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RESUMO

A esporotricose € uma doenca subcutanea causada por fungos dimorficos pertencentes ao
complexo Sporothrix schenckii, na qual sdo usadas drogas antifungicas, como iodeto de
potéssio, anfotericina B, itraconazol e terbinafina. A toxicidade e o surgimento de cepas com
baixa sensibilidade a essas drogas tém estimulado a expansdo do arsenal terapéutico da
esporotricose. Nesse contexto, as estatinas sao drogas que atuam como redutoras de colesterol
possuindo potencial atividade antimicrobiana. Diante do alto custo no desenvolvimento de
novas drogas, o reposicionamento de farmacos tem sido uma alternativa, sendo uma estratégia
aplicavel a expansdo do arsenal terapéutico da esporotricose. Diante disso, foi avaliada a
atividade antifingica de sinvastatina, atorvastatina e pravastatina sobre as formas plancténicas
e biofilmes de espécies do complexo Sporothrix schenckii. Aliado a analise supracitada, foram
avaliadas a interacdo da pravastatina com anfotericina B, itraconazol e terbinafina. Para tanto,
foram utilizadas 18 cepas de Sporothrix spp. (08 S. brasiliensis, 04 S. globosa, 02 S. mexicana
e 04 S. schenckii stricto sensu) neste estudo. A sensibilidade plancténica das formas
filamentosas e leveruriformes de Sporothrix spp. foi avaliada por métodos de microdiluicdo em
caldo segundo os documentos M38-A2 e M27-A3, respectivamente. Os biofilmes formados das
formas filamentosas desses fungos foram expostos a sinvastatina, atorvastatina, pravastatina e
a atividade metabolica deles mensurada por ensaio colorimétrico de reducdo de XTT. Assim,
as concentracdes inibitorias minimas (CIMs) das estatinas variaram de 8 a 512 ug/mL para a
forma filamentosa e de 8 a 256 ug/mL para a forma leveduriforme. As CIMs capazes de inibir
50% e 90% (CIMBso e CIMBago) do crescimento dos biofilmes expostos as estatinas foram de
128 < CIMBsp> 2048 ug/mL e 512 < CIMBgo> 2048 pg/mL de sinvastatina, respectivamente;
de 128 < CIMBso> 512 pug/mL e CIMBgo > 2048 pug/mL de atorvastatina, respectivamente; e
CIMBsp > 2048 pg/mL e CIMBgo > 2048 pg/mL de pravastatina. Além disso, a pravastatina
apresentou interacdes indiferentes com anfotericina B, itraconazol e terbinafina. Por fim,
sinvastatina, atorvastatina e pravastatina apresentaram atividade antifungica sobre células
plancténicas de Sporothrix spp. nas formas filamentosas e leveduriformes. Ademais,
sinvastatina e atorvastatina inibiram biofilmes da forma filamentosa de Sporothrix spp. Estes
resultados destacam o potencial antifingico das estatinas, em destaque, sinvastatina e

atorvastatina.

Palavras-chave: Sporothrix spp. Estatinas. Antifungicos. Biofilme.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous disease caused by dimorphic fungi belonging to the Sporothrix
schenckii species complex, which antifungal drugs such as amphotericin B, itraconazole and
terbinafine are used for treatment, however the toxicity and emergence of strains with low
susceptibility to these drugs have stimulated the expansion of the sporotrichosis therapeutic
arsenal. In this context, the statins are cholesterol-lowering drugs that have potential
antimicrobial activity. Regardin the high cost of developing drugs, their repositioning has been
an alternative and it is a strategy applicable to the expansion of the sporotrichosis therapeutic
arsenal. Therefore, the antifungal activity of simvastatin, atorvastatin and pravastatin on
planktonic cells and biofilms of Sporothrix schenckii species complex was evaluated. In
addition, the interaction of pravastatin with amphotericin B, itraconazole and terbinafine was
also evaluated. Eighteen strains of Sporothrix spp. (08 S. brasiliensis, 04 S. globosa, 02 S.
mexicana and 04 S. schenckii stricto sensu) were used in this study. Therefore, the planktonic
susceptibility of the filamentous and leveruriform forms of Sporothrix spp. was evaluated by
broth microdilution method. The biofilms formed from the filamentous forms of these fungi
were exposed to statins and their metabolic activity measured by XTT reduction colorimetric
assay. Thus, the minimum inhibitory concentrations (MICs) of statins ranged from 8 to 512
pg.ml? for filamentous forms and from 8 to 256 pg.ml™ for yeast forms, respectively. MICs
capable of inhibiting 50% and 90% (BCIMso and BMICg) of statin-exposed biofilm growth
were 128 < BCIMsp > 2048 pg.ml™ and 512 < BMICg > 2048 pg.ml?, respectively; 128 <
BCIMso> 512 pg.ml™ and BMICgo > 2048 pg.ml™ for atorvastatin, respectively; and BCIMso >
2048 pg.ml? and BMICg > 2048 pg.ml? for pravastatin. In addition, pravastatin showed
indifferent interactions with amphotericin B, itraconazole or terbinafine. Finally, simvastatin,
atorvastatin and pravastatin showed antifungal activity on planktonic cells of Sporothrix spp. in
filamentous and yeast forms. In addition, simvastatin and atorvastatin inhibited biofilms of the
filamentous form of Sporothrix spp.. These results highlight the antifungal and antibiofilm

potential of statins, in particular simvastatin and atorvastatin.

Keywords: Sporothrix spp. Statin. Antifungals. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma infeccdo subcutdnea causada por fungos dimdrficos
pertencentes ao complexo de espécies Sporothrix schenckii (LOPES-BEZERRA; MORA-
MONTES; BONIFAZ, 2017). Considerada uma doenca cosmopolita, ela ocorre geralmente em
regides de clima tropical e subtropical, sendo endémica nas Américas, com alta ocorréncia no
Brasil (CHAKRABARTI et al., 2015).

Esta doenca é causada pela inoculagdo traumatica no tecido subcutaneo de conidios
oriundos do solo, das plantas ou de materiais organicos contaminados por fungos do complexo
de espécies Sporothrix schenckii (SASAKI et al.,2014; BONIFAZ et al., 2016).

Sporothrix schenckii € um fungo que possui dimorfismo térmico, assumindo a
forma filamentosa em temperaturas de 25 a 28 °C no seu estagio saprofitico, responsavel pela
infeccdo; e em cultivos com temperaturas em torno de 35 a 39 °C assumindo a forma de levedura
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Esta transi¢do ocorre pela indugédo da temperatura e
tem grande importéncia para a adaptacdo morfoldgica do fungo, a qual contribui para a infecgédo
em mamiferos (OROFINO-COSTA et al.,2017).

Para se estabelecer no organismo hospedeiro os fungos apresentam diversos fatores
de viruléncia, dentre eles a capacidade de formacdo de biofilme, a qual proporciona defesa
contra a acao de agentes antifungicos e a resposta imune (BRILHANTE et al., 2018a, 2018b).
A formacédo de biofilmes in vitro em estudo recente foi descrita para forma filamentosa e
leveduriforme de Sporothrix spp., tendo sido obtida uma conformacgéo bem estruturada, a qual
apresentou tolerancia a acdo das drogas antifungicas (BRILHANTE et al., 2018a).

Dentre os farmacos descritos para o tratamento da esporotricose, iodeto de potassio,
itraconazol, terbinafina e anfotericina B sdo os mais utilizados na rotina clinica (MAHAJAN,
2014). Entretanto, devido a toxicidade e ao surgimento de cepas com baixa sensibilidade a essas
drogas (PAIXAO et al., 2015; GOMPERTZ et al., 2016; ALMEIDA-PAES et al., 2017a;
VETTORATO etal., 2017), tem-se investigado o reposicionamento de farmacos com potencial
antifangico (BORBA-SANTOS et al., 2017), tais como as estatinas.

As estatinas sdo drogas que atuam como redutoras de colesterol, atraves de inibicao
competitiva da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase),
responsavel pela conversdo de HMG-CoA em éacido mevaldnico, importante precursor na
sintese de esterdis (BRAULT et al., 2014). Essas drogas apresentam potencial antiparasitario
(DINESH et al., 2015) e antibacteriano (KO et al., 2018), além de atividade antifangica in vitro
frente a fungos filamentosos (NYILASI et al., 2013) e leveduras (ZHOU et al., 2018),
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associados ou ndo a antifungicos classicos (BRILHANTE et al., 2015). Entretanto, ainda ndo
se conhece a acdo dessas drogas sobre fungos dimorficos, como 0s pertencentes ao complexo
de espécies S. schenckii.

Diante do exposto, devido ao potencial antifungico das estatinas e a necessidade de
reposicionamento de drogas que integrem no arsenal terapéutico da esporotricose, foi
investigada a sensibilidade de células planctonicas e de biofilmes do complexo de espécies S.
schenckii frente as estatinas, bem como avaliamos a interacdo dessas drogas com 0s

antifngicos de uso clinico no tratamento da esporotricose.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da esporotricose

Os primeiros possiveis casos de esporotricose foram relatados por Linck em 1809
e por Lutz em 1889, contudo esses pesquisadores ndo obtiveram sucesso no isolamento do
fungo (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011), somente no ano de 1898, que o0 entdoestudante
de medicina, Benjamin Robinson Schenck no Johns Hopkins Hospital em Baltimore
— EUA isolou pela primeira vez o fungo Sporothrix schenckii, de um paciente de 36 anos de
idade, que apds sofrer um ferimento no dedo indicador apresentou ulceracdo no local do
ferimento e no brago. O isolado foi encaminhado para ser estudado pelo patologista e
micologista Erwin Smith, que identificou o fungo como pertencente ao género Sporotrichum
(ARAM, 1986).

O segundo caso, relatado em 1900, se tratava de um menino que sofreu uma lesao
no dedo com um martelo, sendo as lesbes semelhantes as descritas por Benjamin Schenck.
Nesse caso a lesdo regrediu espontaneamente, e pela primeira vez foi utilizada a classificacao
atual do agente etiolégico, Sporothrix schenckii, entdo denominado o agente da esporotricose
(HEKTOEN; PERKINS, 1900).

O fungo foi incluido no género Sporotrichum equivocadamente e permaneceu até
1962, quando a partir da observacdo de diferencas morfologicas, Carmichael verificou que
ndo existia semelhanca entre as conidiacdes de membros do género Sporotrichum em relacdo
aos isolados de casos de esporotricose (BARROS et al.,2011; TELLEZ etal., 2014).

Em 1988 surtos foram registrados em varios estados norte-americanos, onde casos
comecaram a aparecer em agentes de reflorestamento em Nova lorque e lllinois, e
posteriormente em 15 diferentes estados, acometendo trabalhadores que estiveram em contato
com esfagno, um musgo bastante utilizado no cultivo de orquideas e bonsais (DIXON et al.,
1991; DOOLEY et al., 1997). Na Europa, 0 maior surto relatado ocorreu no inicio do século
XX, no qual muitas pessoas tiveram esporotricose na Franca. Porém, houve um decréscimo
no namero de casos nas décadas seguintes, tornando a Europa um continente ndo comumente
afetado (CHAKRABARTI et al., 2015).

No Brasil, Lutz e Splendore (1907) relataram o primeiro caso de esporotricose em
1907, ao observar um caso de infeccao natural em um animal e descrever a fase parasitaria do
patdgeno. J& em 1908, no Brasil, Splendore também descreveu a deteccdo de uma estrutura

denominada corpos asterdides, a qual possuia forma estrelada, com um esporo central cercado
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por uma massa de material eosinéfilico em torno de levedura de Sporothrix spp., se tornando
este um achado caracteristico em exames histopatoldgicos de pacientes com esporotricose
(ARAM, 1986; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). A sensibilidade de gatos para a
infeccdo por Sporothrix spp. ja havia sido demonstrada, porém a esporotricose felina adquirida
naturalmente so foi relatada na década de 1950 (FREITAS; MIGLIANO; ZANI NETO, 1956).

Alguns anos apds o relato de Lutz e Splendore, Terra e Rabelo descreveram, em
1992, o primeiro caso de esporotricose no Rio de Janeiro no Brasil, desde entdo, ao longo dos
anos, tém sido descritos diversos casos no pais (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). No
Brasil o cuidado em relacdo a esporotricose tem aumentado devido ao crescente numero de
casos que séo relatados principalmente em S&o Paulo, no Rio Grande do Sul, com 646 casos
humanos acumulados entre os anos 1957 e 2002, no qual ocorre a predominancia da
transmissdo classica da doenca pelo solo ou matéria organica (LOPES et al., 1999; DA ROSA
et al., 2005; SILVA et al., 2012), mas com atencdo em relagdo ao casos no Rio de Janeiro,
devido a epidemia por transmissdo zoonotica, na qual foi registrada aproximadamente 2.000
casos em humanos e 3.200 em felinos até dezembro de 2009 (BARROS et al., 2010;PEREIRA
etal., 2014).

2.2 Epidemiologia da esporotricose

A esporotricose € uma doenca de distribuicdo mundial, sendo predominante em
areas que possuem o clima quente e temperado, no qual acomete homens e animais (Figura 1)
(CHAKRABARTI et al., 2015). O perfil epidemiologico da esporotricose é caracterizado
principalmente por homens que trabalham com o manejo da terra. Outro grupo de risco €
composto por criancas, idosos e mulheres que geralmente tém contato com gatos (OROFINO-
COSTA etal.,2017; ALMEIDA-PAES et al., 2014). Essa doenca é endémica no Sul da Africa,
na india, no Japdo, nos Estados Unidos da América (EUA) e em varios paises latino-
americanos, como: Peru, Brasil, México, Colémbia, Uruguai, Costa Rica e Guatemala (Figura
1) (LOPEZ-ROMERO et al., 2011).
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Figura 1 — Prevaléncia de esporotricose no mundo
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Fonte: Adaptado de Chakrabarti et al., 2015.

Existe relato de diversos surtos de esporotricose pelo mundo ocasionados pela
transmissdo ambiental de Sporothrix spp., sendo esta associada a forma classica de adquirir a
doenca, através da manipulagéo do solo e atividades relacionadas a jardinagem, agricultura ou
mesmo a outras atividades que envolvam contato com ambientes contaminados, como 0s surtos
que ocorreram nos anos 80, localizado no Vale do Mississippi, EUA, quando funcionarios que
trabalhavam no reflorestamento foram infectados através do contato com pinheiros (HELM;
BERMAN, 1947; OROFINO-COSTA et al., 2017).

Nos anos 40, ocorreram grandes epidemias de esporotricose, como a da Africa do
Sul, quando trés mil mineiros foram infectados pelo contato com as estacas de madeira
contaminadas que faziam a sustentacdo das minas. No inicio dos anos 90, também ocorreram
epidemias, nas quais pessoas foram infectadas pelo contato com o feno armazenado em uma
casa abandonada (HELM; BERMAN, 1947; OROFINO et al., 2017).

Na Europa os casos de esporotricose sdo atualmente escassos, tendo sido descritos
2 casos na Espanha, 58 casos na Italia e 55 casos autdctones em outros paises do continente, no
periodo de 1963 a 1993 (VENTIN et al., 1987; BARILE et al., 1993). Na China, entre 0s anos
de 2007 a 2016 houve um aumento no numero de casos de esporotricose, sendo relatados 467
casos humanos (SONG et al., 2013; FAN et al., 2016).

Na América do Sul, 30 casos de esporotricose foram registrados na VVenezuela entre

0s anos 1973 e 2013; no Peru, a doenga é hiperendémica com uma incidéncia anual média de
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98 casos por 100.000 habitantes; e ainda ha relatos de casos no Chile, na Colémbia, no México,
e principalmente, no Brasil (ZHANG et al., 2015; OYARCE et al., 2016).

No Brasil, as ocorréncias de esporotricose envolvendo a transmissao classica pelo
solo ou por matéria organica sao relatados nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul, porém,
o perfil epidemioldgico da doenga tem se modificado ao longo dos anos, com o aumentodas
ocorréncias de casos que envolvem a transmissdo zoon6tica, envolvendo principalmente ogato.
A regido Sul e Sudeste do Brasil possui 0 maior nimero absoluto de casos. Nas ultimas duas
décadas, entre os anos de 1998 a 2016, o Brasil sofreu um surto de esporotricose transmitida
por gatos no Rio de Janeiro, com foco na regido metropolitana, no qual 4.669 casosforam
relatados (Figura 2) (GREMIAO et al., 2017). Estudos demonstraram que no Brasil todasas
espécies pertencentes ao complexo S. schenckii consideradas patogénicas ja foram isoladas,
contudo é predominante casos de esporotricose pela espécie S. brasiliensis (RODRIGUES et
al., 2013; CASTRO et al., 2016; OROFINO-COSTA et al., 2017).
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Figura 2 — Casos de esporotricose felina e humana por transmissdo zoon6tica no mundo de
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Gltimas duas décadas, o Brasil sofreu um surto duradouro de esporotricose transmitida por gatos no Rio de Janeiro,
com 4.669 casos relatados. Fonte: GREMIAO et al., 2017

No nordeste brasileiro, sdo raros 0s casos de esporotricose reportados, com isso a

descricdo da doenca é rara, com o relato de um caso de esporotricose cutanea em um felino na

cidade de Itaporanga, no estado da Paraiba (NUNES et al., 2013), e dois casos de esporotricose
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cutanea humana transmitidas por cées no estado do Rio Grande do Norte (RAMOS et al., 2017).
Em Pernambuco houve um caso de esporotricose felina, na cidade de Bezerros (ARAUJO; DE
SANTANA LEAL, 2016); na cidade de Rio Largo no estado de Alagoas houve um caso de
esporotricose felina com transmissdo para um humano (MARQUES-MELO et al., 2014); e um
caso de esporotricose felina, na cidade de Bezerros, além de um surto de esporotricose felina na
regido metropolitana de Recife (MARQUES-MELDO et al., 2014). Recentemente, a Paraiba tem
registrado um numero crescente de casos da doenga, na cidade de Jodo Pessoa, onde a principal
forma de transmissdo foi a zoondtica (JORNAL DA PARAIBA, 2017).

Estabelecer um percentual de casos de esporotricose no Brasil € dificil, pois até
meados de 2013 ela ndo era uma doenca de notificacdo compulsoria pelos 6rgdos de satde
publica nacionais, se tornando apenas no estado do Rio de Janeiro. Porém, com os avan¢os do
campo microbiologico e a utilizacdo de novas ferramentas moleculares foi possivel um
aprimoramento dos estudos epidemiologicos, possibilitando a identificacdo de espécies de
Sporothrix difundidas em 14 estados, demonstrando que essa € uma doenca que esta se
disseminado pelo territorio brasileiro (OROFINO-COSTA et al., 2017).

A transmissdo zoondtica de Sporothrix spp. € causada por mordidas ou arranhfes
de animais, sendo mais comumente relatada a gatos, cées e tatus. Os gatos desenvolvem Ulceras
cutaneas disseminadas, com infeccdo muitas vezes fatal. As condicdes fisiologicas na saliva dos
animais, associadas a temperatura corporal felina (intervalo normal 37-39 °C) podem ser um
fator de estimulo para a transicdo micélio-levedura em Sporothrix spp. A saliva do gato temum
pH que varia entre 7,5 e 8,0, intervalo ideal para a conversdo micélio-levedura segundo estudos
in vitro (CRUZ, 2013; ZHANG et al., 2015).

A transmissdo zoonotica da esporotricose foi descrita esporadicamente, envolvendo
acidentes com serpentes e aves, mas também relacionadas as moscas, mosquitos, ratos, equinos
e esquilos. Epidemias foram relatadas no Uruguai e, mais recentemente, no Brasil e na
Argentina, relacionada a caca de tatu, dada a estreita relacdo do tatu com o solo (OROFINO-
COSTA et al., 2017).

Os gatos possuem uma particularidade que os tornam mais susceptiveis a infeccao
fangica adotando posicdo fundamental na epidemiologia dessa doenca. Este fato se deve ao
comportamento dos felinos em afiar suas unhas em cascas de arvores e manipular o solo
enterrando suas fezes, possibilitando assim o fungo ficar abrigado na regido ungueal. Como
fator agravante, os gatos infectados ainda apresentam uma carga exuberante desses micro-
organismos na lesdo e nas secregdes de feridas ulceradas, potencializando dessa forma a

transmissdo tanto entre gatos, como destes para outras espécies, como 0 homem (MARQUES-
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MELO et al., 2014). Diversos outros fatores vém a contribuir para a transmissao através desses
animais, como por exemplo, a combinacdo entre diagnostico e tratamento tardio dos gatos
infectados, fatores socioecondémicos como o0 abandono de animais doentes, 0 manejo
inadequado da carcaca de animais mortos, a ineficacia de politicas publicas para a contengéo
da epidemia. Todos esses fatores fizeram com que a transmissdo zoonotica alcancgasse
proporc¢des epidémicas, virando um problema de saude publica j& que, 0 aumento no nimero
de casos em felinos é geralmente seguido pelo aumento no nimero de casos em humanos
(RODRIGUES et al., 2013, 2014b).

Em humanos, a maioria dos casos clinicos acomentem homens jovens e saudaveis,
cuja ocupacéo e atividades de lazer envolvem locais onde o fungo esteja presente. Em sua
maioria séo agricultores, jardineiros, paisagistas e laboratoristas, pois estdo em contato com
materiais contaminados e que em suas principais atividades diarias frequentemente correm o
risco de se ferir nas maos, bracos, pernas, pés e rosto, que sao os lugares de facil exposicéo. Ja
em criangas, o contato com o fungo geralmente se da atraves da picada de insetos, mordidas,
quedas e abrasdes (CARRARA-BRAVO; OLVERA-MACIAS, 2013; BONIFAZ et al., 2016).

Entretanto, na ltima década o perfil dessa doenca tem sofrido mudancas, havendo
um grande aumento no numero de transmissdes por via alternativa, como no caso de
transmissdes zoondticas causadas por felinos, acometendo principalmente mulheres e criancas,
por possuirem contato direto com animais domésticos (CARRADA-BRAVO; OLVERA-
MACIAS, 2013; CRUZ, 2013; RODRIGUES et al., 2014a).

Vérios casos de esporotricose foram descritos entre profissionais da area
laboratorial que manipularam animais infectados ou trabalham com culturas de Sporothrix spp.
De um modo geral, ocorre inoculagdo cutanea, mas ja foi descrito o envolvimento de infecgédo
ocular. Outros profissionais que estdo mais expostos sdo 0os médicos veterinarios por estarem
em contato direto com animais infectados, podendo sofrer mordeduras ou arranhaduras
(CARRARA-BRAVO; OLVERA-MACIAS, 2013).

2.3 Taxonomia

Por décadas, -classificaram taxonomicamente 0s agentes etioldgicos da
esporotricose como sendo uma Unica espécie, denominada Sporothrix schenckii (OROFINO-
COSTA et al., 2017). Apds revisdo taxondmica realizada por Guarroet al. (1999), Sporothrix
schenckii foi classificado como pertencente a divisdo Ascomycota, classe Sordariomycetes,

ordem Ophiostomatales, familia Ophiostomataceae e género Sporothrix (LACAZ et al., 1998;
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GUARRO et al., 1999). Entretanto, com a utilizacdo de novas técnicas moleculares, pode-se
demonstrar que Sporothrix schenckii consiste de um conjunto de espécies filogeneticamente
relacionadas, sendo possivel evidenciar a heterogeneidade morfoldgica e genética desse fungo
a partir de amostras clinicas ao longo dos anos de estudos (Figura 2) (ISHIZAKI et al., 2004;
CARRADA-BRAVO; OLVERA-MACIAS, 2013; OROFINO-COSTA et al., 2017).

O primeiro estudo que indicou que S. schenckii se tratava de um complexo de
espécies distintas foi baseado na analise filogenética, no qual se empregava uma combinacao
de sequéncias de DNA de trés loci (calmodulina, quitina sintase e B-tubulina), dado esse obtido
através do estudo de sessenta cepas de S. schenckii. Com base nesse estudo, foi demonstrado
que a partir da analise sequencial do locus calmodulina seria possivel identificar as espécies que
fazem parte do complexo Sporothrix schenckii (MARIMON et al, 2007; CRUZ, 2013). Através
de estudos baseados em analises do gene da calmodulina e regido ITS (Internal Transcribed
Spacer) do cromossomo fungico, foi possivel estabelecer diferencas entre as espécies do
complexo S. schenckii (Figura 3). Foi demonstrado atraves da analise do perfil eletroforético do
cariotipo de cepas de S. brasiliensis que existe uma menor variabilidade genética quando
comparada com as cepas de outras espécies do complexo. A partir destes estudos pode-se
observar que o polimorfismo cromossémico pode estar intimamente ligado as diferencas
encontradas entre as espécies do complexo S. schenckii (SASAKI et al, 2014; OROFINO-
COSTA et al.; 2017).

Atualmente, o género Sporothrix compreende 51 taxons, divididos em um clado
clinico (principalmente patégenos humanos), incluindo S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa
e S. luriei; um clado ambiental, composto por alguns outros complexos de espécies, como S.
pallida e S. candida com cinco espécies cada, S. inflata com trés espécies, S. gossypina com 12

espécies e S. stenoceras com seis espécies (OROFINO-COSTA et al.; 2017).
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Figura 3 — Relagbes filogenéticas entre os clados clinicos e ambientais em Sporothrix spp. com

base nas sequéncias de calmodulina.

CBS 132990 C S. brasiliensis
IPEC 22496.4 W S. brasiliensis
CBS 120339" B S. brasiliensis
9:4 CBS 359.36" M S. schenckii
1% UTHSC 04-1064 @ S. schenckii Clinical
Ss143 B S. schenckii clade
00| FMR 8717 B S. schenckii
93 ‘{ FMR 8606 B S. schenckii
FMR 8607 B S. schenckii
CBS 132922 W S. globosa
o NBRC 6072 W S. globosa
100, CBS130104 M S. globosa
CBS 132925 B S. globosa
CBS 120340' W S. globosa
85 CBS 130116 M S. globosa
ATCC 18616' M S. Juriei
_1004 CBS 139.51 © S. stenoceras
5a CBS 146.71 © S. stenoceras
- CMW1118 © S. gossypinum
100 CMW17163 © S. curviconia
CMW22310 © S. abietinum
CMW10563 © S. lunatum
CMW7131 O S. fusiforme
83 CMW9968 © S. fusiforme
100‘ CBS 302.73' © S. pallida

¢ Feline sporotrichosis
B Human sporotrichosis
© Environmental strain

BG © S. pallida =
o | CBS 111110 © S. pallida Environmental
100, CBS 139891" M S. chilensis clade :
CBS 139890 © S. chilensis
_'ECBS 120341" © S. mexicana
100 CBS 132927 M S. mexicana ol
CBS 120342 @ S. mexicana -
100, CBS 124561 © S. brunneowolacea
_2{ CBS 101570 © S. brunneoviolacea

T CBS 119147 O S. lignivora

Método: Probabilidade Maximum. Os nimeros proximos aos ramos referem-se a novas percentagens (1000
bootstrap). Fonte: OROFINO-COSTA et al.; 2017.

O avanco das técnicas de identificacdo e a classificagdo de micro-organismos
proporcionou mudancas na taxonomia das espécies, proporcionando a inclusdo de novas
espécies, como a especie Sporothrix chilensis sp. nov., identificada em casos de onicomicose
no Chile através de analises multigénicas (RODRIGUES et al., 2016a).

Atualmente os principais agentes etioldgicos considerados da esporotricose sdo S.
globosa sendo considerada com pouca viruléncia e de distribuicdo mundial (OLIVEIRA et al.,
2010; CRUZ et al., 2012), S. mexicana que é encontrada em certas amostras ambientais do
México e em casos de esporotricose na Europa e no Brasil (MARIMON et al.,
2007;RODRIGUES et al., 2013; ALMEIDA-PAES et al., 2014), S. schenckii stricto sensu e S.
brasiliensis que séo consideradas as mais virulentas e prevalentes no Brasil, S.luriei e raros

casos de infeccdo pela espécie S. pallida, anteriormente denominada S. albicans (ZHAO et al.,
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2015; CARRASCO-ZUBER et al., 2016; ALMEIDA-PAES et al., 2016b; GONCALVES et
al., 2017).

2.4 Aspectos morfoldgicos e ecoldgicos de Sporothrix schenckii sensu lato

O complexo de espécies Sporothrix schenckii tem caracteristica termodimorfica e
engloba espécies na forma filamentosa em seu estagio sapréfitico ou em cultivo a temperatura
de 25 a 28 °C; e na forma leveduriforme em temperaturas proximas a 37 °C (BARROS et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2013; SASAKI et al., 2014). Em laboratério, quando esses fungos
sdo cultivados em &gar Sabouraud Dextrose ou em meios enriquecidos a temperantura
ambiente, como Brain Heart Infusion (BHI), apresentam macromorfologia de col6nias umidas,
planas, com coloracdo branca ou marfim na forma filamentosa, podendo adquirir uma coloracéo
escura dependendo do isolado (Figura 4A). Na micromorfologia, observa-se presenca de hifas
hialinas, septadas e ramificadas, medindo de 1 a 2 um de espessura com presenca de conidios
piriformes, medindo de 1,5 a 3 um em grupos, com arranjo remetendo a forma de cachos,
conhecido como “flor de margarida” (Figura 4C). Com o0 tempo esses conidios podem
apresentar paredes espessas e coloragdo castanha (DE MEYER et al., 2008; BARROS et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2016a).

A forma leveduriforme de Sporothrix spp. é obtida através da incubacdo das
colénias a 37 °C em meios ricos, como BHI suplementado com sangue de carneiro a 5%,
apresentando macromorfologia de col6nias de aspecto cremoso, de coloragdo branca ou creme
e superficie irregular (Figura 4B). Algumas cepas ndo crescem bem na temperatura de 37 °C,
necessitando serem incubadas em menores temperaturas, como exemplo citam-se as cepas da
espécie S. globosa (MARIMON et al., 2007; BARROS et al., 2011). A micromorfologia dessas
colbnias exibe estruturas ovais, esféricas ou em forma de charuto com didmetros de 1-3 x 3-10
um (Figura 4D) (RODRIGUES et al., 2015a).
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Figura 4 — Macromorfologia e micromorfologia de Sporothrix spp.
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(A) Macromorfologia de Sporothrix spp. na forma filamentosa a 28 °C, em agar batata apés 5 dias de crescimento;
(B) Macromorfologia de Sporothrix spp. na forma leveduriforme a 37 °C, em meio BHI suplementado com 5 %
de sangue de carneiro. (C) Micromorfologia de Sporothrix spp. na forma filamentosa em colora¢do de Gram,
mostrando a presenca de hifas hialinas e conidios hialinos terminais dispostos simpodialmente, em arranjo de “flor

de margarida” (seta preta); (D) Micromorfologia de estruturas leveduriformes de Sporothrix spp. em coloracéo de
Gram, evidenciando blastoconidios em brotamento (seta preta). Fonte: CEMM, 2017; 2019.

Sporothrix schenckii sensu lato cresce no ambiente a uma temperatura em torno de
22 oC a 27 -C e 90% de umidade. O material organico presente no solo possivelmente contribui
no seu crescimento, sendo assim, este fungo habita regides de solo rico, com temperatura em

torno de 30 °C, pH entre 3,5 e 9,4 e alta umidade (CHAKRABARTI et al., 2015).
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Estes fungos existem como saprébio da natureza, ja tendo sido isolados de palhas,
folhas, frutas, grédos de trigo, espinhos de arbusto, madeiras, cascas de arvore, aranhas, insetos
mortos e larvas, roseiras, poeira, moscas vivas, excretas de animais, algas, animais marinhos,
feno de pradaria, gramineas, dentre outros (BARROS et al., 2011; CRUZ, 2013). No entanto,
alguns estudos tém demonstrado que S. schenckii sensu lato ndo possui potencial para ser um
patdgeno vegetal, atribuindo-se essa ideia ao fato de diversas plantas possuirem extratos com
potencial antiflngico o que viria a contribuir para sua ndo patogenicidade vegetal (BARROS et
al., 2011).

2.5 Fatores de viruléncia do complexo Sporothrix schenckii

Os fatores de viruléncia possibilitam e amplificam a capacidade de crescimento
fangico no hospedeiro. As interacdes entre fungos e outros organismos presentes no ambiente
contribuem para que esses micro-organismos possam desenvolver diversas estratégias de
sobrevivéncia, sendo essas identificadas como os fatores de viruléncia, os quais interferem na
patogenia de determinada infeccdo (CASADEVALL, 2012). A partir dessa informacdo,
presume-se que a origem da viruléncia do Sporothrix spp. surgiu através das interacdes
intermicrobiana em seu habitat natural (STEENBERGEN et al., 2004).

O perfil de viruléncia do complexo S. schenckii, varia de acordo com a caracteristica
do patégeno e da imunidade do hospedeiro. Na qual sabe-se que existem espécies mais
virulentas pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii, como é o caso de S. brasiliensis e S.
schenckii s. str. enquanto S. globosa e S. mexicana demonstraram pouca viruléncia ou mesmo
nenhuma em testes realizados em modelo murino (FERNANDEZ-SILVA et al., 2012;
RODRIGUES et al., 2016b).

Apesar das informacdes relacionadas aos fatores de viruléncia de Sporothrix spp.
serem escassas, podemos encontrar descritos na literatura alguns fatores, tais como as
glicoproteinas, as proteinas secretadas, as vesiculas extracelulares, a termotolerancia, a
capacidade de producdo de melanina, o peroxido de ergosterol, o dimorfismo, (CARNERO et
al., 2018) e mais recentemente a capacidade de formacao de biofilme tanto na forma filamentosa
quanto na leveduriforme (BRILHANTE et al., 2018a, 2018b).

O dimorfismo é uma caracteristica importante de fungos patogénicos como o
Sporothrix spp. Embora ainda sejam escassos 0s estudos sobre quais fatores sao 0s responsaveis

pela transicdo do micélio a levedura, existem evidéncias que sugerem um gene que codifica a
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calcio/calmodulina-quinase em Sporothrix spp. e que possivelmente exerce um papel como
efetor de dimorfismo nesse fungo (CARNERO et al., 2018).

Além disso, uma histidina cinase hibrida, DRK1, um regulador universal do
dimorfismo e da viruléncia de fungos dimorficos, foi relatada presente em Sporothrix spp.
(HOU et al., 2014). Outra histidina identificada foi a SsDrkl, que pode também estar
relacionada com o dimorfismo deste fungo estando presente em maior quantidade em células
leveduriformes (TEIXEIRA et al., 2014). Esse pode ser um dos motivos pelo qual a forma
leveduriforme possui uma maior viruléncia quando comparada a forma micelial (RODRIGUES
etal., 2013).

A melanizacdo é outro importante fator de viruléncia, concedendo ao micro-
organismo protecdo ambiental contra radiacdo ultravioleta. Espécies patogénicas de Sporothrix
tém a capacidade de produzir coldnias pigmentadas através da producdo de melanina (MADRID
et al., 2010). Além disso, a melanizagdo ja foi indicada como uma protecdo para 0 micro-
organismo, in vitro, contra drogas antiflngicas, tais como anfotericina B e terbinafina (MARIO
et al., 2016; ALMEIDA-PAES et al., 2016a). Geralmenteos conidios s&o as particulasfungicas
infectantes de Sporothrix spp. e a melanizagédo desses conidios possibilita uma maior resisténcia
a fagocitose pelos macrofagos, processo que gera o desenvolvimento do processo infeccioso de
forma mais eficaz. Do mesmo modo o processo de melanizagdo possui importante papel na
patogénese da esporotricose cutanea, uma vez que o0s isolados melanizados possuem maior
capacidade invasiva quando comparados com 0s ndo melanizados em experimento in vivo
(MADRID et al., 2010).

Existem trés tipos de melanina que podem ser produzidos por estes fungos, sendo
a DHN-melanina o principal pigmento produzido pelos conidios de Sporothrix spp. sob varias
condi¢cdes ambientais, laboratoriais e parasitarias. JA a eumelanina e a piomelanina sédo
produzidas adicionalmente se precursores como a 3, 4-di-hidroxi-fenilalanina (L-DOPA) ou L-
tirosina, respectivamente, estiverem disponiveis durante o crescimento fungico (ALMEIDA-
PAES et al., 2016a). Estudos in vitro indicam que a melanizacdo em espécies de S. schenckii é
controlada por varios fatores, tais como a temperatura, o pH e os nutrientes fornecidos para o
desenvolvimento do micro-organismo (ALMEIDA et al, 2009; TEIXEIRA et al., 2010).

A parede celular é o constituinte que separa a superficie do fungo do meio
extracelular e possui um papel importante na interacdo patdégeno-hospedeiro. Essa estrutura
contém macromoléculas envolvidas na viruléncia de fungos patogénicos (LOPES-BEZERRA
et al., 2018). Varias proteinas associadas as vesiculas foram relatadas em Sporothrix spp. como

a glucanase da parede celular extracelular, uma proteina transportada por vesiculas que
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contribui para a viruléncia fungica pela inducdo de lise de macrofagos e outras células
hospedeiras devido ao remodelamento de sua superficie. Outra proteina é a superdéxido
dismutase (SOD), que contribui para o crescimento e sobrevivéncia do patégeno sob condic¢Bes
de estresse oxidativo, assim como no interior dos macrofagos, e sua presenca foi relatada em
Sporothrix spp. Proteases, como proteinase I, desempenham um papel essencial na interacéo
desse fungo com as células hospedeiras, uma vez que esta associado a capacidade de Sporothrix
spp. invadirem os tecidos cutaneos (CARNERO et al., 2018).

As adesinas sdo um importante fator de viruléncia em todos os fungos patogénicos.
No caso do Sporothrix spp. elas sdo responsaveis pela mediacdo da ligacdo da levedura a matriz
dérmica e a fibronectina. As adesinas de fibronectina estdo localizadas na superficie das células
leveduriformes e sua expressdo esta relacionada a viruléncia fungica. A principal adesina
relatada durante a esporotricose é uma glicoproteina de 70 kDa, conhecida como Gp70. Além
disso, essa proteina desempenha um papel crucial na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro, é altamente imunogénica e é detectada em todos os soros de camundongos
infectados (BARROS et al., 2011; CARNERO et al., 2018).

251 Biofilme

Os biofilmes sdo estruturas complexas, consideradas como um mecanismo
intergrante do ciclo de vida, possuindo atributos de organismos multicelulares primordiais e
ecossistemas multifacetados, proporcionando aos micro-organismos a capacidade de sobreviver
em diversos ambientes, podendo ocorrer em superficies solidas ou liquidas, assim como em
tecidos moles de organismos vivos (BOLTZ et al., 2017). Os micro-organismos, de forma geral,
possuem a habilidade de formar biofilmes o que ocasiona maior viruléncia (BARROS et al.,
2011).

Os biofilmes fungicos sdo comunidades complexas, compostas de células e hifas
ligadas a um substrato, envoltos por uma camada de protecdo chamada de matrix polimérica
extracelular. Os biofilmes fungicos conferem aspectos preocupantes as infec¢bes fungicas por
ser considerado um importante fator de viruléncia, pois possuem acentuada tolerancia as células
imunoldgicas do hospedeiro, bem como aos medicamentos utilizados no tratamento de doencas
fangicas (BORGHI et al., 2016).

A adesdo a superficies abioticas, o processo de interacdo célula a célula, assim como
o0 desenvolvimento da hifa sdo etapas cruciais para formacéo de um biofilme. Em vista disso, a

parede celular, as proteinas envolvidas no processo de adesdo, assim como a filamentacdo e o



33

processo de regulacdo da sua expressao sdo mecanismos de viruléncia que tém sido bastante
estudados para compreender a formac&o dos biofilmes fangicos e sua tolerancia (BORGHI et
al., 2016). A formac&o do biofilme pode ocorrer em superficies solidas, em meios liquidos e em
tecidos de organismos vivos, como exemplos podemos citar, dentes, células da epiderme
(MITCHELL et al., 2016; BOLTZ et al., 2017).

A presenca da matrix extracelular é considerada uma caracteristica que define os
biofilmes, sendo sua composicdo varidvel de acordo com diferentes espécies de micro-
organismos. Apesar das diferencas, carboidratos, proteinas e acidos nucléicos sao os principais
constituintes dos biofilmes fangicos (FLEMMING; WINGENDER, 2010; VAN ACKER et al.,
2014; REICHHARDT et al., 2015; BORGHI et al., 2016). A matriz extracelular consiste em
um aglomerado de diferentes tipos de biopolimeros conhecidos como substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que formam a arquitetura tridimensional do biofilme e € responsavel pela
adesdo as superficies e pela coeséo do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010).

Em geral, muitos fungos clinicamente relevantes formam biofilmes, sendo grande
parte destes biofilmes formados em processos de infeccbes em hospedeiros
imunocomprometidos, associados a dispositivos médicos permanentes, como cateteres. A
formacdo dos biofilmes pode contribuir para adesdo dos micro-organismos aos aparatos
médicos, contribuindo para a permanéncia da infeccdo e para 0 aumento de tolerancia aos
medicamentos (MARTINEZ et al., 2010).

Diversos patogenos fungicos ja foram descritos pela capacidade de formacéo de

biofilmes e pela associagédo as infeccdes causadas por biofilmes, como Candida albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, Cryptococcus neoformans, Coccidioides
immitis, Blastoschizomyces capitatus, Malassezia pachydermatis, Pneumocystis spp.,
Trichosporon asahii, Rhizopus spp. e Rhizomucor spp. (NETT; ANDES, 2015). Além disso, a
capacidade de formar biofilmes também foi demonstrada em vérios fungos filamentosos,
incluindo Aspergillus fumigatus e Fusarium spp.; e em fungos dimorficos, como Histoplasma
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis e Coccidioides immitis (VILA; ROZENTAL, 2016).

A formacdo dos biofilmes envolve quatro estagios: O primeiro é a aderéncia das
células a um substrato. Nesta fase, a adesdo é mediada por interacdo hidrofobica e por forcas
de Van der Walls. O segundo estagio ocorre com iniciacdo da formacdo do biofilme e
proliferacdo celular, sendo uma transicdo irreversivel, a qual se dd por meio de interacdes
dipolo-dipolo, pontes de hidrogénio, ligacGes ibnicas, covalentes e por mecanismos
moleculares especificos, acontecendo nesta etapa a proliferagdo das células através da

superficie produzindo projecdes alongadas que crescem em formas filamentosas contendo
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hifas. O terceiro estagio é caracterizado pelo desenvolvimento da estrutura do biofilme, na qual
a matriz extracelular exopolimérica (MEC) caracteriza a sua arquitetura; O quarto estagio
envolve a maturacdo e dispersdo. Nesse momento o biofilme ja é composto de uma estrutura
complexa, no qual as células envolvidas na matriz extracelular exibem maior tolerancia e,
finalmente, ocorre a dispersdo das células do biofilme para colonizar o ambiente circundante
(Figura 5) (MARTINEZ; FRIES, 2010; ROILIDES et al., 2015; LI et al., 2015; MITCHELL et
al., 2016; VILA; ROZENTAL, 2016).

Figura 5 — Representacédo do ciclo de formacdo de um biofilme
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Fonte: Aguiar, 2017.

Sanchez-Herrera et al. (2014) demonstraram pela primeira vez a capacidade de
formacéo de biofilmes in vitro pelo género Sporothrix. Em estudo recente, Brilhante et al.
(2018a) demonstraram que as espécies S. brasiliensis, S. mexicana, S. globosa, e S. schenckii
stricto sensu na forma filamentosa sdo capazes de formar biofilme in vitro, sendo estes capazes
de formar densas hifas e conidios, sendo classificado como forte formador de biofilmes pela
elevada producdo de biomassa; e que esses biofilmes levam em média 120 horas para atingir a
maturacdo. O mesmo estudo também indicou o aumento da tolerancia dos micro-organismos
em biofilmes a antifdngicos classicos, como itraconazol e anfotericina B, quando comparado as
formas planctdnicas.

Brilhante et al. (2018b) também relataram pela primeira vez a formacdo de
biofilmes, in vitro, na forma leveduriforme das espécies do complexo S. schenckii (Figura 6).
Esse estudo encontrou perfis distintos quanto a formacdo de biofilme de S. brasiliensis, S.

mexicana, S. globosa e S. schenckii s. str., com variagoes de fraca a forte producéo de biofilme.
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Diante do exposto, ainda sdo necessarios mais estudos voltados para ampliacdo do
conhecimento dos aspectos bioldgicos do biofilme de Sporothrix spp., pois pouco se sabe a
respeito dos fatores de viruléncia expressos e se a forma parasitaria destes patdgenos se

apresenta em biofilme durante o processo de infeccéo, assim como sua correlagéo clinica.

Figura 6 — Biofilmes de Sporothrix spp.na forma filamentosa (A — C) e leveduriforme (D
-F).

A e D: Biofilmes corados com vermelho Congo para observacdo de matriz extracelular. B, C, E e F: Biofilmes em
microscopia eletronica de varredura. Setas pretas indicam matriz extracelular e setas brancas estruturas fangicas.
Fonte: Silva (2017).

2.6 Patogenia

A esporotricose € uma micose subcutanea cuja apresentacao clinica pode variar de
acordo com o estado imunolégico do paciente, a patogenicidade, a tolerancia térmica da cepa,
dentre outros fatores. E uma micose que apresenta lesdes do tipo nodulares cutaneas ou
subcutaneas, sendo considerada uma doenca crénica que acomete seres humanos e animais
(BARROS et al.,2011; BAZZI et al., 2016).
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A esporotricose se inicia por uma inoculacdo traumética do fungo, que pode
acontecer atraves de lesdes ocasionada por espinhos, objetos, dentre outros, que estejam
contaminados (RODRIGUES et al., 2013a); por transmissdo zoonoética, especialmente por
mordeduras e arranhdes de gatos e cées; por picada de insetos (mais raramente) ou ainda por
inalagdo de conidios, esta Gltima sendo menos frequente (LOPEZ-ROMERO et al., 2011;
GONGCALVES, et al., 2017).

O fungo que se encontra presente no ambiente, na sua forma micelial, passa para
forma leveduriforme, sua forma parasitaria apos a inocula¢do no hospedeiro. Esse processo se
inicia apds 24 ou 48 horas e pode levar até 13 dias. J& em relacdo a transmissdo zoonética o
desenvolvimento da doenca é mais rapida, ja que o micro-organismo ja se encontra na forma
parasitaria (LOPEZ-ROMERO et al., 2011; CRUZ, 2013).

De acordo com a localizagdo das lesBes, a esporotricose pode ser classificada em
formas cutaneas, mucosas e extracutaneas, podendo ocorrer disseminacéo linfatica ou visceral
e osteoarticular em pacientes imunocomprometidos (BARROS et al., 2011; LOPEZ-ROMERO
etal., 2011; ALMEIDA-PAES et al., 2016b).

2.7 Aspectos clinicos da esporotricose

A esporotricose é uma micose subcutanea, sendo caracterizada como uma doenga
croénica que pode apresentar-se de diversas formas, desde a forma cutanea localizada, com lesao
restrita ao local da inoculacdo, até a forma disseminada. Em casos raros, a esporotricose pode
desenvolver-se como uma doenca extracutanea grave. O espectro da doenca tem sido atribuido
a fatores como 0 modo de inoculacdo, o tamanho e a profundidade do in6culo traumatico, a
imunidade do hospedeiro, a viruléncia e a termotolerancia do fungo (MAHAJAN, 2014;
OYARCE et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016b).

A forma linfocutdnea é a manifestacdo clinica mais comum da doenca e é
responsavel por 70% a 80% dos casos de esporotricose (MAHAJAN, 2014; BONIFAZ;
TIRADO-SANCHEZ, 2017). Geralmente pode ser lesdo ulcerada de base infiltrada e
eritematosa, podendo ser também papula, nodulo, placa vegetante e uma leséo Ulcero-gomosa.
Desenvolve-se com formac6es de nddulos indolores ao longo dos vasos linfaticos, que podem
amolecer e ulcerar. Esse desenvolvimento pode ocorrer estendendo-se do local da lesdo em
sentido aos vasos linfaticos ou permanecer proximo a essa cadeia de nddulos (Figura 7A)
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). Em sua maioria s&o assintométicos, podem cocar ou
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tornar-se dolorosos e ter curso clinico indolente semelhante ao das lesGes primarias
(MAHAJAN, 2014).

A esporotricose localizada é a segunda forma mais comum de esporotricose, porém
possui menor ocorréncia em areas endémicas, devido ao fato de se atribuir a esta forma clinica
uma sensibilizacdo prévia do individuo ao fungo, o que proporciona um melhor controle
imunolégico do hospedeiro, o qual responde ao micro-organismo de forma mais eficaz.
Caracteriza-se pela presenca de uma Unica lesdo no local de inoculacdo do fungo e o
acometimento facial ocorre mais frequentemente nesta forma de esporotricose (BARROS;
PAES; SCHUBACH, 2011; MAHAJAN, 2014). As lesbes sdo assintomaticas, eritematosas,
papulas, papulopustulas, nédulos ou placas verrucosas e ocasionalmente Ulceras ndo curadas ou
pequenos abscessos (Figura 7B) (MAHAJAN, 2014).

Figura 7 — Formas clinicas da esporotricose

(A) Esporotricose cutaneo-linfatica: Lesdes nddulo-ulcerativas surgem ao longo dos vasos linféticos, a partir da
lesdo inicial. (B) Esporotricose cutaneo-localizada: lesdo desenvolvida no local de inoculagdo. Fonte: Adaptado
de OROFINO-COSTA et. al, 2017.

As lesdes podem assemelhar-se a ceratoacantoma, celulite facial, pioderma
gangrenoso, prurigo nodular, sarcoma de partes moles, carcinoma basocelular, erisipel6ide ou
rosacea. Esse tipo de lesdo também pode estar presente em outras doencgas dermatoldgicas,
especialmente as pertencentes ao grupamento PLECT (Paracoccidioidomicose, Leishmaniose,
Esporotricose, Cromoblastomicose e Tuberculose) (MAHAJAN, 2014; BAZZI et al., 2016) que
s0 através do isolamento do micro-organismo é possivel estabelecer um diagndstico.

Ji a forma cutdnea disseminada estd interligada a algum tipo de
imunocomprometimento ou doengas associadas e geralmente ocorre juntamente com a forma
extracutanea (Figura 8). Essa forma raramente descrita atinge menos de 5% dos pacientes
(FREITAS etal., 2014; MAHAJAN, 2014; ALMEIDA-PAES et al., 2015). A disseminacdo
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hematogénica do fungo ocorre logo apds inoculacdo através da pele ou por inalagdo fungica.
Inicialmente observa-se lesdes cutaneas que apds semanas ou meses podem ulcerar-se. Diversos
fatores como o alcoolismo, diabetes, corticoterapia prolongada, pacientes HIV-positivos ou
com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) sdo considerados de risco, contribuindo
para a manifestacdo dessa forma clinica (FREITAS etal., 2014; ALMEIDA-PAES et al., 2015).

Figura 8 — Forma cutanea disseminada da esporotricose

Fonte: Adaptado de OROFINO-COSTA et. al, 2017.

Considerada a mais rara e de dificil tratamento, a forma extracutanea da doenca
ocorre em uma pequena parcela dos pacientes, geralmente estando relacionada com individuos
imunodeprimidos (FREITAS et al., 2014). Apartir da disseminacdo hematogénica, comeca a
ocorrer 0 aparecimento das lesdes, também se acredita que esse tipo de manifestacdo por ndo
apresentar lesdo cutanea primaria pode ocorrer devido a inalacéo de Sporothrix spp. no qual sdo
mais acometidos neste tipo de manifestacdo da doenca o tecido 0sseo, as mucosas e 0s pulmoes
(MAHAJAN, 2014; FREITAS et al., 2015; ALMEIDA-PAES et al., 2014).

2.8 Diagnostico da esporotricose

O diagnostico da esporotricose é constituido através da correlagdo das
manifestagdes clinicas apresentadas e da coleta de material para anélise, podendo ser feito a
partir do exsudato de lesdes cutaneas ou mucosas obtidas com o auxilio de um swab estéril e
fragmentos de lesdes cutaneas ou mucosas obtidos por bidpsia, por exemplo é feito no isolamento
e identificacdo, estabelecendo assim o agente causal (LOPEZ-ROMERO et al., 2011;
RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017). Os diagndsticos diferenciais devem ser
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considerados de acordo com a diversidade de formas clinicas e a morfologia das lesdes, se
tornando de fundamental importancia, ja que a apresentacdo da doenca pode ser associada a
outras patologias como a tuberculose cutanea, da leishmaniose cutanea, da cromoblastomicose,
da blastomicose e da paracoccidioidomicose (BARROS et al., 2011; MAHAJAN, 2014). A
cultura em meios artificiais permanece sendo o padrdo-ouro para o diagndéstico laboratorial da
esporotricose, porém métodos histopatoldgicos, sorolégicos e moleculares podem ser utilizados
no auxilio do diagndstico (MAHAJAN, 2014; RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

O diagndstico micoldgico € um método simples e de baixo custo, embora possa hdo
ser util para algumas formas sistémicas e atipicas de esporotricose, no qual a realizacdo da
técnica de exame direto é a mais utilizada. Essa técnica consiste em preparacdo a fresco de
espécimes clinicos tratados com hidréxido de potassio (KOH) a 10% ou hidréxido de sédio
(NaOH) a 40%, possibilitando observar as estruturas fungicas (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011; OROFINO-COSTA et. al, 2017). Entretanto, o exame direto no caso da
espotricose ndo tém grandes aplicacbes em materiais coletado de humanos, porém é mais
sensivel em animais, principalmente em felinos, devido a grande quantidade de células fungicas
no organismo, exibindo sensibilidade de quase 85% em comparagdo com a cultura
(CASTREJON; ROBLES; ARROYO, 1995; MELLO; SCHUBACH; MADEIRA, 2011;
OROFINO-COSTA et al., 2017).

A cultura é considerada o padrdo ouro, sendo 0 metodo definitivo para a detecgédo
do agente etiologico da esporotricose, onde a partir da amostra obtida essa deve ser cultivada
em meios de cultura empregados na rotina tais como, agar Sabouraud dextrose, agar Sabouraud
dextrose com cloranfenicol ou gentamicina, &gar Mycosel® contendo cicloheximida, e BHI, a
25 a 30°C, no qual entre 5 e 15 dias ocorre a formacao de colonias filamentosas. Por se tratar
de um fungo dimorfico é possivel a ratificacdo desse dignostico in vitro, a partir da conversdo
do fungo para sua forma leveduriforme (OROFINO-COSTA et. al, 2017; RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017).

As colbnias sdo identificadas fenotipicamente pela aparéncia membranosa da
superficie, cor esbranquicada a creme e um halo preto, ou podem ser escuras desde o inicio,
dependendo da espécie, e das condi¢des nutricionais e ambientais. A microscopia da col6nia
exibe delicadas hifas hialinas septadas ramificadas, um conidiéforo produzindo na ponta
conidios piriformes, ovais a redondos, hialinos, dispostos simpodialmente como um buqué,
além de conidios pigmentados sesseis. A col6nia da fase de levedura tem uma superficie de cor
creme (MAHAJAN, 2014; OROFINO-COSTA et. al, 2017).
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O exame histopatologico é um teste auxiliar utilizado para o diagnostico da
esporotricose, onde a partir da coloragdo podem-se evidenciar as estruturas leveduriformes,
porém ¢é inespecifica e pode mimetizar outras doencas granulomatosas. A observagdo da reacdo
de Splendore-Hoeppli é um forte indicio de um caso de esporotricose ao se fazer a observacdo
do fungo. Os corpos asterdides geralmente sdo vistos em 40 a 85% dos casos de esporotricose
cronica, extracelulares e dentro dos abscessos, como uma estrutura eosinofilica de forma
radiada constituida de complexo antigeno-anticorpo, que se deposita na superficie de alguns
fungos. Contudo, a observagdo dessa reacdo ndo ¢ de fécil visualizacdo (Figura 9) (SIDRIM;
ROCHA, 2004; GEZUELE; DA ROSA, 2005; ZHANG et al., 2011; MAHAJAN, 2014;
OYARCE et al., 2016).

Figura 9 — Achado histologico de corpos asteroides

Fonte: WICK; SCOTT, 2015.

O fungo é melhor corado pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE), Acido
Periodico Schiff (PAS) ou métodos de impregnacdo pela prata de Grocott, nos quais 0s
elementos flngicos, quando presentes, aparecem na forma de células globosas semelhantes a
leveduras, medindo 3-8 pum de diametro interno (em 84% dos casos), em forma de charuto com
tamanho de 1-2x4-5 um (em 33% dos casos) ou ovais a arredondas ou simples formas das
leveduras no citoplasma de células gigantes ou no centro dos corpos de asterdides (ZHANG et
al., 2011; MAHAJAN, 2014).

Vérias técnicas tém sido descritas para o diagnéstico imunoldgico da esporotricose,
dentre eles imunoeletroforese, aglutinacdo e imunodifusdo com fragdo antigénica bruta foram

propostas para o sorodiagndstico da esporotricose, mas a sensibilidade e a especificidade foram
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baixas, em vista disso, foi proposto o uso de testes mais sensiveis como 0s ensaios
imunoenzimaticos, especialmente ELISA e Western blotting, ambos com resultados mais
rapidos (OROFINO-COSTA et. al, 2017). Outro teste utilizado e bastante simples é o teste
cutaneo de intradermorreacdo com esporotriquina, o qual detecta hipersensibilidade tardia,
sendo um teste de exclusdo da doenca, pois reage positivamente em infeccfes recentes e antigas
reagindo de forma positiva em cerca de 90% dos casos de esporotricose. Mesmo ndo sendo
empregado na rotina clinica, tem importante uso em estudos epidemiolégicos
(RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

O uso de testes soroldgicos rapidos e ndo invasivos para o diagnostico de
esporotricose foi possivel quando antigenos especificos foram caracterizados e padronizados.
Esses exames sdo Uteis principalmente em casos com acometimento extracutaneo, em que 0
acesso a coleta de amostra para analise micoldgica se torna dificil como, por exemplo, no
envolvimento do SNC e o0ssos (OROFINO-COSTA et. al, 2017; RUDRAMURTHY;
CHAKRABARTI, 2017).

Os métodos moleculares foram desenvolvidos com a finalidade de melhorar o
diagnostico fangico, mantendo ou melhorando a especificidade, sensibilidade e precisao
quando comparado a cultura fungica (OLIVEIRA et al., 2014). Atualmente, através do estudo
molecular de Sporothrix spp. é possivel o desenvolvimento de inimeros marcadores genéticos
para reconhecimento e identificacdo de espécimes clinicos. O desenvolvimento de métodos de
genotipagem rapidos e que possuam baixo custo é importante para o diagnéstico, bem como
para estudos epidemioldgicos, considerando que as espécies patogénicas em Sporothrix spp.
diferem em relacdo a sua distribuicdo geografica, viruléncia e sensibilidade as drogas
antifangicas (OROFINO-COSTA et. al, 2017).

Kano et al. (2001) fez a primeira identificacdo de Sporothrix spp. pelo método de
Polymerase Chain Reaction (PCR), no qual iniciadores baseados no gene codificador da CHS1
(quitina sintase 1) foram desenhados e a PCR foi capaz de detectar 10 pares de bases de
fragmento de DNA genémico de Sporothrix spp. Uma nested PCR para deteccdo de Sporothrix
spp. foi avaliada em amostras clinicas utilizando como alvo a regido do gene 18S rRNA. Essa
reacdo detectou DNA de Sporothrix spp. em materiais coletados e previamente confirmados
através do método de cultura e coloracdo histoquimica. Os dados obtidos nesse experimento
demonstraram a sensibilidade e especificidade, indicando a possibilidade de um diagndstico
rapido para esporotricose (KANO et al., 2005; HU et al., 2003). J& a PCR fingerprinting

utilizando o primer universal T3B, gerou padrbes de bandas distintos, possibilitando a
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identificacéo de isolados clinicos em nivel de espécie, confirmados pelo sequenciamento parcial
do gene da calmodulina (OLIVEIRA et al., 2015).

A utilizacdo da biologia molecular para o diagndéstico da esporotricose é vista de
forma promissora, pois com sua utilizagao existe uma otimizagdo do tempo de trabalho e maior
sensibilidade e especificidade do resultado em relacdo a outros testes empregados. Porém, ainda
possui custo elevado em relacdo ao material utilizado e equipamentos especificos (OLIVEIRA
etal., 2014; RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).

2.9 Abordagens terapéuticas

Os farmacos que fazem parte do arsenal classico para o tratamento da esporotricose
sdo iodeto de potassio, itraconazol, que vem sendo utilizado principalmente para o tratamento
da forma cutanea da doenga, assim como a terbinafina. Outro medicamento empregado no
tratamento é a anfotericina B, que é empregada nas manifestagdes sistémicas e extracutaneas
da doenca (MAHAJAN, 2014; ALMEIDA-PAES et al., 2016b).

Para o tratamento da esporotricose € de grande importancia reconhecer as
caracteristicas da doenca, observando a extensdo da lesdo, identificando fatores no hospedeiro
gue mensuram a gravidade da doenca, pois facilita a escolha do tratamento adequado, baseando-
se na condicéo clinica do paciente, evitando-se interagdes medicamentosas e efeitos adversos
(CORDEIRO et al., 2011).

Fatores que dificultam o tratamento podem ser atribuidos ao diagndstico
equivocado, ja que as lesdes podem mimetizar as de outras doencas, diagnostico tardio, arsenal
terapéutico limitado e, na grande maioria dos casos, a desisténcia da terapia pelos pacientes por
se tratar de um tratamento longo (REIS-GOMES et al., 2012). Além dos farmacos utilizados
para o tratamento de esporotricose, a termoterapia com aplicacdo de calor local (42 a 43 °C)
usando compressas térmicas ou aquecedor portatil de bolso, aquecedor infravermelho ou
infravermelho distante para a forma fixa da doenca pode ser utilizada, sendo este método muito
utilizado no tratamento da esporotricose em gestantes (MAHAJAN et al., 2014).

O iodeto de potassio tem sido utilizado no tratamento da esporotricose desde 1903,
guando ainda ndo estavam disponiveis antifangicos especificos e utilizava-se iodeto para varias
doencas infecciosas e nao infecciosas. O mecanismo de acdo do iodeto de potéassio ndo é
completamente elucidado, porém sua acdo ja € reconhecida sobre a resposta imune, bem como
sobre a fagocitose de células de Sporothrix spp., apresentando eficacia sobre as formas cutanea

fixa e linfocutnea da esporotricose. No entanto sua utilizacdo néo € eficaz na forma
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extracutanea e cutanea disseminada da doenca (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011,
MAHAJAN, 2014; OROFINO-COSTA et. al, 2017).

Alguns dos efeitos adversos relatados do iodeto de potéssio sdo: gosto metalico,
nausea, vomitos, anorexia, epigastralgia e diarreia, podendo ser atenuados pela reducdo da dose
administrada do farmaco ou através da suspensdo temporéria. Ndo é recomendado 0 uso
prolongado desse medicamento nem sua administracdo em gravidas, pois sua utilizacdo esta
associada ao hipotireoidismo neonatal, tireomegalia, obstrucdo respiratoria fetal e parto
demorado. Devido aos efeitos adversos relacionados ao iodeto de potassio, sua utilizagdo tem
sido evitada, sendo substituido por farmacos mais efetivos e seguros, como o itraconazol
(COSTA et al., 2013; MACEDO et al., 2015).

O itraconazol é uma droga fungistatica considerada de escolha para o tratamento da
esporotricose devido a sua eficacia e seguranga, sendo um agente antifungico oral, pertencete a
classe dos azolicos, um grupo de compostos sintéticos com estruturas quimicas semelhantes, os
quais atuam inibindo a enzima 14a-demetilase presente no citocromo P-450 da célula fangica,
impedindo assim a demetilacdo do precursor lanosterol, que converte lanosterol em ergosterol,
o principal esterol da célula fungica. Essa propriedade dos azdlicos altera a fungdo da membrana
celular causando aumento da sua permeabilidade (GLUJOY et al., 2014; BORBA-SANTOS et
al., 2016b; OROFINO-COSTA et. al, 2017).

Itraconazol pode ser usado em pacientes saudaveis que possuem lesdes limitadas,
bem como em pacientes imunossuprimidos e na forma sistémica, mas ndo em casos de
disseminacdo da doenca. As vantagens relacionadas a este farmaco levaram a sua intensa
utilizacdo nas clinicas para o tratamento humano e veterinario. Apesar de ser um farmaco com
reduzida toxicidade, ndo é recomendado sua utilizacdo em gravidas. Além disso, alguns efeitos
adversos associados a essa droga foram descritos, como anorexia, hipocalemia, nauseas,
vomitos, hipertensdo e cefaléia. Sua maior desvantagem é a possibilidade de interacao
medicamentosa, como consequéncia do metabolismo dependente do CYP 3A4 comum a outros
farmacos. No entanto apesar de seu alto custo, tornou-se a droga de escolha para o tratamento
das variedades cutaneas (fixas e linfocutaneas) eosteoarticulares da esporotricose (MAHAJAN,
2014; OROFINO-COSTA et. al, 2017).

A terbinafina é um derivado alilamina que atua bloqueando a sintese do ergosterol pela
inibicdo da enzima esqualeno epoxidase, sendo uma excelente opcéo terapéutica para pacientes
com contraindicacdes ao uso de itraconazol e ao iodeto de potassio, pois possui grande eficacia
no tratamento da esporotricose nas formas cutanea e linfocutanea. E bem absorvida ap6s

administracdo oral e age inibindo a enzima esqualenoepoxidase, por conseguinte, bloqueiam
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uma etapa da biossintese do ergosterol, ocasionando um acimulo tdxico de esqualeno na parede
da célula fungica, cujo resultado é a morte celular (SIDRIM; ROCHA, 2004; MAHAJAN,
2014; OROFINO-COSTA et. al, 2017). Possui baixa ligacdo a enzima microssémica P450 do
citocromo e néo afeta a biodisponibilidade de outros farmacos metabolizados por esse sistema
enzimatico. (MAHAJAN, 2014). Essa droga é uma alternativa no tratamento de gestantes com
esporotricose, no entanto possui elevado custo, que chega a ser superior ao do itraconazol,
dificultando o seu uso, principalmente em paises em desenvolvimento (BARROS; PAES;
SCHUBACH, 2011).
A anfotericina B é um antibiético macrolideopoliénico, lipofilico, sintetizado de
Streptomyces nodosus, que se liga ao ergosterol da membrana fungica, modificando sua
permeabilidade e ocasionando a formacao de poros na célula fungica. Esses poros permitem o
escape de constituintes citoplasmaticos, ocasionando desequilibrio eletrolitico e homeostético.
No entanto, tem sido atribuida como principal atividade fungicida a sua capacidade de causar
auto-oxidacdo da membrana citoplasmatica e liberacdo de radicais livres letais (MAHAJAN,
2014). Essa droga é utilizada em casos mais graves da esporotricose, como a forma
disseminada, a esporotricose pulmonar, e as formas associadas a pacientes
imunocomprometidos. Ela também pode ser indicada em casos de esporotricoseosteoarticular
ou que ndo estdo respondendo bem a terapia com o itraconazol (MAHAJAN, 2014; ALMEIDA-
PAES et al., 2016b). Ao ser administrada por via intravenosa, a anfotericina B é cardiotoxica e
nefrotdxica, exigindo uma constante avaliagdo da funcéo renal e dos niveis séricos de potassio
(GRAY et al., 2012; OROFINO-COSTA et. al, 2017). Seus efeitos adversos incluem febre,
calafrios, tremores, nduseas e vomitos, dor de cabeca, hipocalemia, hipomagnesemia,
nefrotoxicidade e anemia normocitica normocrémica, porém € uma droga segura para ser
utilizada durante a gravidez (MAHAJAN, 2014; RUDRAMURTHY; CHAKRABARTI, 2017).
O tratamento da esporotricose € longo, variando de 2 a 3 meses. A cura clinica é
considerada quando ndo ha evidéncias clinicas da doenca, como pus, exsudagdo ou crosta nas
lesGes da pele, ou até mesmo se um discreto eritema, fibrose ou milia podem aparecer durante
0 processo de cicatrizacdo, caso contrario o tratamento deve ser mantido até a cura clinica da
doenca. Ja a forma sistémica da doenca exige um tratamento longo, podendo se estender de 6 a
12 meses (OROFINO-COSTA et. al, 2017).
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2.10 Estatinas

Em 1976, o microbiologista Akira Endo juntamente com o Dr. Masao Kuroda,
produziram um potente inibidor da biossintese de colesterol quando descobriram a primeira
estatina, a mevastatina, produzidas em culturas de Penicillium citrinum. Akira Endo encontrou
uma substancia que possuia a funcdo de defesa de certos micro-organismos contra outros que
necessitassem de esterdis e/ou isoprendides para o seu desenvolvimento. Esta substancia
descoberta promovia uma grande disfuncdo metabdlica na biossintese destes compostos,
levando & morte dos micro-organismos (BERGMAN, 2013; PARIHAR, 2018). Este composto
possui em sua estrutura adé-lactona-p-hidroxilada que, na forma aciclica, mimetiza o
intermediario envolvido na reducdo promovida pela HMG-CoA redutase, promovendo a
antecipacdo desta enzima em reconhecer este produto natural, em face da analogia estrutural
com seu substrato natural (VIEGAS et al., 2006).

As estatinas sdo drogas conhecidas por sua atuagdo como inibidora da 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, sendo classificada como a classe de drogas
hipolipemiantes mais importante, reduzindo a sintese de colesterol em pacientes com quadro de
hipercolesterolemia, regulando a producéo de lipoproteinas plasmaticas (L1U, 2019).

A HMGCR é a enzima limitante da velocidade da via sintética do colesterol
hepatico e converte a HMG-CoA em acido meval6nico, um precursor na nova via biossintética
do colesterol (Figura 10). As estatinas competem reversivelmente com o substrato enddgeno,
HMG-CoA, pelo sitio ativo dentro da redutase. A ligacdo da estatina ao sitio ativo da enzima
confere uma alteracdo de configuracdo que atenua a funcdo da enzima. Agindo como
antagonistas competitivos, as estatinas com maior afinidade se ligam ao sitio ativo da enzima,
impedindo assim a ligacdo do substrato enddgeno de baixa afinidade, HMG-CoA (SWANSON
etal., 2016).
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Figura 10 - Biossintese do ergosterol e do colesterol
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Fonte: adaptado de SOUZA; RODRIGUES, 2009.

A inibicdo da HMG-CoA redutase, a enzima reguladora da via, resulta em
disturbios em praticamente todos os processos celulares vitais, como glicosilacdo e prenilacéo
de proteinas, sinalizacdo celular, funcionamento da cadeia respiratoria e integridade das
membranas celulares (MACIEJAK et al., 2013).

Na extremidade proximal da via do mevalonato, as estatinas inibem a HMG-CoA
redutase, diminuindo assim a sintese imediata da biossintese de mevalonato um importante
precursor da sintese de esterdis, como o ergosterol nos fungos e o colesterol em humanos
(PARIHAR, 2018). As isoenzimas fungicas e a enzima humana sdo muito semelhantes em
estrutura e funcdo, e agem na mesma etapa da via sintética do mevanolato (LESZCZYNSKA
et al., 2009). Portanto, a HMG-CoA redutase torna-se, desta forma, um importante alvo para
utilizacdo na terapia antifungica (SOUZA; RODRIGUES, 2009).

As estatinas, por possuir efeito contra doengas cardiovasculares, estdo entre as

drogas mais prescritas no mundo. Outro fator que tem chamado atencdo para utilizagdo das
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estatinas durante os Gltimos anos é o fato delas possuirem efeitos adicionas como agdo
antiinflamatoria, efeitos anticarcinogénicos e imunomodulatérios, na qual a maioria dos efeitos
inibicdo desta enzima leva a reducdo de metabdlitos que participam da via sintética do
colesterol. Com isso, estudos tém sugerido que as estatinas podem ter efeitos benéficos em
diferentes tipos de infecgdes, pois a redutase da HMG-CoA é amplamente expressa e possui
diferentes fun¢bes em organismos vivos como bacteérias e fungos (MCFARLAND et al., 2014).
Os efeitos pleiotropicos das estatinas foram relatados pela primeira vez em 1995, quando foi
observado que os beneficios da pravastatina ndo se restringiam somente a reducao de lipidios
que a terapia com estatinas promove (DAVIES et al., 2016).

Todas as estatinas, exceto a pravastatina, sdo metabolizadas pelas enzimas do
citocromo P450 no figado. A sinvastatina, o &cido da lovastatina e a atorvastatina séo
metabolizados pelo CYP3A4, enquanto as estatinas mais hidrofilicas fluvastilina e
rosuvastatina sdo metabolizadas principalmente pelo CYP2C9, ja a pravastatina € metabolizada
principalmente por sulfatagdo (MCFARLAND et al., 2014).

Estudos relataram que os efeitos antifungicos das estatinas sdo devidos a sua
capacidade de inibir o braco de esterol da sintese de mevalonato, influenciar as respostas imunes
do hospedeiro e aumentar as armadilhas extracelulares (PARIHAR, 2018).

Diante disso, devido ao potencial antifungico das estatinas e da estratégia de
reposicionamento de drogas que integrem o arsenal terapéutico da esporotricose, surgiu a
iniciativa de investigar a sensibilidade de células plancténicas e de biofilmes do complexo de
espécies S. schenckii frente as estatinas, bem como avaliar a interacdo dessas drogas com 0s

antifangicos de uso clinico para o tratamento da esporotricose.
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3 HIPOTESES

Sinvastatina, atorvastatina e pravastatina possuem potencial antifingico, in vitro, frente ao

crescimento planctonico de espécies do complexo Sporothrix schenckii;

Sinvastatina, atorvastatina e pravastatina possuem potencial antifungico, in vitro, frente aos

biofilmes das espécies do complexo Sporothrix schenckii;

A pravastatina interage sinergicamente com itraconazol, anfotericina B e terbinafina, in

vitro, em espécies do complexo S. schenckii.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifingica da sinvastatina, atorvastatina pravastatina, in vitro, frente

células planctonicas e biofilmes de espécies do complexo S. schenckii por tratamentos isolados

ou concomitantes de pravastatina associada com itraconazol, anfotericina B ou terbinafina em

células planctbnicas das espécies do complexo S. schenckii.

4.2 Obijetivos Especificos

Analisar o perfil de sensibilidade de células planctonicas de espécies do complexo S.

schenckii frente a sinvastatina, atorvastatina ou pravastatina.

Investigar a sensibilidade dos biofilmes de espécies do complexo S. schenckii frente a

sinvastatina, atorvastatina ou pravastatina.

Avaliar as interagdes farmacoldgicas entre a pravastatina e as drogas
antifangicasitraconazol, anfotericina B ou terbinafina frente espécies do complexo S.

schenckii.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Local do estudo

As pesquisas foram realizadas nos laboratérios do Centro Especializado em
Micologia Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceara (UFC), Brasil.

5.2 Micro-organismos

Foram utilizadas 18 cepas pertencentes ao complexo de espécies S. schenckii, sendo
08 cepas de S. brasiliensis, 04 de S. schenckii stricto sensu, 02 de S. globosa e 04 de S. mexicana
(Tabela 1). As cepas foram obtidas da micoteca do CEMM/UFC.

Para ensaios com a forma filamentosa, as cepas foram cultivadas em agar batata
dextrose (PDA) (Himedia, Mumbai, india) e incubadas a 35°C por 5 dias (CLSI, 2008a). Para
obter o crescimento de leveduras, subculturas sucessivas foram realizadas no BHI caldo
suplementado de glicose a 2%, pH 7,8, a 37 °C por 7 dias com agitacdo orbital (150 rpm)
(BORBA-SANTOS et al., 2017).
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Tabela 1 —Cepas de espécies do complexo Sporothrix schenckii utilizadas neste estudo.

Cepa Espécie Origem
CEMM 05-3-050 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-052 Sporothrix brasiliensis Céo
CEMM 05-3-053 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-075 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-078 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-087 Sporothrix brasiliensis Humano
CEMM 05-3-088 Sporothrix brasiliensis Humano
CEMM 05-3-089 Sporothrix brasiliensis Humano
CEMM 05-4-004 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-4-005 Sporothrix globosa Humano
CEMM 05-3-100 Sporothrix mexicana Vegetal
CEMM 05-3-101 Sporothrix mexicana Solo
CEMM 05-4-008 Sporothrix mexicana Humano
CEMM 05-4-009 Sporothrix mexicana Humano
CEMM 05-3-090 Sporothrix schenckii sensu strict Humano
CEMM 05-3-095 Sporothrix schenckii sensu strict Humano
CEMM 05-3-097 Sporothrix schenckii sensu strict Humano

CEMM 05-3-048 Sporothrix schenckii sensu strict Gato
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5.3 Fluxograma

Figura 11 — Fluxograma dos experimentos realizados
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5.4 Estatinas e drogas antifungicas

As solucbes-estoque das estatinas foram produzidas na concentracdo de 10.000
pg/ml. Sinvastatina (SIN, Medley farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil) foi ativada através de
hidrélise em NaOH etandlico (15% (v/v) etanol, 0,25% (w/v) NaOH) a 60 °C por 1 hora
(BRILHANTE et al., 2015); atorvastatina (ATO, Medley farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil) foi
diluida em dimetil sulfoxido (DMSQO) e pravastatina (PRA, Medley farmacéutica, Sao Paulo,
Brasil) em agua destilada estéril. Os antifangicos: anfotericina B (AMB, Sigma, St. Louis, MO,
EUA), itraconazol (ITC, Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgium) e terbinafina (TRB, Sigma,
St Louis, MO, USA) foram preparados com base no documento M38-A2 do CLSI (CLSlI,
2008a). As solucbes-estoque de anfotericina B, itraconazol e terbinafina foram diluidas na
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concentracdo de 1.600 pg/mL. Todos os antifingicos foram diluidos em DMSO a 100% e

ficaram estocados a — 20°C até o uso.

5.5 Teste de sensibilidade antifungica

Os testes de sensibilidade foram realizados em microplacas de 96 pocos, utilizando-
se a técnica de microdiluicdo em caldo, conforme os documentos M38-A2 para a forma
filamentosa, e M27-A3 para a forma leveduriforme, do CLSI (CLSI, 2008a, 2008b), com
adaptacdes. A faixa de concentracao testada foi de 4 a 2.048 pg/mL de sinvastatina para a forma
filamentosa do fungo e de 0,12 a 64pg/mL para forma leveduriforme; de 4 a 2.048 pg/mL de
pravastatina; de 1 a 512 pg/mL de atorvastatina (BRILHANTE et al., 2015) e de 0,03 a 16 pg/mL
de anfotericina B, itraconazol e terbinafina para ambas formas testadas. Os inoculos foram
preparados em solucdo salina a 0,9% e em seguida ajustados para uma concentracdo final de
0,4 a 5x10*UFC/mL (forma filamentosa) e de 0,5-2,5x103UFC/ml (forma leveduriforme) em
meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA), tamponados a pH 7,0 com 0,165M de MOPS
(Sigma, St. Louis, MO, USA). As microplacas foram incubadas a 35 °C por 72 horas (forma
filamentosa) e a 37 °C por 96 horas (forma leveduriforme). A concentracdo inibitéria minima
(CIM) das estatinas foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento fangico em comparagéo com o crescimento fungico sem a presenca da droga. Para
os antifungicos, a CIM de anfotericina B foi definida como a menor concentragcdo capaz de
inibir 100% de crescimento, a de terbinafina foi de 80% de inibicdo de crescimento e a de
itraconazol foi de 100% para fungos filamentosos e de 50% para leveduras em comparagdo com
0 crescimento fangico na auséncia das drogas. Candida parapsilosis ATCC 22019 e
Candidakrusei ATCC 6258 foram utilizadas como controles de qualidade dos experimentos.
Os experimentos foram conduzidos em duplicata em momentos distintos.

A concentracdo fungicida minima (CFM) das estatinas foi realizada por semeadura
em agar batata do conteldo de todos 0s pocos com auséncia visual de crescimento fungico a 35
°C (forma filamentosa) e a 37 °C (forma leveduriforme) por 7 dias. A CFM foi considerada
como a menor concentracdo das drogas que inibiu 99,9% do crescimento fangico (SCORDINO
etal., 2015).
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5.6 Interacdo da pravastatina com antifangicos sobre Sporothrix spp.

Os testes de interacdo entre pravastatina e as drogas antifungicas (anfotericina B,
itraconazol ou terbinafina) em células plancténicas de Sporothrix spp. (04 cepas de S.
brasiliensis, 02 de S. schenckii stricto sensu, 02 de S. mexicana e 02 de S. globosa) foram
realizados na forma filamentosa de acordo com o método de microdiluicio em caldo
(checkerboard) descrito por Almeida-Paes et al. (2016) e adaptado por Brilhante et al. (2018b).
Os valores de CIM obtidos foram utilizados para determinacio do indice de Concentragio
Inibitoria Fracionada (ICIF). As combinagdes com ICIF < 0,5 foram consideradas sinérgicas;
aquelas com 0,5 < ICIF <4 foram tidas como indiferentes; e apenas aquelas com ICIF > 4 foram
classificadas como antagonicas (ODDS, 2003). Os experimentos foram conduzidos em

duplicatas.

5.7 Formagéao de biofilmes

A formacéo do biofilme da forma filamentosa foi realizada de acordo com Brilhante
etal. (2018b). Uma aliquota de 200 pL de suspenséo fungica a 1x10° conidios/ml foi preparada
em meio RPMI 1640 e adicionada a microplacas de 96 pocos. As placas foram incubadas a 35
°C por 24 horas para adesdo celular. Apos esse periodo as placas foram lavadas com PBS e
adicionados 200 pL de meio RPMI 1640. As placas foram entdo incubadas novamente por 96

horas, nas mesmas condic¢des, para formacdo do biofilme.

5.8 Efeito das estatinas sobre os biofilmes de Sporothrix spp.

A acdo das estatinas sobre os biofilmes de Sporothrix spp. foi realizada sobre a
forma filamentosa desses, pois, segundo Brilhante et al. (2018b), os biofilmes das formas
filamentosas sdo mais complexos, tém mais camadas, sendo mais tolerantes que os biofilmes
da forma leveduriforme de Sporothix spp. Apds a formacéo dos biofilmes, eles foram lavados
com PBS e aliquotas de 200 puL de meio RPMI 1640 contendo diluicdes em série de
sinvastatina, atorvastatina e pravastatina. Anfotericina B, itraconazol e terbinafina foram
adicionadas as microplacas, as quais foram incubadas a 35 °C por 72 horas. A faixa de
concentragéo testada foi de 4-2.048 pug/mL para sinvastatina e pravastatina; 1-512 pg/mL para
atorvastatina (BRILHANTE et al., 2015) e 0,03-16 pg/mL para os anfotericina B, itraconazol
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e terbinafina. Apos exposicdo, o efeito das drogas foi avaliado pela quantificacdo da atividade
metabdlica, através do ensaio de reducdo do 2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl-2H-tetrazolium-
5-carboxanilide (XTT) (Sigma Chemical Corporation, EUA), como descrito por Brilhante et al.
(2018a).

A quantificacdo da atividade metabdlica foi feita pela preparacdo de aliquotas da
solugéo de XTT-menadiona [0,5 mg/mL de XTT e 1 mM de menadiona (Sigma Chemical Co.,
EUA)], preparada em PBS e adicionada aos pocos, seguida de incubacgéo das placas no escuro
por 3 horas a 35 °C. Posteriormente, a solucdo de XTT-menadiona foi transferida para pogos
de uma nova placa e realizada leitura em espectrofotdmetro a 492 nm.

A concentracdo inibitéria minima do biofilme (CIMB) foi determinada como a
menor concentragdo capaz de causar 50% de inibicao (CIMB,,), para as estatinas, e 90%

(CIMB,,,,) de inibicdo para as drogas antifungicas, da atividade metabodlica dos biofilmes

90%
quando comparada a atividade metabdlica do controle de crescimento sem drogas (VALENTIN

et al., 2016). Os experimentos foram conduzidos em duplicata em dois momentos distintos.

5.9 Analises estatisticas

Para a analises realizadas foram utilizadas as variaveis CIM (em numero de
diluicdes realizadas) e absorbancia (DO). Quando os dados apresentaram simetria e variancias
semelhantes, foi utilizada a ANOVA para as analises realizadas em trés ou mais grupos de
dados, seguido do teste post hoc de Tukey para a comparacdo entre pares; e o teste t de Student
para 2 grupos de dados. Nas situacdes de elevada assimetria dos dados foi utilizado o teste de
Friedman (3 ou mais grupos de dados), seguido do teste post hoc de Dunnpara a comparacao
entre pares, ou o teste de Mann-Whitney (2 grupos de dados ndo pareados) ou Wilcoxon (2
grupos de dados pareados). Em todas as situaces, o nivel de significancia adotado para

conclusdes afirmativas foi de 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Sensibilidade planctonica de Sporothrix spp.

Dentre as estatinas, sinvastatina e atorvastatina apresentaram menores CIMs em
relagdo a pravastatina sobre as espécies do complexo S. schenckii nas formas filamentosa e
leveduriforme (Tabela 2).

As CIMs para a forma filamentosa de Sporothrix spp. variaram de 16 a 128 pg/mL
para sinvastatina; de 8 a 32 pug/mL para atorvastatina; e de 128 a 512 pg/mL para pravastatina,
(Tabela 2). Para as drogas antifungicas, os valores de CIM obtidos variaram de 0,25 a 4ug/mL
para anfotericina B e itraconazol; e de 0,12 a 4pug/mL para terbinafina (Tabela 3).

A sinvastatina apresentou valores de CIM menores que pravastatina e maiores que
atorvastatina (p<0,0001). A forma filamentosa de S. brasiliensis foi a espécie que apresentou
maiores CIMs de sinvastatina (p=0,0008). Com relacdo aos valores de CFM de sinvastatina
variaram de 128 a >2048ug/mL, atorvastatina de 512 a >512 pg/mL e pravastatina de 1024 a
>2048ug/mL, respectivamente, sem diferengas estatisticas com a CIM para 100% de inibicao

fangica.



Tabela 2 — Concentracdo inibitéria minima e Concentracdo fungicida minima de estatinas frente as espécies do
complexo S. schenckii na forma filamentosa.

Espécies (n) SINVASTATINA ATORVASTATINA PRAVASTATINA
CIM CIM CIM
£0% CFM £0% CFM 50% CFM
Sporothrix brasiliensis (n=8)
Range 32-128 256- >2048 16 - 32 512 - >512 128 - 512 1024- > 2048
GM 64 512 20,7 512 256 1024
Sporothrix globosa (n=2)
Range 16 - 32 128-512 16 512 128 > 2048
GM 22,6 256 16 512 128 > 2048
Sporothrix mexicana (n=4)
Range 16 - 32 256 - 2048 8-32 512 - >512 256 - 512 > 2048
GM 22,6 7244 19 512 362 > 2048
Sporothrix schenckii (n=4)
Range 16 128 - 2048 8-32 512 - >512 128 - 512 > 2048
GM 16 724,1 13,5 512 256 > 2048

Legenda: GM: média geométrica; CIM

: Concentragdo inibitdria minima (mg/L); CFM: concentragdo fungicida minima (mg/L).
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Tabela 3 — Concentragdo inibitoria minima e Concentracdo fungicida minima dos antifangicos frente as
espécies do complexo S. schenckii na forma filamentosa.

Espécies(n) ANFOTERICINA B ITRACONAZOL TERBINAFINA
CIM
100% CFM CIM 100% CFM CIM 80% CFM
Sporothrix brasiliensis (n=8)
Range 05-4 1-4 0,25-4 16 — >16 0,03-0,12 05-2
GM 1,5 2,2 1,2 16 0,1 1
Sporothrix globosa (n=2)
Range 05-2 2-4 1-2 16 —> 16 0,06 05-1
GM 1 2,8 1,4 16 0,06 1
Sporothrix mexicana (n=4)
Range 0,25-2 1- 16 05-2 8->16 0,12 - 0,25 1-2
GM 0,7 1,2 1,2 12,7 0,1 2
Sporothrix schenckii (n=4)
Range 0,25-1 0,25-1 05-1 16 -> 16 0,12 - 0,25 2-4
GM 0,7 1 1 16 0,25 3

Legenda: GM: média geométrica; CIM: Concentracdo inibitéria minima (mg/l); CFM: concentracdo fungicida minima (mg/l).
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Quanto as CIM para a forma leveduriforme de Sporothrix spp., essas variaram de 8
a 32ug/mL para sinvastatina; 8 a 64ug/mL para atorvastatina; e de 128 a 256ug/mL para
pravastatina (Tabela 4). Para as drogas antifingicas, os valores de CIM obtidos variaram de
0,03 a 0,5 pg/mL para anfotericina B, 0,03 a 1 pg/mL itraconazol; e de 0,03 a 0,125ug/mL para
terbinafina (Tabela 5). Em relagdo aos dados obtidos para ambas as formas analisadas,
observou-se que a forma leveduriforme apresentou CIMs menores quando comparadas com 0s
valores para forma filamentosa de Sporothrix spp. (p<0,0001).

Os valores de CFM variaram de 64 a >64 pg/mL para sinvastatina, de 64 a >512
ug/mL para atorvastatina e 1024 a >2048 pg/mL para pravastatina.
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Tabela 4 — Concentracdo inibitéria minima e Concentracao fungicida minima das estatinas sobre espécies do complexo

S. schenckii na forma leveduriforme.

Espécies(n) SINVASTATINA ATORVASTATINA PRAVASTATINA

CIM 50%

CFM CIM 50% CFM CIM 50% CFM

Sporothrix brasiliensis (n=7)

Range 8-32 64 - >64 8-64 64 - >512 128 - 256 1024 - >2048
GM 17,7 64 13,1 337,8 210 1024
Sporothrix globosa (n=2)
Range 32 >64 64 >512 256 >2048
GM 32 >64 64 >512 256 >2048
Sporothrix mexicana (n=4)
Range 2-16 64 - >64 8 - 64 256 — 512 128 - 256 1024 - >2048
GM 6,7 64 27 430,5 215,3 1024
Sporothrix schenckii (n=2)
Range 32 >64 16 >512 128 - 256 2048
GM 32 >64 16 >512 181 2048

Legenda: GM: média geométrica; CIM:

Concentracdo inibitéria minima (mg/l); CFM: concentracdo fungicida minima (mg/l).



Tabela 5 — Concentracdo inibitéria minima e Concentracdo fungicida minima dos antifungicos sobre espécies

do complexo S. schenckii na forma leveduriforme.

Espécies(n) ANFOTERICINA B ITRACONAZOL TERBINAFINA
CIM 100% CFM CIM 100% CFM CIM 80% CFM
Sporothrix brasiliensis (n=7)
Range 0,12-0,5 0,125-1 0,25-0,5 0,25->16 0,03-0,12 0,03-0,12
GM 0,25 0,16 0,34 0,84 0,1 0,1
Sporothrix globosa (n=2)
Range 0,03 -0,25 2-4 0,03 -0,25 16 - >16 0,03 0,12
GM 0,1 2,8 0,1 16 0,031 0,12
Sporothrix mexicana (n=4)
Range 0,12-0,5 05-2 0,25-1 8->16 0,03-0,12  0,03-0,5
GM 0,30 1,2 0,42 12,7 0,1 0,2
Sporothrix schenckii (n=2)
Range 0,06 0,06 0,5 >16 0,03 0,03
GM 0,06 0,06 0,5 >16 0,03 0,03

Legenda: GM: média geométrica; CIM: Concentracdo inibitéria minima (mg/l); CFM: concentracdo fungicida minima (mg/l).
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6.2 Interacdo de pravastatina e antifangicos frente Sporothrix spp. na forma filamentosa

Os testes de interagdo foram feitos em 10 cepas (04 S. brasiliensis, 02 S. schenckii
stricto sensu, 02 S. mexicana e 02 S. globosa), com base nos resultados obtidos para a forma
filamentosa, as combinacOes entre pravastatina e itraconazol, anfotericina B e terbinafina
apresentaram indiferenca farmacoldgica. N&o sendo evidenciada nenhuma interacéo antagonica

nas combinagdes testadas.



Tabela 6 — Indice de concentracio inibitoria fracionada de pravastatina e antiftingicos frente Sporothrix spp. na forma filamentosa

Concentracéo Inibitoria Minima (ug/ml)

Drogas isoladas

Drogas combinadas

indice de Concentrac&o Inibitoria
Fracionada (ICIF)

Espécie (n)
PRA + PRA + PRA +
PRA AMB ITC TRB PRA/AMB PRA/ITC PRA/TRB
AMB ITC TRB
512 2 0,25 0,125 16/2 256/0,5 256/0,125 1,03 2,5 15!
Sporothrix
256 2 0,5 0,25 16/2 256/0,5 128/0,12 1,06' 2! 1!
brasiliensis 512
(n=4) 2 1 0,06 256/1 32/1 512/0,06 1! 1,06 2!
128 4 2 0,25 64/2 64/2 32/0,25 1! 15! 1,25!
Sporothrix 512 0,25 0,25 16/2 256/0,5 64/0,5 2,03' 25" 2,121
schenckii s. s. 63
(=) 256 1 0,5 0,125 128/1 256/0,5 64/125 1,5! 2! 1,25
n:
Sporothrix 512 0,25 0,25 0,06 256/0,5 256/0,5 512/0,06 2,5 25! 2!
globosa
(n=2) 512 0,25 0,25 0,06 256/0,5 256/0,5 256/0,06 2,5 25! 15"
Sporothrix 512 1 0,5 0,125 16/2 256/0,5 256/0,125 2,03 15! 15!
mexicana
(n=2) 128 1 2 0,25 16/2 64/2 32/0,5 2,12 15" 2,25
n=

Legenda: PRA: Pravastatina; AMB: Anfotericina B; ITC: Itraconazol; TRB: Terbinafina. ': Interacéo indiferente.
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6.3 Efeito das estatinas sobre biofilmes de Sporothrix spp.

Na avaliacdo do efeito das estatinas sobre os biofilmes da forma filamentosa de
Sporothrix spp., observou-se que sinvastatina apresentou CIMBsoy, variando de <128 a
>2048ug/mL, <128 — 256 pg/mL, 512ug/mL e 128 a 512 pg/mL para as cepas de S. brasiliensis;
de S. schenckii stricto sensu; de S. globosa; e de S. mexicana, respectivamente. Ndo houve
diferenca estatistica entre as CIMBsoy de sinvastatina e dos antifingicos, nem entre as CIMBgoy
de sinvastatina e as de itraconazol e anfotericina B (Tabela 6).

Atorvastatina apresentou CIMBsoy, variando de 128 a >512pg/mL, 512 a >512
pug/mL, 512 pg/mL, 512 a >512 pg/mL para as cepas de S. brasiliensis; de S. schenckii stricto
sensu; de S. globosa; e de S. mexicana, respectivamente. Pravastatina ndo apresentou CIMBsoo
nas concentracOes testadas. Para as drogas antifangicas apresentou CIMBsoy, de 32 a 128 ug/mL
para anfotericina B, 64 a 128 ng/mL para itraconazol e 4 a 64 pg/mL para terbinafina para as
cepas de S. brasiliensis; de S. schenckii stricto sensu; de S. globosa; e de S. mexicana,

respectivamente (Tabela 6).



Tabela 7 — Concentracdo inibitéria minima das estatinas e dos antiflngicos sobre biofilmes das espécies do complexo de espécies S. schenckii na
forma filamentosa.

SIN ATO PRA AMB ITC TRB
Espécies) ciMB cimB cime “M cme cve cme  “IY cme cimB cive  cive
50%  90%  50% 50%  90%  50% 509%  90%  50%  90%

90% 90%
Sporothrix brasiliensis (n=8)

<128 - 512 - 128 - 64 - 64 -

GM 181 861,1 337,8 20>48 > 2048 >2048 34,9 1114 32 1114 2,8 12,1
Sporothrix globosa (n=2)
512 - 64 -
Range 2048 >2048 512 >2048 >2048 >2048 32 128 32 128 4 8
GM 1024 >2048 512 20> 4g > 2048 >2048 32 90,5 32 128 4 8
Sporothrix mexicana (n=4)
Range 128 - 512 5’2154'8 Eﬁz >2048 >2048 >2048 1664 igs 16 — 32 ?‘2‘8 8-16 16-64
GM 362 512 512 20>48 > 2048 > 2048 38,1 76,1 22,6 107,6 9,5 26,9
Sporothrix schenckii (n=4)
Range <210sz_ >2048 Egz >2048 >2048 >2048 1632 ﬁS 16 — 32 ?218 8-16 16-32
GM 161,3 >2048 512 20> 48 > 2048 >2048 27 64 19 90,5 9,5 23

Legenda: SIN: Sinvastatina; ATO: Atorvastatina; PRA: Pravastatina; AMB: Anfotericina B; ITC: Itraconazol; TRB: Terbinafina. GM: Média Geométrica. CIMB50% e
CIMB90%: CIM sobre biofilme (mg/l) capaz de inibir 50% e 90% da atividade metabdlica do biofilme quando comparado ao controle de crescimento, respectivamente.
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7 DISCUSSAO

A esporotricose € uma micose subcutadnea com crescente surgimento de casos no
Brasil e no mundo, com diversos casos de epidemias ao longo dos anos e com crescente casos
de tranmissdes zoonoticas evidenciando assim a necessidade de expansao do arsenal terapéutico
para essa doenga (QUEIROZ-TELLES et al., 2019).

Estudos anteriores descreveram desafios para o tratamento da esporotricose,
reforcando a necessidade de medicamentos eficazes. No entanto, a producdo de novos farmacos
é um processo lento e de custo elevado, consequentemente, o reposicionamento de drogas é
uma alternativa promissora para o desenvolvimento de novas terapias (NYILASI et al., 2013).

O complexo Sporothrix schenckii é formado por diferentes espécies consideradas
patogénicas que constituem o complexo Sporothrix schenckii, sdo elas: S. brasiliensis, S.
mexicana, S. globosa, S. schenckii stricto sensu, S. luriei e S. pallida sendo as espécies S.
brasiliensis e S. schenckii as de maior prevaléncia no Brasil e mais relacionadas a infeccéo
humana e a transmisséo zoondtica, sendo classificadas como mais virulentas (RODRIGUES et

al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2016b BRILHANTE et al., 2016). As espécies que
compdem o complexo S. schenckii € composta por fungos termodimorficos, no qual, possuem
morfologias distintas dependendo da temperatura que estejam inseridos. Apresentando a forma
micelial quando estdo a temperatura ditas ambientais (entre 25-28°C) e quando estdo em
temperaturas de aproximadamente 37 °C, se apresentam leveduriforme (RODRIGUES et al.,
2016).

Estudos in vitro relatam que Sporothrix spp. na forma filamentosa tem capacidade
de formar biofilme (SANCHEZ-HERRERA et al., 2014; BRILHANTE etal., 2017). Sporothrix
pode apresentar diversas adaptacOes para sobreviver em diferentes ambientes, dentre eles a
formacdo de biofilme (BRILHANTE et al., 2018). Os biofilmes sdo determinados como
comunidades sésseis, aderidas a um substrato bi6tico ou abiotico, recobertas por uma complexa
matriz extracelular de substancias poliméricas (RAMAGE et al., 2012). Em geral a habilidade
de formar biofilme leva 0s micro-organismos a uma maior viruléncia, pois permite aos
envolvidos sobreviverem a ambientes hostis, como mudanca de pH, desidratacdo, substancias
quimicas, dentre outros. Acredita-se também que grande parte das infecgdes microbianas em
seres humanos e animais sao provocadas por micro-organismos nesse tipo de associacdo, no
qual podem apresentar maior refratariedade ao tratamento com antimicrobianos convencionais
(BRILHANTE et al., 2014; NET; ANDES, 2015; MITCHELL et al., 2016). Com isso, é de



67

grande importancia o estudo de farmacos que atuem ndo so6 frente a forma plancténica, como
no biofilme.

Este estudo avaliou a atividade inibitdria das estatinas sobre o crescimento fungico
das espécies S. brasiliensis, S. schenckii sensu strict, S. globosa e S. mexicana do complexo S.
schenckii contra células planctnicas e biofilmes, nas formas filamentosa e leveduriforme. Os
testes em células plancténicas foram realizados nas duas formas, pois, segundo Borba-Santos
et al. (2015b), ambas apresentaram diferentes perfis de sensibilidade aos antifungicos.

Inicialmente obtivemos as concentracdes inibitérias minimas (CIMs) das cepas em
crescimento planctonico. Os resultados obtidos para as drogas antifungicas anfotericina B,
itraconazol e terbinafina estdo na mesma faixa de concentragOes descrita por outros estudos
(ALMEIDA-PAES et al., 2016a; BORBA-SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2018).
O efeito antifungico de sinvastatina, atorvastatina e pravastatina no crescimento planctonico de
Sporothrix spp. foi observado, assim como em estudos anteriores, pois sinvastatina e a
atorvastatina foram descritas causando inibicdo em espécies de Candida spp., Cryptococcus
neoformans, Aspergillus fumigatus, dentre outros microrganismos (QIAO et al., 2007,
BRILHANTE et al., 2015). Nesse estudo a acdo antifungica das estatinas afetou as duas formas
de crescimento de Sporothrix spp, tendo a forma leveduriforme apresentado CIMs em torno de
4 vezes menor que as obtidas para a forma filamentosa, o que corrobora com Brilhante et al.
(2018b). Essa diferenca na sensibilidade entre as formas de Sporothrix spp. ja foi relatada
anteriormente e possivelmente esta relacionada com a presenca de melanina na parede celular
deste fungo, pois age protegendo o microrganismo contra drogas antifingicas, sendo produzida
em menor quantidade pela forma leveduriforme em relacdo a forma filamentosa (ALMEIDA-
PAES et al., 2017, SANCHOTENE et al., 2017).

Em relacdo a sinvastatina e atorvastatina, pravastatina apresentou maiores CIMs.
Tal resultado pode estar relacionado a diferencas em suas caracteristicas quimicas, ja que
sinvastatina e pravastatina sdo formas semisintéticas, derivadas de lovastatin, e atorvastatina é
a forma sintética pura (HOFFMAN et al., 1986; GRAZIANO et al., 2015). Entretanto,
sinvastatina e atorvastatina, assim como lovastatina, cerivastatina, fluvastatina e pitavastatina
sdo lipofilicas, enquanto pravastatina € hidrofilica, o que pode explicar maior atividade de
sinvastatina e atorvastatina, pois a membrana celular fangica é lipoproteica e apresenta maior
afinidade com moléculas lipofilicas, facilitando assim a entrada da molécula na célula
(GRAZIANO et al., 2015; LIU et al. ,2019).

Em relacdo as interacdes de estatinas com antifingicos, estudos anteriores relataram

efeitos sinérgicos e antagdnicos in vitro dessa associa¢do (NYILASI et al., 2013). Devido a esse
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dado, buscou-se pesquisar a interagdo da pravastatina com os antifingicos classicos usados no
tratamento da esporotricose, tendo sido escolhida por ndo haver relatos de toxicidade de seu uso
concomitante a utilizacdo de antifingicos (anfotericina B, itraconazol e terbinafina), porémessas
drogas apresentaram interacOes indiferentes. Entretanto, o fato de a interacdo ser indiferente é
um dado importante, pois pode-se investir no estudo da utilizacdo da pravastatinaja que a mesma
pode ser utilizada concomitante a utilizacdo de antifingicos e obteve resultadoin vitro frente a
forma planctonica.

Brilhante et al. (2018a, 2018b) mostraram que Sporothrix spp. sdo capazes de
formar biofilmes tanto na forma filamentosa quanto na leveduriforme, sendo considerado um
importante fator de viruléncia para Sporothrix spp. associado ao aumento da tolerancia as
drogas antifungicas. Devido a isso, é importante o estudo de drogas que sejam capazes de
destruir os biofilmes formados. Sinvastatina tem acédo inibitdria sobre biofilmes formados de

Sporothrix spp., assim como em células planctonicas, sendo CIMB, o CIMB,, de sinvastatina

semelhante estatisticamente aos antifngicos testados, demonstrando que a a¢éo dessas drogas
nos biofilmes de Sporothrix spp. nas concentracdes testadas & semelhante a acdo dos
antifangicos utilizados no tratamento da esporotricose, 0 que corrobora com a possivel
realocacao desses farmacos para o tratamento dessa doenca.

Foram observados que as CIMB,, foram maiores que as CIMs da sensibilidade

plancténica, demonstrando o aumento da toleréncia dos biofilmes as drogas testadas. Apesar de
formar biofilmes em ambas as formas, biofilmes das formas filamentosas sao mais complexos
e possuem maior nimero de camadas que biofilmes de leveduras de Sporothix spp.
(BRILHANTE et al., 2018c). Além disso, a forma filamentosa € responsavel por manter o ciclo
bioldgico de disseminacdo deste fungo, por isso foi avaliado o efeito das estatinas sobre esta
forma de crescimento.

O uso de estatinas desregula a producdo celular de isoprendide, que leva a disfuncéo
mitocondrial, déficit respiratério, alteracfes na estrutura lipidica e na dinamica da membrana
plasmatica das células de C. albicans, o que pode também acontecer em célula de Sporothrix
spp., podendo ser 0s possiveis mecanismos responsaveis pela reducdo do biofilme e inibicéo de
células plancténicas (GYETVAI et al., 2006; CABRAL et al., 2013).

As estatinas em células de mamiferos agem na extremidade proximal da via do
mevalonato, inibindo a HMG-CoA redutase, diminuindo assim a sintese imediata da biossintese

de mevalonato e colesterol (PARIHAR et al., 2018). Hipotetizamos que 0 mesmo possa
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acontecer na biossintese do ergosterol, principal esterol presente da membrana fungica, o que
pode explicar a presenca de células mortas ou com dano na membrana celular.

Esporotricose esta presente em regiGes em que a grande maioria da populagdo se
enquadra como baixa renda e com estrutura sanitéria precaria, o que enfatiza a importancia de
uma terapéutica que vise custo-efetividade, ja que € um tratamento longo, no qual existem
relatos de recidivas da doenga seja por resisténcia as drogas as utilizadas ou por abandono do
tratamento (SHINOGI et al., 2004, BARROS et al., 2011, MACEDO et al., 2014, PAIXAO et
al., 2015, VETTORATO et al., 2018). Neste contexto, 0 possivel uso das estatinas no tratamento
da esporotricose seria de grande beneficio.

Embora o uso das estatinas como potenciais antifingicos tenha sido analisado em
outros estudos in vitro, este € um estudo pioneiro sobre a atividade inibitoria envolvendo
espécies do complexo S. schenckii ante a sinvastatina, atorvastatina e pravastatina. Tambem é
0 primeiro ensaio de microdiluicdo em caldo apresentando CIM e CFM das estatinas frente a
S. schenckii nas suas duas formas filamentosa e leveduriforme.

Em suma, sinvastatina e atorvastatina apresentam atividade antifungica contra
células planctdnicas do complexo S. schenckii nas formas filamentosa e leveduriforme; e contra
biofilmes da forma filamentosa de Sporothrix spp. Ademais, pravastatina mostrou interacoes
indiferentes com anfotericina B, itraconazol e terbinafina. Diante do exposto, o presente estudo
torna-se importante para nortear e estruturar futuros estudos in vivo para melhor entender os
processos envolvidos na acdo das estatinas sobre espécies do complexo S. schenckii e as

possiveis aplicacdes clinicas desses medicamentos.
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8 CONCLUSOES

Sinvastatina, atorvastatina e pravastatina possuem atividade antifungica sobre as formas

planctonicas de espécies do complexo S. schenckii nas fases filamentosa e leveduriforme;

Pravastatina apresenta interacdes indiferentes frente as espécies do complexo S. schenckii

quando combinada com anfotericina B, itraconazol e terbinafina;

Sinvastatina e atorvastatina possuem atividade antifingica sobre biofilmes da forma

filamentosa de espécies do complexo S. schenckii.
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