo penetrantes,
como 0s agucares sacarose e lactose. Esses aclcares ndo sao capazes de se difundir através da
membrana plasmatica, criando uma pressdo osmotica que induzem a desidratacdo celular,
portanto, agem como agentes osmoticos externos, removendo o excesso de agua intracelular
através de um gradiente osmotico e conduzindo a uma baixa incidéncia de formacdo de
cristais de gelo dentro da célula (BARBAS; MASCARENHA, 2009). Ja a utilizagdo do
glicerol, que é classificado como crioprotetor penetrante, promove um rearranjo lipidico e
protéico, resultando no aumento da fluidez da membrana, grande desidratacdo a baixas
temperaturas, reducdo a formacdo de gelo intracelular e aumento da sobrevivéncia por
criopreservacao (ROCHA et al., 2013; ABADIAS et al., 2001).

Dentre os problemas que envolvem o congelamento de cepas fungicas estdo o

aumento da concentracdo de eletrolitos e de radicais livres, mudancas no pH, desnaturacdo de
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proteinas e desidratacdo celular. Além desses problemas, a ocorréncia de formacéao de cristais
de gelo, no espaco intracelular, é um efeito extremamente danoso para célula (SHAW,
ORANRATNACHAI; TROUNSON, 2000).

1.3 Farnesol e Terpinen-4-ol

Varios estudos estdo sendo realizados com o objetivo de avaliar as plantas como
fonte de produtos efetivos para a preservacdo da saude humana (BERTINI et al., 2005). Os
oOleos essenciais sdo misturas complexas de substancias geralmente odoriferas e liquidas, cuja
principal caracteristica é a volatilidade. Normalmente tais dleos sdo de aroma agradavel e
intenso, sendo chamados de 6leos essenciais (JESUS et al., 2007).

O composto organico farnesol € um alcool aciclico sesquiterpeno, constituido por
trés unidades de isopreno (Figura 4A), parcialmente solivel em agua (HORBNY et al., 2001).
O farnesol é encontrado em O&leos essenciais de diversas plantas como capim-liméo
(Cymbopogon citratus) (REICHLING et al., 2009), bengo (Pluchea dioscoridis) (GRACE,
2002), arvore-do-incenso (Pittosporumundulatum) (MEDEIROS et al., 2003), milho (Zea
mays) (SCHNEE et al., 2002) citronela (Cymbopogon nardus), rosa (Rosa damascena)
(ALMASIRAD et al., 2007), balsamo de tolu (Toluiferabalsamum) (CUSTODIO, VEIGA-
JUNIOR, 2012), ciclamen (Cyclamen persicum) (JALALI et al., 2012) e camomila
(Matricariarecutita) (PETRONILHO et al., 2011). Este composto é também encontrado na
prépolis, sendo apontado como uma das substancias biologicamente ativas que apresentam
atividade antimicrobiana, atuando assim como mecanismo de defesa ao ataque de patdgenos
(JEON etal., 2011).

O farnesol possui elevada atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos
(INOUE et al., 2004; JABRA-RIZK et al., 2006a; JABRA-RIZK et al., 2006b; BRILHANTE
et al., 2012c; CORDEIRO et al., 2012a; CORDEIRO et al., 2012b). Fato que se confirma pela
atividade antibacteriana do farnesol ante a patdgenos humanos, como Escherichia coli
(BREHM-STECHER et al., 2003) Staphylococcus aureus (INOUE et al., 2004),
Streptococcus mutans (KOO et al., 2005) e Burkholderia pseudomallei (BRILHANTE et al.,
2012c), com destaque para a inibicdo do crescimento bacteriano sob a forma de biofilme
(JABRA-RIZK et al., 2006a). O potencial antifungico do farnesol ja foi demonstrado contra
diferentes espécies do género Candida (CORDEIRO et al., 2012b) e Cryptococcus
(CORDEIRO et al., 2012a), bem como, contra o fungo dimdrfico Paracoccidioides

brasiliensis, no qual alem de agir inibindo o crescimento in vitro, retarda a formacéo do tubo
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germinativo, em concentragdes que nédo afetam a viabilidade deste fungo (DERENGOWSKI
et al., 2009). Além disso, também apresenta efeito inibitério sobre biofilme fldngico
(RAMAGE et al., 2002; YU et al., 2012).

De acordo com os resultados observados na literatura, o farnesol é capaz de
desempenhar uma importante atividade como adjuvante terapéutico promovendo a inversao
de resisténcia as drogas antimicrobianas tanto em bactérias (BREHM-STECHER et al., 2003;
JABRA-RIZK et al., 2006a) quanto em fungos (YU et al., 2012; CORDEIRO et al., 2012b).
Estudos tém demonstrado que o farnesol apresenta baixa toxicidade in vivo, como relatado
por Navarathna et al. (2007), cuja administracdio do composto mostrou efeito tdxico

insignificante em modelos murinos.

Recentemente, alguns estudos foram capazes de elucidar possiveis mecanismos de
acao do farnesol. Segundo Kuroda et al. (2007) o farnesol interfere na formagdo da membrana
celular dos micro-organismos. Estes autores também observaram a diminui¢cdo da producao
de p-lactamase por cepas, previamente incubadas com farnesol. Adicionalmente foi
averiguado que o composto é capaz de inibir a sintese do carreador lipidico (C55),
responsavel pelo transporte de mureina, o qual é um precursor do peptidoglicano. Outros
autores observaram a inibicdo do crescimento de cepas de B. pseudomallei produtoras de [3-
lactamase (BRILHANTE et al., 2012c), reafirmando a hipotese de Kuroda et al., (2007).

Jabra-Rizk et al. (2006) demostraram que o farnesol também pode inteferir na
sintese do ergosterol, por consequinte danificando a membrana celular do fungo. Rossignol et
al. (2007) observaram que a exposicdo de cepas de C. parapsilosis ao farnesol provoca
alteracOes na expressao dos genes ligados a biossintese do ergosterol. Além disso, ha relatos
que o farnesol causa apoptose em cepas de C. albicans através da ativacdo das caspases, uma
classe de proteases de cisteina que desempenham um papel crucial no processo de apoptose,
transmitindo um sinal para apoptose numa cascata proteolitica (SHIRTLIFF et al., 2009).
Apesar das hipoteses apresentadas, o mecanismo de acdo do farnesol ainda ndo esta

completamente elucidado.
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Figura 4. A. Formula estrutural do composto farnesol; B. Férmula estrutural do composto terpinen-4-ol. Fonte:

http://www.biomedcentral.com

Terpinen-4-ol é um monoterpeno (Figura 4B), extraido do 6leo essencial da planta
Melaleuca alternifolia conhecida popularmente como arvore-do-cha (HAMMER; CARSON,;
RILEY, 2003). Na composicéo quimica do 6leo essencial de M. alternifolia, terpinen-4-ol € o
composto predominante, variando sua concentracdo entre 29,4 a 44,9%, sendo o principal
responsavel pelas propriedades medicinais do Oleo essencial, inclusive as caracteristicas
antibacterianas e antifangicas (VIEIRA et al., 2004). O 6leo essencial reduz a taxa de
reproducdo de patdgenos como bactérias, fungos e virus, além de aumentar a resisténcia
contra esses organismos agressores, por isso é considerado de grande utilidade nas afeccGes
do couro cabeludo e da pele como a caspa e a acne respectivamente (TESKE; TRENTINI,
2001; SILVA et al., 2002).

O o6leo de M. alternifolia possui atividade bactericida, no entanto pode apresentar
acdo bacteriostatica quando usado em baixas concentracdes. Suposi¢des sobre seu mecanismo
de acdo contra bactérias foram feitas com base na sua estrutura de hidrocarbonetos e
lipofilicidade. Presume-se que o mecanismo de acdo envolva a perda de fungdes essenciais a
membrana citoplasmatica como alteracbes na permeabilidade como a perda de material
intracelular, incapacidade de manter a homeostase e inibicdo da respiracdo celular. Na
literatura cientifica, ndo tem sido relatados casos de resisténcia bacteriana ao 6leo de M.
alternifolia, apesar de ser usado como medicamento na Australia desde 1920 (CARSON et
al., 2006)

Os componentes da M. alternifolia sdo ativos contra varias espécies de fungos que
causam doencas aos humanos. Muitos estudos j& demostraram atividade antifungica de
terpinen-4-ol ante cepas de Candida spp., Saccharomyces cerevisae, Rhodotorula
mucilaginosa, Trichosporon spp., Aspergillus spp., Penicillium sp. e espécies de dermatofitos:

Epidermophyton floccosum, Microsporum canis e Trichophyton interdigitale (CONCHA et
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al., 1998; HAMMER; CARSON; RILEY, 2003), no entanto, ndo ha relatos da atividade desse
composto frente a fungos dimorficos. Esses resultados mostram que terpinen-4-ol parece ser 0

componente mais ativo do 6leo essencial de M. alternifolia (OLIVA et al., 2003).

Testes in vivo comprovaram que terpinen-4-ol exibiu eficacia terapéutica no
tratamento da via oral em ratos contra cepas de Candida albicans (CALCABRINI et al.,
2004) e infecgdes vaginais (MONDELLO et al., 2006).

Diante do exposto, o presente estudo objetiva buscar novas estratégias de
preservacdo deste micro-organismo de grande importancia no Brasil., assim como, avaliar a
atividade antiflngica in vitro de farnesol e terpinen-4-ol frente a cepas de Sporothrix spp,

investigando o mecanismo de acdo dessas drogas no metabolismo celular fungico.
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. A sacarose e a lactose podem ser empregadas como agentes crioprotetores néo-
penetrantes mantendo as caracteristicas fenotipicas de cepas de Sporothrix spp.

submetidas a criopreservagdo?

2. O farnesol e o terpinen-4-ol apresentam efeito inibitorio in vitro frente a cepas de
Sporothrix spp.?

3. Os compostos farnesol e terpinen-4-ol sdo capazes de alterar a permeabilidade da

membrana citoplasmatica em espécies de Sporothrix?

3 HIPOTESES

1. Os carboidratos sacarose e lactose exercem acao crioprotetora, sendo adequados para 0

uso em métodos de preservacdo de cepas de Sporothrix spp.

2. O farnesol e o terpinen-4-ol sdo capazes de inibir o crescimento in vitro de Sporothrix

Spp.

3. O farnesol e o terpinen-4-ol agem no envoltoério celular de Sporothrix spp. provocando

0 escape de macromoléculas para o0 meio extracelular.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos crioprotetores sacarose e lactose em combinagdo com glicerol
em células de Sporothrix spp. estocadas em diferentes condi¢des de tempo e temperatura, bem
como, determinar a atividade antifingica in vitro do farnesol e do terpinen-4-ol ante cepas de

Sporothrix spp.

4.2 Objetivos Especificos

1. Investigar o emprego de crioprotetores sacarose e lactose em combinagdo com glicerol
na manutencao da viabilidade fungica ap0s trés, seis e nove meses de estocagem, nas
temperaturas de -20°C e -80°C.

2. Determinar a Concentracao Inibitéria Minima e a Concentracdo Fungicida Minima in

vitro dos derivados terpénicos farnesol e terpinen-4-ol frente a cepas de Sporothrix spp.

3. Avaliar o efeito do farnesol e do terpinen-4-ol sobre a permeabilidade da membrana

plasmaética ante a cepas de Sporothrix spp.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Micro-organismos

Para a avaliacdo dos métodos de estocagem foram utilizadas 20 cepas de
Sporothrix spp. na fase filamentosa sendo: Sporothrix brasiliensis (n=6); S. mexicana (n=5);
S. schenckii (n=6) e S. globosa (n=3). Os isolados previamente identificados foram cedidos
pelo Laboratorio de Micologia Médica Molecular da Universidade Federal de Séo Paulo —
UNIFESP. Deste total, 10 cepas foram isoladas a partir de seres humanos, 7 cepas de origem
animal e 3 do ambiente. Todas as cepas encontram-se estocadas em &gar batata dextrose
(Difco, Detroit, EUA.) acrescido de glicerol a 10% (Cromoline Quimica Fina Ltda, S&o
Paulo) a -20 °C ou em solucdo salina estéril a 4 °C na Micoteca do Centro Especializado em
Micologia Médica — CEMM, da Universidade Federal do Ceara. Para a realizacdo dos testes
de sensibilidade foram utilizadas 40 cepas de Sporothrix spp. na fase filamentosa sendo:
Sporothrix brasiliensis (n=26); S. mexicana (n=5); S. schenckii (n=6) e S. globosa (n=3). Para
o controle dos experimentos, foram incluidas cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e
Candida krusei ATCC 6258. E para a verificacdo de modificacdes na permeabilidade da
membrana 16 cepas de Sporothrix spp. foram utilizadas, incluindo S. brasiliensis (n= 9); S.
mexicana (n = 3); S. schenckii (n = 2) e S. globosa (n = 2).

Antes da realizagdo de todos os testes as culturas de Sporothrix spp. na fase
filamentosa foram recuperadas do estoque mediante semeadura em &gar batata, as quais foram
submetidas a analise macroscopica, levando-se em consideracdo relevo, textura e
pigmentacdo das colbnias apds 7 dias de incubacdo a 28 °C, e analise microscépica, através da
observacdo de fragmentos da colénia em microscopio Optico, a partir da montagem de lamina
e laminula em lactofenol azul-algoddo. As culturas foram consideradas positivas para o
complexo S. schenckii pela presenca de hifas hialinas e septadas com conidios nas
extremidades com morfologia semelhante a “"flor margarida” (MARQUES-
EVANGELHISTA, 2010).

5.2 Verificacdo da viabilidade de Sporothrix spp. para os diferentes métodos de

armazenamento

Para o processo de estocagem as cepas de Sporothrix spp. foram semeadas em
meio agar batata e incubadas durante sete dias a temperatura ambiente (25 — 28 °C). Em

seguida, as cepas foram estocadas em criotubos através da raspagem da superficie das
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colbnias e o acondicionamento em criotubos contendo diferentes solucdes de estoque. As
solucBes de estocagem avaliadas foram: salina fisioldgica (0,9%); glicerol 10% acrescido de
lactose 10% (GL) e glicerol 10% acrescido de sacarose 10% (GS). Todas as solucgdes
utilizadas foram preparadas em agua destilada. As temperaturas de armazenagem testadas
foram de 4 °C para solucéo salina e de — 20 °C e — 80 °C para o0 uso dos crioprotetores GL e
GS. Todos os isolados foram estocados pelos periodos de 3, 6 e 9 meses. Ap6s cada periodo,
as cepas foras retiradas do estoque e recuperadas em meio agar batata dextrose (Difco, EUA).
Apbs 7 dias de incubacgdo a temperatura ambiente (25 — 28 °C) os isolados foram submetidos
a analises de suas caracteristicas macromorfoldgicas de relevo, textura e coloragdo e
micromorfolégicas quanto a producdo de conidios através de microscopia Optica
(BRILHANTE et al., 2004).

Tanto no momento da estocagem quanto na retirada do estoque, um fragmento da
col6nia de cada cepa foi submetido a analise através de microscopia de fluorescéncia (400x)
com calcofluor para a quantificacdo do nudmero de conidios presentes. Neste procedimento
foram avaliados 10 campos distintos e a quantidades de conidios foram classificadas
considerando os intervalos: 0-10, 10-50, 50-100 e >150 (KUMAR et al., 2009;
HARRINGTON; GEORGE, 2003). As comparacdes entre parametros analisados foram
realizadas utilizando o teste t-Student para amostras pareadas, adotando nivel de significancia

maximo de 5% para conclusdes afirmativas.
5.3 Agentes Antimicrobianos

Os compostos farnesol (F-OH; (2E,6E)-3,7,11-trimethyldodeca-2,6,10-trien-1-ol;
Sigma-Aldrich, USA) e terpinen-4-ol (T-OH; 4-isopropyl-1-methyl-1-cyclohexen-4-ol;
Sigma-Aldrich, USA) foram diluidos em DMSO (Dimetil-Sulféxido), nas concentracdes 30%
(BRILHANTE et al., 2013) e 100% (BRILHANTE et al., 2014) respectivamente. Para o
controle, uma série de diluicbes em paralelo, contendo o veiculo de DMSO sozinho foi feito
para medir o efeito do solvente sobre o fungo. O DMSO néo afetou o crescimento dos fungos
em concentracfes presentes nos po¢os da placa de microdiluicdo. As drogas antifingicas
anfotericina B (AMB, Sigma-Aldrich, EUA) e itraconazol (ITC, Janssen Pharmaceutica,
Bélgica), foram usados como drogas controle. Os intervalos de concentragcfes testados foram
de 0,00781-4 pM para F-OH; 0,07246-37,1 mM para o T-OH; e (0,03125-16 pg/mL™) para
AMB e ITC. As diluicbes seriadas de todas as drogas testadas foram preparadas em meio
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RPMI 1640 (Sigma), com L-glutamina e sem bicarbonato de sddio, tamponada a pH 7,0 com
0,165 M de MOPS (Sigma) (CLSI, 2008).

5.4 Preparo dos indculos para teste de sensibilidade antifungica

Os intculos das cepas de Sporothrix spp., na fase filamentosa, foram preparados a
partir de culturas em agar BHI (Himedia, india) incubadas durante 6-7 dias a 25 — 28 °C. O
procedimento seguiu através da adi¢do de 1 mL de solucéo salina estéril a 0,9%, adicionada a
cada cultura de fungos. Com auxilio de uma alca microbioldgica, a superficie das col6nias
foram gentilmente raspadas a fim de trazer em suspenséao conidios e fragmentos de hifas. Em
seguida, cada suspensao fungica foi ajustada de acordo com a escala 2 de McFarland. Por fim,
as suspensdes foram diluidas na proporcao de 1:10 com meio RPMI para obtencdo de
inéculos com concentracdo final de 1,0 a 5,0 x 10° UFC mL-1 (BRILHANTE et al., 2014).

5.5 Testes de Sensibilidade in vitro

O teste de sensibilidade de Sporothrix spp. utilizando F- OH; T -OH; AMB ¢ ITC
foi realizado de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)
através do método de microdilui¢do em caldo - documento M38-A2, com alguns ajustes. A
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de cada composto farnesol e terpinen-4-ol foi definida
como a concentracdo mais baixa que produziu uma reducdo de 80% de crescimento, em
compara¢do com o crescimento do controle sem droga (CORDEIRO et al.,, 2012b;
BRILHANTE et al., 2013). Para os antifangicos AMB e ITC, a CIM foi considerada como a
mais baixa concentracdo capaz de inibir 50% e 100% de crescimento flngico,
respectivamente (BRILHANTE et al., 2010). Todas as amostras foram testadas em duplicata e
os resultados foram lidos visualmente, apds trés dias de incubagdo a 35 °C (BRILHANTE et
al., 2014). A Concentragdo Fungicida Minima (CFM) foi definida como a concentracdo mais
baixa de droga que resultou na morte de 100% da inoculacéo inicial. Para determinar o CFM,
100 pl de cada amostra, sem crescimento de fungos visiveis foram inoculadas em agar batata
dextrose e incubados a 35 °C durante 7 dias (CANTON; PEMAN; VIUDES, 2003) .

5.6 Avaliacdo da influéncia de terpenos na perda do material de absorc¢éo nas leituras de
260 e 280 nm

A atividade antifangica in vitro frente as cepas de Sporothrix spp. foi previamente
determinada pelo ensaio de microdiluicio em caldo (CLSI, 2008). Como controle de

qualidade foram incluidos nestes pogos de ensaio contendo: micro-organismos em contato
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com a AMB e ITC; micro-organismos em RPMI; micro-organismos em contato com o
timerosal (COH9HgO2SNa, Sigma -Aldrich, EUA) a uma concentracdo de 0,2 g/mL para cada
cepa e pogos contendo apenas RPMI. A incubacdo foi realizada de acordo com o teste de
sensibilidade, tal como descrito acima. Apoés este periodo, 0s pogos correspondendo a CIM e
CIM/2 do teste de compostos e os controles foram usados para as experiéncias.
Aproximadamente 1,0 ml de cada suspensdo de fungos, ajustado para escala padréo de 0,5
McFarland foi transferido para microtubos estéreis e centrifugados durante 15 minutos a
13.400 x g. Em seguida, o sobrenadante obtido foi diluido de 1:10 em agua destilada esteril,
para a leitura no espectrofotdbmetro num comprimento de onda de 260 e 280 nm para anélise
da presenca de acidos nucleicos e proteinas, respectivamente (MARQUES, 2013).
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6 RESULTADOS

6.1 Estocagem das cepas de Sporothrix spp. na fase filamentosa

Todas as cepas Sporothrix spp. analisadas no presente estudo foram recuperadas ap6s
estocagem, independente das condi¢des ou tempo de armazenamento. Desta forma, nossos
resultados mostraram 100% de viabilidade para todas as espécies do complexo S. schenckii
avaliadas. Vale ressaltar que nenhuma contaminacdo foi observada, no processo de
recuperacdo. A andlise microscopica mostrou as mesmas caracteristicas micromorfologicas
para todas as cepas recuperadas, independente da espécie, condi¢cdes ou tempo de estocagem.
Foram observadas hifas hialinas, septadas, ramificadas que apresentavam conidios dispostos
em cachos terminais na extremidade do conidiéforo, assemelhando-se a “flor margarida”,
como caracteristica do género Sporothrix (Fig. 5A). Por sua vez, a analise macroscépica
também mostrou que independente da espécie condi¢Bes ou tempo de estocagem, as cepas
recuperadas apresentaram colbnias de textura coridcea e com superficie rugosa, todas
condizentes com sua morfologia antes de serem submetidas ao processo de armazenamento
(Fig. 5B). Quanto a coloragdo, 3 isolados da espécie S. brasiliensis apresentaram col6nias
com pigmentacdo enegrecida apds estocagem em salina & 4 °C, bem como, em GL e GS
ambos a -20 °C, nos periodos de 6 e 9 meses (Fig. 5C). As demais espécies exibiram col6nias

de cor branca a bege, como apresentavam no momento do processo de estocagem.

Quanto a quantificacdo de conidios, o resultado final foi baseado na média da
contagem de conidios de todas as cepas analisadas, sob as mesmas condicdes e tempo de
estocagem (Tabela 1). O estoque em salina a 4 °C mostrou ndo alterar a quantidade de
conidios nas amostras, quando comparado a quantificacdo anterior a estocagem. Os estoques
em GL e GS a -20 °C exibiu uma pequena reducdo no numero de conidios presentes, porém
ndo foram evidenciadas diferencas estatisticas. Os estoques em GL e GS a -80 °C
apresentaram diminuicdo do numero de conidios em todos os tempos de estocagem analisados
(Fig. 5D e E). Diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) foram observadas para GL
e GS nos periodos de 3 e 6 meses, bem como, para GL no periodo de 9 meses, contudo o

mesmo nao foi observado para o estoque em GS neste mesmo periodo.
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Figura 5. A. Microscopia de Sporothrix spp.; B. Macroscopia de Sporothrix spp.; C Pigmentacdo enegrecida de
Sporothrix spp., apds estocagem em salina a 4 °C, e Glicerol + Lactose e Glicerol + Sacarose ambos a -20 °C,

nos periodos de 6 e 9 meses; D e E. Contagem dos conidios utilizando a microscopia de fluorescéncia.

Tabela 1 — Média da contagem dos conidios antes e depois da estocagem de Sporothrix spp.

Condicges Periodos
Antes 3 meses 6 meses 9 meses
Salina 4°C 142,0 143,3 145,5 150,5
GL 20 °C 142,0 118,3 118,3 123,3
GS 142,0 118,3 123,3 130,5*
GL .80 °C 142,0 76,8 86,0 98,3
GS 142,0 75,8 78,0 101,0*

GL: glicerol 10% + lactose 10%; GS: glicerol 10% + sacarose 10%.

* Néo foi observada diferenca estatistica
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6.2 Atividade antifiingica dos compostos farnesol e terpinen-4-ol das cepas de Sporothrix

spp.

Farnesol e terpinen-4-ol inibiram todos os isolados de Sporothrix spp. testados

com diferentes valores de CIM. Os valores de CIM variando 0,015-1,0 uM para F-OH (média
geométrica de 0,09) e 0,57-9,27 mM para T-OH (média geométrica de 2,35) (Tabela 1). Os
valores de CFM variando 0,125-4,0 uM e 1,15-37,1 mM, respectivamente, para o F-OH e T-

OH. Farnesol foi o composto mais ativo in vitro para as todas as cepas testadas, incluindo

cepas de Sporothrix menos sensiveis a AMB (CIM =4 pg/mL) e ITC (CIM = 2 pug/ml) (dados

ndo mostrados). A CIM para as cepas controle acordados com as diretrizes do CLSI (CLSI,

2008). Os resultados sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de sensibilidade das cepas de Sporothrix spp. na fase filamentosa.

CIM CFM
Espécies (n) Origem (n) Drogas Valores (n) Me,dla_ Intervalo Mefjla. Intervalo
geometrlca geometrlca
S. brasiliensis :mzr:a(z(g)) T-OH 0,57 (1) 1,1 (4) 2,3 (14) 4,6 (6) 9,2 (1) 2,44 0,57-9,.27 23,58 1,15-37,1
(26) Ambiental (0) F-OH 0,01 (2) 0,03 (6) 0,06 (10) 0,12 (5) 0,25 (3) 0,06 0,015-0,25 0,76 0,125-4,0
S. schenckii 1‘:}?‘;2?((14)) T-OH 11231392 231 1,15-9,27 29,44 18,55-37,1
®) Ambientl (1) F-OH 0,03 (1)0,12 (2) 0,5 (1) 1,0 (2) 0,25 0,03-1,0 1,0 0,125-4,0
. Humana (3) T-OH 11(2)46(2)92 (1) 3,05 1,15 9,27 18,55 4,63-37,1
S. mexicana Animal (0)
©) Ambiental (2) F-OH 0,01 (1) 0,06 (1) 0,5 (2) 1,0 (1) 0,18 0,015-1,0 131 0,5-4,0
5. globosa Zl:]r:\;z;’-l(g) T-OH 0.57 (1) 1.1 (1) 2.3 (1) 1,15 0,57 - 2,31 18,55 9,27-37,1
@®) F-OH 0,03 (1) 0.06 (1) 0.25 (1) 0,07 0,03-0,25 1,25 1,0-2,0

Ambiental (0)

CIM: concentragdo inibitéria minima; CFM: concentracdo fungicida minima; MG: média geométrica. A CIM
das cepas controle Candida krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram: 1,0 pg/mL para AMB;
0,25 pg/mL para ITC; 37,0 mM para T-OH e 2,0 uM para F-OH.

6.3 Efeito dos compostos farnesol e terpinen-4-ol frentes as cepas de Sporothrix spp. para

verificar a permeabilidade da membrana celular

Apbs contato com doses inibitérias (CIM) e sub-inibitérias (CIM/2) de farnesol e

terpinen-4-ol, ndo foram observadas alteragdes significativas na permeabilidade da membrana

celular nas espécies de Sporothrix, capazes de provocar o extravasamento de macromoléculas

como acidos nucleicos e proteinas para o0 meio extracelular (Figura 6). O timerosal, utilizado

como controle positivo do teste, é capaz de provocar lise celular, por isso observou-se a
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presenca relevante de moléculas de acido nucleico e proteinas apds o contato deste sal com as
cepas de Sporothrix. Os antifungicos anfotericina e itraconazol também ndo sdo capazes de
causar dano na membrana fungica que possibilite o escape dessas moléculas, como foi

observado no teste.
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Figura 6: Sporothrix spp. cepas (n=16) foram incubadas em meio RPMI 1640, sem antimicrobianos como
controles de crescimento (C); com terpinen-4-ol (T-OH); farnesol (F-OH); anfotericina B (AMB) e o itraconazol
(ITC), em concentraces equivalentes CIM e CIM/2 para cada cepa, e timerosal (THS) na concentracdo de
0,2g/mL. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. A) Absorbancia de contetdos extracelulares a
260 nm e B) Absorbéncia de contetdos extracelulares a 280 nm.
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7 DISCUSSAO

As pesquisas em micologia sdo em grande parte dependente do isolamento e
manutencdo de culturas puras. Assim, muitos protocolos tém sido sugeridos para a
conservacdo de cepas fungicas, embora ndo sdo aplicaveis a todas as espécies (LIMA;
BORBA, 2001). A recente descricdo de novas espécies que constituem o complexo S.
schenckii desperta interesse em avaliar as cole¢es mantendo diferentes espécies de
Sporothrix. Além disso, ndo ha relatos do uso e efeito do método de criopreservagdo na
manutencdo da viabilidade de Sporothrix spp. Assim, 0 presente estudo avaliou a manutencéo
de 4 espécies de complexo S. schenckii (S. brasiliensis, S. schenckii; S. mexicana e S.

globosa), em diferentes condi¢Bes de armazenamento, incluindo a criopreservacao.

Nesta pesquisa, foi observado 100% de viabilidade de todas as cepas estocadas
em salina fisioldgica a 4 °C, de todas as espécies avaliadas e independente do tempo de
estocagem. Resultado similar foi relatado por Medonza et al. (2005) relataram 100% de
recuperacdo apoOs estocagem através do meétodo de Castellani e assim como observado no
presente estudo, todos isolados analisados mantiveram suas caracteristicas macro e
micromorfolégicas (MENDOZA et al., 2005). Borba et al. (1992), também observaram 100%
de viabilidade e caracteristicas morfolédgicas inalteradas e apds estocagem de cepas Sporothrix
spp. em agua destilada, e 85% de viabilidade em isolados mantidos em 6leo mineral
(BORBA; SILVA; OLIVEIRA, 1992).

De acordo com relatos da literatura, a manutencdo de cepas de Sporothrix spp.
pelo método de Castellani e 6leo mineral demonstraram resultados satisfatorios quanto a
viabilidade dos isolados. No entanto, apesar da simplicidade destes métodos, existem
desvantagens, tais como fazer a monitorizagéo frequente das colbnias de fungos para impedir
a desidratacdo, devido a evaporacdo do meio e a contaminacdo de culturas por acaros
mico6fagos, que sdo muito comuns em regiBes tropicais (BORMAN, et al., 2006). Além disso,
relatos de alteracGes da atividade bioquimica, perfil de sensibilidade e viruléncia de cepas de
Sporothrix spp. apos estocagem, ja foram relatados (BORBA; SILVA; OLIVEIRA, 1992;
LIMA; BORBA, 2001; LIMA; SCHAFFER; BORBA, 2003; LIMA, et al., 2004). Visando
evitar tais desvantagens, atualmente a criopreservacao € a técnica preferida por muitos bancos
de micro-organismos, por diminuir e/ou cessar a atividade metabdlica celular e assim permitir

que os isolados permanecam estaveis, mantendo suas caracteristicas genéticas, fisiologicas e
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morfolégicas por periodos de tempo prolongados, além de impedir a contaminacdo das
amostras (OZKAVUKCU; ERDEMLLI, 2002; HOMOLKA, 2013).

O processo de criopreservacdo pode lesar irreversivelmente as células fungicas,
algumas espécies revelam-se mais suscetiveis ao processo e ndo sobrevivem a
criopreservacao. Atualmente, diferentes agentes crioprotetores vém sendo utilizados com
objetivo de diminuir os danos causados a célula pelo processo de congelamento (HUBALEK,
2003). Na auséncia de relatos do uso da criopreservacdo de isolados de Sporothrix spp., 0
presente trabalho, propde uma metodologia baseada no uso do glicerol como um crioprotetor

penetrante, associado a crioprotetores ndo penetrantes, como lactose ou sacarose.

A criopreservacdo das espécies do complexo S. schenckii avaliadas resultou em
100% de recuperacdo mesmo no maior periodo de estocagem avaliado (9 meses), para as duas
temperaturas testadas (-20 e -80 °C), bem como, para as duas associagOes de crioproteres
avaliados (GL e GS). Tais resultados mostraram que Spotothrix spp. é capaz de manter-se
viavel ap0s o processo de congelamento. Ademais, é importante ressaltar, que como nos
processos ndo envolvem congelamento celular, as caracteristicas macro e micromorfolégicas
das cepas de Spotothrix spp. também foram mantidas, evidenciando que a criopreservacao é

um processo passivel de ser utilizado na manutencéo de culturas deste micro-organismo.

No tocante a contagem de conidios, o estoque em salina fisiologica a 4 °C e em
criopreservacao a -20 °C ndo demonstraram alterar a quantidade de conidios nas amostras.
Contudo, a criopreservacdo a -80 °C apesar de ndo afetar a viabilidade das amostras,
apresentou reducdo no numero de conidios presentes. Tal observacdo, pode estar associada a
destruicdo de conidios ocasionado pela baixa temperatura de estocagem. Desta forma, 0s
estoques em salina a 4 °C ou em crioprotetores a -20 °C mostraram-se mais eficazes na

manutencdo da integridade dos conidios de Sporothrix spp.

Apesar da introducdo de novos antifingicos nos ultimos anos, a resposta ao
tratamento, particularmente em doentes imunocomprometidos permanece insatisfatoria, uma
vez que a frequéncia de infec¢Bes fangicas tem aumentado rapidamente (PIERCE et al.,
2013). Além do arsenal limitado, o obstaculo para o sucesso terapéutico utilizando
antifangicos, estd relacionado principalmente aos efeitos adversos, baixo espectro da
atividade antifingica e surgimento de resisténcia intrinseca das espécies patogénicas para o
uso clinico de drogas (COWEN; STEINBACH, 2008). Muitos compostos isolados de extratos

de plantas e O6leos essenciais tém demonstrado atividade biologica in vivo e in vitro
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(MONDELLO et al., 2006; CORDEIRO et al., 2012b). Tais compostos sédo conhecidos pela
sua atividade antibacteriana (BRILHANTE et al., 2012c), antifingica (MARCOS-ARIAS et
al., 2011), anti-inflamatério (KHALIL et al.,, 2004), entre outros. Quimicamente, estes
compostos sdo a maioria dos terpenos, tais como farnesol e terpinen-4-ol (PINTO et al.,
2013).

Brilhante et al. (2013) investigaram a atividade antifingica in vitro de farnesol
contra cepas de Coccidioides posadasii, com CIM variando, 0078-0,0616 pM, s&o baixos em
comparagdo com os valores de CIM encontrados neste estudo (0,015-1,0 uM). No entanto, o
trabalho descrito previamente por Derengowski et al. (2009) para o fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis com média do CIM de 25 uM, enquanto que para as espécies

Sporothrix a média foi de 0,18 pM.

Outras espécies fungicas como Cryptococcus neoformans e C. gattii os valores de
CIM variaram de 0,29-75 UM para ambas as espécies (CORDEIRO et al., 2012a). Cordeiro et
al. (2012b) também mostraram atividade de farnesol contra vérias espécies de Candida com
valores de CIM variando de 9,37-150 uM, bem acima dos valores encontrados neste estudo.
Em outro estudo, Brilhante et al. (2012c) observaram atividade in vitro do farnesol contra
Burkholderia pseudomallei, mostrando CIM entre 75 a 150 uM para todas as cepas testadas.
No presente trabalho, farnesol mostrou alta atividade contra todas as espécies de Sporothrix

testadas. No entanto, in vivo o potencial antifangico é desconhecido.

Os dados aqui apresentados também mostraram que terpinen-4-ol, péde inibir o
crescimento in vitro de cepas do complexo Sporothrix schenkii. Marcos-Arias et al. (2011)
analisaram in vitro efeitos antifingicos de derivados terpénicos contra isolados de Candida e
terpinen-4-ol foi um dos compostos mais ativos contra C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata
e C. guillermondii. A inibicdo da formacdo de biofilme de C. albicans foi avaliada por
terpinen-4-ol, em concentracGes de 0,5 e 1XCIMsg. Terpinen-4-ol foi capaz de inibir de forma
eficaz o crescimento do biofilme (RAMAGE et al., 2002). Em outro trabalho, os efeitos de
terpinen-4-ol sob a suscetivel crescimento in vitro de fluconazol linhagens de C. albicans
sensiveis e resistentes foram igualmente examinados e mostrou valores de CIM variando
32,4-129,8 mM (NINOMIYA et al., 2012). Os resultados do nosso estudo mostrando maior
sensibilidade das espécies Sporothrix para terpinen-4-ol, com valores de CIM de 0,57-9,27
mM. Alguns dados de ensaios in vivo sobre a acdo de terpinen-4-ol foram disponiveis, no

entanto, provas de atividade anti-inflamatoria provavel de terpinen-4-ol foi demonstrado, com
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a capacidade de efeito inibitorio sobre a pele humana induzida por inflamagdo (KHALIL et
al., 2004).

O mecanismo de agdo de compostos de plantas ndo sdo bem conhecidos
(DERENGOWSKI et al, 2009), no entanto, a presenca de terpenos pode indicar as interagdes
de toxicidade com os constituintes da membrana (HAMMER; CARSON; RILEY, 2004) e
inibicdo da sintese de ergosterol (BRILHANTE et al., 2013). A ODy e OD,go de filtrados
tratados com farnesol e terpinen-4-ol quando comparadas com suspensdes de controle néo

mostram diferencas significativas.

A falha de terpenos a lise de células de Sporothrix sugere que 0 seu mecanismo
principal de acdo ndo € de danos na membrana celular bruto e irreversivel, ndo induzir a perda
de 260 e 280 nm, o material de absor¢do, tais como acidos nucléicos e proteinas (JABRA-
RIZK et al., 2006; BRILHANTE et al, 2013). Estudos com C. albicans utilizando coloracéo
de azul de metileno mostraram que as células tratadas com terpinen-4-ol ndo foram capazes
de fazer com que a fluidez da membrana aumentasse (HAMMER; CARSON; RILEY, 2004).

Em resumo, os resultados deste trabalno mostraram que as espécies, S.
brasiliensis, S. schenckii; S. mexicana e S. globosa, pertencentes ao complexo S. schenckii
apresentaram elevada taxa de recuperacdo apOs estocagem sob as condi¢des avaliadas,
abrindo perspectivas para o uso de métodos de criopreservacao na manutencao de isolados de
Sporothrix spp. Novos estudos poderdo demonstrar se este método é capaz de manter estaveis
caracteristicas genéticas, fisiologicas e de viruléncia, inerentes a cada cepa. Ademais, 0S
compostos terpénicos farnesol e terpinen-4-ol tiveram efeito antifungico in vitro contra
Sporothrix spp. Assim, testes in vivo e novos estudos sdo necessarios para confirmar a
atividade de derivados terpénicos e uma melhor compreensdo dos mecanismos de agéo

envolvidos.
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8 CONCLUSOES

1. Os estoques do Sporothrix spp. em solucdo salina (NaCl a 0,9%) a 4 °C, glicerol 10%
acrescido de lactose 10% e glicerol 10% acrescido de sacarose 10% mantidas nas

temperaturas de -20 °C e -80 °C permitiram 100% de recuperacao de cepas em até 9 meses.

2. As estratégias de preservacdo em geral, mativeram o minimo de conidios, excetuando-se

glicerol 10% acrescido de sacarose 10% nas temperaturas de -20 °C e -80 °C.

3. Os derivados terpénicos farnesol e terpinen-4-ol apresentaram atividade antiflngica in vitro
frente as cepas de Sporothrix spp. com CIMs variando 0,015 a 1,0 uM e 0,57 a 9,27 mM

respectivamente.

4. As atividades antiflngicas in vitro dos compostos farnesol e terpinen-4-ol ndo foram

associadas a formacéo de poros na membrana das cepas de Sporothrix spp.
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Apéndice 1. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima

(CFM) de farnesol frente as cepas de Sporothrix spp.

FARNESOL
NUMERO CEMM  ESPECIE Isgllill\z/ll\lgl\?fo CIM CFM
(HM) (HM)
CEMM 05-3-048 S. schenckii Gato 1 >4
CEMM 05-3-049  S. brasiliensis Gato 0,0625 0,5
CEMM 05-3-050 S. brasiliensis Gato 0,0625 0,5
CEMM 05-3-051  S. brasiliensis Gato 0,125 0,5
CEMM 05-3-052  S. brasiliensis Céo 0,125 2
CEMM 05-3-053 S. brasiliensis Gato 0,125 1
CEMM 05-3-055  S. brasiliensis Gato 0,0625 0,125
CEMM 05-3-056  S. brasiliensis Gato 0,015625 0,125
CEMM 05-3-057  S. brasiliensis Gato 0,03125 0,25
CEMM 05-3-058 S. brasiliensis Gato 0,25 2
CEMM 05-3-059  S. brasiliensis Gato 0,125 2
CEMM 05-3-061 S. brasiliensis Gato 0,0625 0,5
CEMM 05-3-062  S. brasiliensis Gato 0,0625 1
CEMM 05-3-068 S. brasiliensis Gato 0,25 4
CEMM 05-3-069 S. brasiliensis Gato 0,0625 4
CEMM 05-3-070  S. brasiliensis Gato 0,015625 2
CEMM 05-3-071  S. brasiliensis Gato 0,125 1
CEMM 05-3-074  S. brasiliensis Gato 0,03125 1
CEMM 05-3-075 S. brasiliensis Gato 0,0625 4
CEMM 05-3-076  S. brasiliensis Gato 0,03125 0,5
CEMM 05-3-079  S. brasiliensis Gato 0,0625 0,125
CEMM 05-3-082  S. brasiliensis Humano 0,03125 1
CEMM 05-3-084  S. brasiliensis Humano 0,03125 1
CEMM 05-3-090 S. schenckii Humano 0,125 0,125
CEMM 05-3-091  S. brasiliensis Humano 0,0625 1
CEMM 05-3-092 S. schenckii Humano 1 1
CEMM 05-3-093  S. brasiliensis Humano 0,03125 >4
CEMM 05-3-094  S. brasiliensis Humano 0,0625 0,125
CEMM 05-3-095 S. schenckii Humano 0,03125 0,5
CEMM 05-3-096  S. brasiliensis Humano 0,25 0,125
CEMM 05-3-097 S. schenckii Humano 0,5 1
CEMM 05-3-100 S. mexicana Vegetal 1 2
CEMM 05-4-001 S. mexicana Solo 0,5 >4
CEMM 05-4-002 S. schenckii Solo 0,125 4
CEMM 05-4-004 S. globosa Humano 0,03125 2
CEMM 05-4-005 S. globosa Humano 0,0625 1
CEMM 05-4-006 S. globosa Humano 0,25 1
CEMM 05-4-007 S. mexicana Humano 0,0625 0,5
CEMM 05-4-008 S. mexicana Humano 0,015625 1
CEMM 05-4-009 S. mexicana Humano 0,5 1
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Apéndice 2. Concentragdo Inibitoéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima

(CFM) de terpinen-4-ol frente as cepas de Sporothrix spp.

TERPINEN-4-OL

. : ORIGEM DE

NUMERO CEMM ESPECIE ISOLAMENTO ((r:nll\l\zl) (cr;npl\%
CEMM 05-3-048 S. schenckii Gato 2,3187 >37,1
CEMM 05-3-049  S. brasiliensis Gato 4,6375 37,1
CEMM 05-3-050  S. brasiliensis Gato 2,3187 37,1
CEMM 05-3-051  S. brasiliensis Gato 2,3187 37,1
CEMM 05-3-052  S. brasiliensis Céo 4,6375 >37,1
CEMM 05-3-053  S. brasiliensis Gato 4,6375 37,1
CEMM 05-3-055  S. brasiliensis Gato 9,275 >37,1
CEMM 05-3-056  S. brasiliensis Gato 1,159375 18,55
CEMM 05-3-057  S. brasiliensis Gato 2,31875 18,55
CEMM 05-3-058  S. brasiliensis Gato 4,6375 37,1
CEMM 05-3-059  S. brasiliensis Gato 4,6375 37,1
CEMM 05-3-061  S. brasiliensis Gato 2,31875 37,1
CEMM 05-3-062  S. brasiliensis Gato 4,6375 37,1
CEMM 05-3-064  S. brasiliensis Céo 2,31875 18,55
CEMM 05-3-068 S. brasiliensis Gato 2,31875 18,55
CEMM 05-3-069  S. brasiliensis Gato 1,159375 37,1
CEMM 05-3-070  S. brasiliensis Gato 2,31875 18,55
CEMM 05-3-074  S. brasiliensis Gato 2,31875 18,55
CEMM 05-3-075  S. brasiliensis Gato 2,31875 >37,1
CEMM 05-3-076  S. brasiliensis Gato 2,31875 18,55
CEMM 05-3-079  S. brasiliensis Gato 2,31875 37,1
CEMM 05-3-082  S. brasiliensis Humano 2,31875 18,55
CEMM 05-3-084  S. brasiliensis Humano 2,31875 >37,1
CEMM 05-3-090 S. schenckii Humano 1,159375 18,55
CEMM 05-3-091  S. brasiliensis Humano 1,159375 37,1
CEMM 05-3-092 S. schenckii Humano 9,275 37,1
CEMM 05-3-093  S. brasiliensis Humano 1,159375 9,275
CEMM 05-3-094  S. brasiliensis Humano 2,31875 9,275
CEMM 05-3-095 S. schenckii Humano 2,31875 18,55
CEMM 05-3-096  S. brasiliensis Humano 0,57969 1,159375
CEMM 05-3-097 S. schenckii Humano 2,31875 37,1
CEMM 05-3-100 S. mexicana Vegetal 9,275 >37,1
CEMM 05-4-001 S. mexicana Solo 4,6375 37,1
CEMM 05-4-002 S. schenckii Solo 1,159375 >37,1
CEMM 05-4-004 S. globosa Humano 2,31875 >37,1
CEMM 05-4-005 S. globosa Humano 0,57969 18,55
CEMM 05-4-006 S. globosa Humano 1,159375 9,275
CEMM 05-4-007 S. mexicana Humano 1,159375 4,6375
CEMM 05-4-008 S. mexicana Humano 1,159375 9,275
CEMM 05-4-009 S. mexicana Humano 4,6375 37,1




PUBLICACOES

61



