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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos dimorficos pertencentes ao
complexo Sporothrix schenckii, 0s quais necessitam de micronutrientes, dentre eles o ion ferro,
para crescimento, expressdo de fatores de viruléncia e execucdo de processos bioldgicos.
Estudos demonstraram que a limitacdo de ferro por quelantes tem sido eficaz em inibir o
crescimento de diversos fungos. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antifngica do quelante lactoferrina (LF) e sua interacdo com drogas antifngicas
frente a cepas do complexo S. schenckii. Foram utilizadas 12 cepas de Sporothrix spp. nas
formas filamentosa e leveduriforme (04 S. brasiliensis, 01 S. globosa, 04 S. mexicana e 03 S.
schenckii sensu stricto). Os testes de sensibilidade foram realizados através do método de
microdiluicdo em caldo em placas com 96 pocos para as formas filamentosa e leveduriforme,
enquanto o efeito da combinacdo do quelante com os antiflngicos anfotericina B, itraconazol e
terbinafina foi avaliada pelo método checkerboard. Os resultados foram lidos visualmente apds
0 periodo de incubacdo de 72h a 35°C (para a fase filamentosa do fungo) e 96h a 37°C (para a
forma leveduriforme do fungo). A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de LF foi definida
como a menor concentracao capaz de inibir 50% de crescimento, para os antiflngicos a CIM
foi definida como a menor concentragéo capaz de inibir 100% (AMB e TRB) ou 80% (ITC) do
crescimento fungico em comparagdo com o crescimento do controle sem droga. A glicoproteina
LF apresentou atividade antifungica em todas as cepas, com CIM variando de 16 a 64 pg/mL
para a forma filamentosa ¢ de 8 a 32 pg/ml para a forma leveduriforme de Sporothrix spp. O
quelante apresentou sinergismo com itraconazol em duas cepas, enquanto sua interacdo com
anfotecina B foi indiferente, além disso, observou-se interagcdes antagonicas entre LF e TRB.
Conclui-se que a LF apresentou atividade antifngica frente células planctdnicas de Sporothrix

spp., e interagcOes variando de sinérgicas a antagénicas com os antifungicos cléassicos.

Palavras-chave: esporotricose; micologia; quelantes de ferro; sinergismo farmacolégico.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by dimorphic fungi belonged to Sporothrix
schenckii complex. Fungi require micronutrients for their growth, expression of virulence
factors and making biological processes. The iron ion is an essential micronutrient for the
survival of almost all eukaryotic organisms and has great relevance during fungal infections.
Studies have shown that iron limitation by chelants has been effective in inhibiting the growth
of various fungi. Thus, the present study aimed to evaluate the antifungal activity of lactoferrin
chelator (LF) and its interaction with antifungal drugs in strains of the S. schenckii complex.
Twelve strains of Sporothrix spp. were used in filamentous and yeast forms (04 S. brasiliensis,
01 S. globosa, 04 S. mexicana and 03 S. schenckii sensu stricto). Sensitivity tests were
performed using the microdilution method in broth in plates with 96 wells for filamentous and
yeast forms, and on how much the effect of combining chelator with antifungal amphotericin B
(AMB), itraconazole (ITC) and terbinafine (TRB) was evaluated by the checkerboard method.
The results were read visually after the incubation period of 72h to 35°C (filamentous) and 96h
at 37°C (yeast). The Minimum Injunction Concentration (MIC) of LF was defined as the lowest
concentration capable of inhibiting 50% growth, for the antifungals the MIC was defined as the
lowest concentration capable of inhibiting 100% (AMB and TRB) or 80% (ITC) of fungal
growth compared with the growth of control without drug. The drug LF showed antifungal
activity in all strains, with MIC ranging from 16 to 64 pg/mL for the filamentous form and from
8 to 32 pg/ml for the yeast form of Sporothrix spp. The chelator presented synergism with
itraconazole in two strains, interaction between chelator and amphotericin B were indifferent,
in addition, antagonistic interactions between LF and TRB were observed. It is concluded that
LF have antifungal activity against planktonic cells of Sporothrix spp. and interactions ranging

from synergistic to antagonistic with classical antifungals.

Keywords: sporotrichosis; mycology; iron chelating agents; drug synergism.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea, causada por fungos dimorficos
pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii, podendo acometer humanos e outros animais.
As 4 espécies mais citadas causando essa infeccdo sdo: S. brasiliensis, S. schenckii sensu stricto,
S. globosa e S. luriei (LOPES-BEZERRA et al., 2018). A esporotricose tem distribuigéo
cosmopolita, tendo sido relatada ao redor de todo o mundo, com maior prevaléncia nas
américas, especialmente no Brasil, onde 0 nimero de casos veem crescendo nos ultimos anos,
sendo considerada uma zoonose emergente importante (GREMIAO et al., 2017).

Para sobreviver no ambiente e no hospedeiro, as espécies do complexo S. schenckii
expressam importantes atributos de viruléncia com destaque para a transicdo morfoldgica em
resposta a temperatura, um meio importante pelo qual o fungo é capaz de infectar mamiferos
(GARCIA-CARNERO; MARTINEZ-ALVAREZ, 2022), além da formacdo de biofilmes
(BRILHANTE et al., 2018) e produgéo de melanina (ALMEIDA-PAES et al., 2017).

A terapia utilizada para tratar esporotricose é diversa e depende da espécie etioldgica,
do estado imunoldgico do paciente e do tipo e extensdo das lesdes. O tratamento da doenca se
da pela administracdo de solugdo saturada de iodeto de potassio, itraconazol, terbinafina ou
anfotericina B (RODRIGUES; HAGEN; DE CAMARGO, 2022), sendo esta Ultima indicada
para casos mais graves, como nas infeccOes extracutaneas e disseminadas (SHARMA,;
SHARMA; SHARMA, 2022). Em gestantes, idosos e individuos imunossuprimidos ha
dificuldade no manejo terapéutico (OROFINO-COSTA et al., 2022), em decorréncia de fatores
como: limitado arsenal de medicamentos, efeitos colaterais que fazem com que os tratamentos
farmacologicos sejam contraindicados, falha terapéutica, especialmente em casos de
esporotricose disseminada e extracutanea, e aumento da resisténcia a medicamentos em alguns
isolados (SHARMA,; SHARMA; SHARMA, 2022). Diante disso, enfatiza-se a grande
necessidade da busca por novas moléculas com potencial antifungico contra Sporothrix spp.

Os fungos necessitam de macro e micronutrientes para sobreviver em ambientes
hostis e expressar seus fatores de viruléncia. O ion ferro € um micronutriente importante para
diversos organismos, se constituindo em fator essencial para a sobrevivéncia, persisténcia e
viruléncia durante infecgBes microbianas (MARTINEZ-PASTOR; PUIG, 2020). O ferro
também é necessario em diversos processos bioquimicos e metabolicos como respiracao
celular, crescimento, sintese de DNA, biossintese de proteinas e resisténcia a farmacos (NAIR,
etal., 2017).
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No entanto, durante o processo infeccioso, 0 hospedeiro mamifero reduz a
biodisponibilidade de ferro, isso o protege da toxicidade associada ao ferro livre e restringe o
crescimento do patogeno microbiano (TRIPATHI et al., 2020). Portanto, a competicéo por ferro
estabelecida entre o patdgeno e o hospedeiro € um dos principais determinantes do processo
infeccioso e para sobreviver os fungos desenvolveram mecanismos especializados e eficazes
para aquisicdo de ferro, como sintese e transporte de sideroforos, absorgao redutora de ferro e
mecanismos que usam heme e hemoglobina (BAIRWA; HEE JUNG; KRONSTAD, 2017).

Estudos ja demonstram a acdo de farmacos quelantes de metais contra leveduras de
Cryptococcus spp. e fungos dimorficos como Sporothrix spp. (LAl et al., 2016; BRILHANTE
et al., 2020). A lactoferrina € um peptideo antimicrobiano multifuncional, participando da
resposta imune com acao antiviral, antibacteriana e antifingica, no entanto, destaca-se por sua
grande afinidade pelo ferro (PALMA-RAMOS et al., 2016). E produzida pelo tecido
hematopoiético da medula 6ssea e por células epiteliais de diversas espécies de mamiferos,
como consequéncia, é encontrada em granulos de neutréfilos e na maioria das secrecbes
exocrinas, como leite, 1agrimas, secrecdes nasais, saliva e urina (ACOSTA-ZALDIVAR et al.,
2016; SINHA et al., 2013). Fernandes; Weeks e Carter (2020) demonstraram que esse quelante
de ferro tem acdo antifingica promissora, possuindo ampla atividade antimicética contra
Candida spp. e Cryptococcus spp., apresentando também atividade sinérgica quando
combinada ao antifungico anfotericina B.

Contudo, ndo ha estudos, in vitro, da sensibilidade de cepas do complexo S.
schenckii a lactoferrina nem da interacdo farmacoldgica entre esse quelante e os principais
antifungicos de escolha para o tratamento de esporotricose. Dessa forma, este estudo propde-se
a investigar a acdo de lactoferrina frente células planctonicas de Sporothrix spp. e seus

sinergismos com anfotericina B, itraconazol e terbinafina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sporothrix spp.

2.1.1 Aspectos taxonémicos

A taxonomia de Sporothrix spp. no século XXI tornou-se uma tarefa ardua devido
a grande sobreposicdo nas caracteristicas fenotipicas desses fungos (RODRIGUES et al., 2020).
O primeiro relato da descricdo clinica da esporotricose remonta a 1898 por Benjamin R.
Schenck, que isolou o0 agente a partir de lesdes nas méos e bracos de um paciente atendido no
John Hopkins Hospital nos Estados Unidos (EUA). Schenck detalhou as caracteristicas
morfologicas, desenvolvimento e resultados das inoculacdes desse microrganismo (BARROS;
ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011; SCHENCK, 1898).

Em 1900, Hektoen e Perkins descrevem o segundo caso de esporotricose, também
nos Estados Unidos (Chicago). Nesse caso, o paciente foi uma crianga do sexo masculino que,
apos ser atingido com um martelo, apresentou uma lesdo no dedo de regressdo espontanea
(RODRIGUES et al., 2020). Esses pesquisadores denominaram o género Sporothrix, no
entanto, o nome foi aplicado sem o fornecimento de sua diagnose e logo foi considerado
invalido pela maioria dos pesquisadores daquela época (DE BEER; DUONG; WINGFIELD,
2016; HEKTOEN; PERKINS, 1900). Assim, outros estudiosos, com base nas descri¢oes
fenotipicas realizadas por Schenck em 1898, classificaram o agente etioldgico da esporotricose
no género Sporothichum, filo Basidiomycota e ordem Polyporales (BARROS; ALMEIDA-
PAES; SCHUBACH, 2011; SCHENCK, 1898).

Somente em 1962, com a reclassificacdo de Carmichael que o nome Sporothrix
passou a ser gradativamente utilizado (DE BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016;
CARMICHAEL, 1962). De acordo com a classificagcdo taxondmica atual, o género Sporothrix
esta inserido na divisdo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Ophiostomatales, familia
Ophiostomataceae (ROSSATO, 2017). Atualmente abriga 53 espécies ja descritas, sendo S.
schenckii sensu stricto; S. brasiliensis; S. globosa e S. luriei, as 4 espécies mais relacionadas
aos casos de esporotricose humana e animal (RODRIGUES; HAGEN; DE CAMARGO, 2022;
LOPES-BEZERRA et al., 2018).

Durante muito tempo, as espécies de Sporothrix spp. clinicamente relevantes, foram
classificadas como um "complexo de espécies”, chamado de complexo S. schenckii
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(MARIMON et al., 2007). Segundo de Hoog et al. (2015), um complexo de espécies
caracteriza-se como um clado monofilético de espécies de mesma relevancia clinica, enquanto
espeécies cripticas refere-se as espécies que ndo foram reconhecidas como distintas com base
nos seus fenotipos morfoldgicos, mas tém reconhecimento pela variacdo nos acidos nucleicos.
No entanto, pesquisas bésicas e clinicas realizadas com o sistema Sporothrix-esporotricose,
revelaram diferengas significativas na fisiologia, genética, epidemiologia e viruléncia de
Sporothrix spp., distanciando-se da ideia de complexo de especies cripticas e favorecendo o
reconhecimento de espécies distintas (RODRIGUES et al., 2020).

Com essa mudanga, alguns autores passaram a sugerir o uso do termo ‘“clado
clinico” para referir-se ao entdo complexo S. schenckii, visto que sdo frequentemente isolados
de casos humanos e animais, enquanto as outras espécies passam a fazer parte de um “clado
ambiental”, com frequéncia associados a substratos como solo, matéria organica em
decomposicdo e até mesmo insetos e plantas (RODRIGUES et al., 2020). Por ser o termo mais
consolidado na literatura, complexo S. schenckii sera utilizado para se referir ao conjunto de
espécies consideradas patogénicas (S. schenckii sensu stricto, S. brasiliensis, S. globosa e S.

luriei) ao longo deste trabalho.

2.1.2 Aspectos Ecoldgicos

Sordariomycetes € a segunda maior classe de Ascomycota, possuindo distribuicao
cosmopolita e acomoda principalmente taxons terrestres (MAHARACHCHIKUMBURA et al.,
2016). Nesta classe pode-se encontrar fungos saprofitas, alguns fitopatdgenos associados as
folhas, caules e raizes de diversas plantas, além de patdgenos de insetos e animais (KIM et al.,
2022; MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2016). No entanto, mesmo existindo essa relagdo
com patégenos de plantas, ndo ha evidéncias de que as espécies do complexo S. schenckii
também séo fitopatogénicas (RODRIGUES et al., 2020).

Dentro de um género essencialmente ambiental, algumas espécies surgiram com a
habilidade de infectar hospedeiros de sangue quente (RODRIGUES; HAGEN; DE
CAMARGO; 2022). Dentro do género Sporothrix, oito espécies sdo consideradas patdgenos
humanos. Dessas, apenas quatro causam infeccdes frequentes, formando o complexo S.
schenckii (S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei e S. schenckii sensu estricto). As espécies S.
mexicana, S. pallida, S. chilensis e S. stenoceras, estdo com frequéncia associadas a madeira e
raramente causam infecgdes em mamiferos (DE BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016).
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O fungo cresce na forma micelial no ambiente, produzindo abundantes conidios. Durante
atividades ocupacionais e recreativas, 0s humanos tendem a adquirir a infecgao geralmente por
implantacdo traumatica (CHAKRABARTI et al., 2015, SIDRIM; ROCHA 2004).

2.2 Esporotricose

2.2.1 Aspectos epidemioldgicos

A esporotricose € uma infec¢do fungica de evolugdo subaguda ou cronica, causada
por fungos termicamente dimdrficos do género Sporothrix, podendo afetar seres humanos e
varios outros animais, a exemplo de gatos, cdes, tatus, ratos, camundongos, camelos, bovinos,
cavalos e aves (SIDRIM; ROCHA, 2004). A infec¢éo esta distribuida mundialmente, porém, €
mais frequente em éareas de clima tropical e temperado. E considerada uma micose endémica
das Américas, com uma alta prevaléncia nas regides Sul e Sudeste do Brasil (CARVALHO et
al., 2021).

A distribuicdo geografica das espécies de Sporothrix spp., tem diferencas
relevantes, como mostra a Figura 1. S. schenckii sensu stricto € amplamente distribuido, e na
maioria dos paises, mostra-se como o principal agente etioldgico (CARVALHO et al., 2021).
Ja S. brasiliensis, € uma espécie que normalmente é isolada somente no Brasil, é altamente
patogénica infectando principalmente gatos, mas acomete também cdes e humanos
(RODRIGUES; HAGEN; DE CAMARGO, 2022). S. globosa, é responséavel por sapronoses '
na Australia, China e india (THOMSON et al., 2019). A relevancia epidemioldgica de S. luriei
é pequena, poucos casos foram registrados (DE BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016).

No Brasil, a esporotricose é de notificacdo compulsoria no Rio de Janeiro, Pernambuco,
Paraiba e em alguns municipios de Sao Paulo, Bahia e Minas Gerais (FALCAO et al., 2019).
No pais, nas ultimas décadas, destaca-se a transmisséo zoondtica por meio de arranhdes,
mordidas ou contato direto com gatos infectados (FALCAO et al., 2019; GREMIAO et al.,
2020). Habitos comportamentais como lamber, afiar as garras nas arvores, enterrar fezes no
solo e as disputas por territorios, tornam os gatos vulneraveis a infec¢do por Sporothrix spp. e

como consequéncia, 6timos transmissores de esporotricose.

! Doenca causada por um microrganismo que vive no meio ambiente.
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Figura 1 — Distribuicdo global do complexo Sporothrix schenckii
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Fonte: Adaptado e traduzido de Rodrigues et al. (2020).

Apesar de determinados grupos serem mais suscetiveis a esporotricose, o fato é que a
doenca pode afetar diversas espécies animais, e quando se trata de humanos, ambos o0s sexos e
todas as idades podem ser acometidas; tudo depende da exposicdo. Além disso, algumas
ocupagdes como jardineiros, agricultores e veterinarios e habitos recreativos podem aumentar
o risco de infeccdo (CHAKRABARTI et al., 2015).

2.2.2 Fatores de Viruléncia

Os microrganismos dispdem de fatores de viruléncia, os quais ajudam na
sobrevivéncia em ambientes hostis e como consequéncia, a acessar regides especificas do
hospedeiro ou até mesmo interferir no funcionamento do sistema imunoldgico durante a

infeccdo (AGUIAR, 2016). Alguns fatores de viruléncia ja foram descritos para as espécies do
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complexo S. schenckii, tais como o dimorfismo térmico (GARCIA-CARNERO; MARTINEZ-
ALVAREZ, 2022), a capacidade de formar biofilmes (BRILHANTE et al., 2018) e a producio
de melanina (ALMEIDA-PAES et al., 2017). Membros do complexo S. schenckii tém sucesso
durante infeccdes de mamiferos, isto se explica, a0 menos em parte, por sua capacidade de
mudar de um estilo de vida saprofita micelial a cerca de 25°C para uma levedura patogénica
quando exposto a temperaturas entre 35°C e 37°C, encontradas em hospedeiros de sangue
quente (GREMIAO et al., 2017).

Quanto aos biofilmes, estes sdo considerados comunidades microbianas que podem
aderir-se tanto a superficies bidticas como abidticas; sdo envolvidos por uma matriz polimérica
extracelular, possuindo um fenétipo diferente das células planctdnicas com base em varios
fatores morfolégicos ou genéticos, como transcricdo génica, metabolismo, e resisténcia aos
antimicrobianos (AGUIAR, 2016). O tratamento antifungico torna-se complicado diante dessa
estrutura, pois funciona como uma barreira, impedindo o acesso a determinadas moléculas no
interior do biofilme (GARCIA-CARNERO; MARTINEZ-ALVAREZ, 2022). Recentemente,
Brilhante et al. (2018) descreveram a capacidade de espécies de Sporothrix spp. de formar

biofilmes, em que vérias cepas foram consideradas fortes produtoras de biofilme.

2.2.4 Patogenia da esporotricose

A esporotricose € caracterizada por ser uma micose cronica, que normalmente se inicia
com a inoculacdo traumatica de solo, plantas e matéria organica contaminados com o fungo
(OROFINO-COSTA et al., 2017). Alternativamente, casos de transmissdo zoondtica tém sido
relatados, bem como casos menos frequentes de propagulos flangicos infecciosos inalados,
apresentando-se clinicamente como uma micose sistémica que pode ser fatal (GREMIAO et
al., 2017; OROFINO-COSTA et al., 2017; ALVES, et al., 2020;). Essa micose ainda pode ser
associada a algumas atividades ocupacionais, como floricultura, agricultura, mineracdo e
exploracdo de madeira; meédicos veterindrios e cuidadores e donos de gatos vém sendo
considerados uma nova categoria suscetivel a aquisicdo de esporotricose (BARROS;
ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). A Figura 2 mostra as principais vias de transmisséo
da esporotricose. A via de transmissédo classica refere-se a sapronose, ou seja, do ambiente para
0 hospedeiro vertebrado de sangue quente, sendo observada em atividade recreativas e
ocupacionais como jardinagem, agricultura e extragdo de madeira. Enquanto a via alternativa

de infeccéo esta relacionada a epizootia (animal transmitindo para outro animal) e a transmisséo
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zoondtica (animal para o homem), acometendo principalmente gatos domésticos, ratos e tatus
(RODRIGUES; HAGEN; DE CAMARGO, 2022). O eixo Sul-Sudeste do Brasil destaca-se
como o epicentro da esporotricose zoonotica, tendo 0s gatos como principais vetores, em que
através de mordeduras, arranhaduras ou por meio de secrecBes transmitem a doenga para 0
homem e outros animais (CARVALHO et al., 2021).

Figura 2 — Principais vias de transmisséo da esporotricose
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Fonte: Adaptado e traduzido de Rodrigues; Hagen e De Camargo (2022).
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2.2.5 Manifestagdes Clinicas

As apresentacOes clinicas da esporotricose dependem de fatores como estado
imunolégico do hospedeiro, patogenicidade, carga e profundidade do in6culo e toleréncia
térmica da cepa (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). Segundo Sharma;
Sharma e Sharma (2022), a esporotricose cutanea abrange trés formas clinicas. A primeira é a
linfocutanea, a forma mais frequente, observando-se em geral, nddulos ulcerados dolorosos e
pruriginosos de distribuicdo linear em bracos, pernas e face do individuo (Figura 3), podendo

se tornar placas verrucosas em estagio cronico.

Figura 3 — Forma linfocutanea da esporotricose

Fonte: Palma-Ramos et al. (2016). Legenda: LesGes nodulares e ulcerativas com
seguimento aos vasos linfaticos.

A forma cutanea localizada é a segunda forma mais comum, e surge no local de
inoculagdo. De forma tipica, conttm uma lesdo vegetativa assintomaética, verrucosa de
crescimento lento e um halo escamoso, violaceo ou eritematoso principalmente nas maos e
bragos (Figura 4). A terceira forma é a cutdnea disseminada, também conhecida como
esporotricose  hematogénica. E rara, com frequéncia associada a individuos
imunocomprometidos (FALCAO et al., 2019).

A forma extracutanea ocorre quando a infec¢do se espalha para outra parte do corpo
além da pele (SHARMA; SHARMA; SHARMA, 2022). E uma forma rara, mais
frequentemente associada a pacientes vivendo com HIV que ja desenvolveram a aids. Depois
da pele, o tecido 6sseo é 0 mais afetado. As lesdes variam de pequenos granulomas a grandes
leses liticas idénticas & osteomielite (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011).
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Figura 4 — Forma cuténea localizada da esporotricose

Fonte: Adaptada de Orofino-Costa et al. (2022). Legenda: Lesdes presentes na forma cutdnea
localizada da esporotricose, no dorso da méo.

J& os gatos, hospedeiros mais suscetiveis a contaminacdo pelo Sporothrix, em geral
desenvolvem as formas mais graves da doenca, podendo evoluir para obito. Mdltiplas lesdes
ulcerativas sdo geralmente observadas na regido cefalica, principalmente no nariz e na pata
(Figura 5). Nos felinos, um numero elevado de leveduras pode ser observado, diferentemente
do que ocorre em lesdes em humanos (RODRIGUES et al., 2022).

Figura 5 — Lesdes em gato com esporotricose

Fonte: Silva et al. (2018). Legenda: Esporotricose felina. (A) Gato com mdltiplas lesdes cutaneas ulceradas na
face e no membro anterior. (B) Gato com leséo ulcerada na regido nasal.
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2.2.6 Diagnostico da esporotricose

O diagnostico de esporotricose pode ser realizado com a correlacdo dos dados clinicos
e laboratoriais. O diagndstico laboratorial é baseado no exame micoldgico direto, no isolamento
e identificacdo do agente em cultura, na histopatologia, nas técnicas moleculares, entre outros
testes. J& o diagnostico clinico deve considerar, que 0s aspectos das lesdes cutaneas em
esporotricose sé@o semelhantes aos de outras doencas, podendo ser confundida com outras
manifestacbes dermatoldgicas, a exemplo de actinomicose, blastomicose, criptococose,
leishmaniose tegumentar americana, micobacteriose e paracoccidioidomicose, sendo
necessario, portanto, um diagndstico laboratorial precoce e preciso (RODRIGUES et al., 2022).

Através do exame micologico direto, busca-se encontrar elementos fungicos na amostra.
Com esse intuito costuma-se tratar as amostras com hidrdxido de potassio (KOH) a 10% para
a visualizacdo das células em crescimento (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011).
A carga fangica em gatos infectados é muita elevada, logo, quando o teste é realizado com
amostras coletadas desses animais, células de levedura podem ser facilmente encontradas. No
entanto, em casos de esporotricose humana é raro encontrar o fungo ao exame direto, logo, um
exame direto negativo ndo exclui a possibilidade de diagnéstico positivo (BARROS;
ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A cultura continua sendo o método de referéncia para o diagnéstico da esporotricose
(OROFINO-COSTA et al., 2022). Ela se se da por meio do isolamento e identificacdo de
microrganismos suspeitos em meios de cultura e caracterizacao do agente por parametros micro
e macromorfoldgicos. Dependendo da forma clinica e das abordagens laboratoriais, varias
amostras biologicas podem ser investigadas, tais como bidpsia de pele, liquido sinovial,
secre¢do purulenta, escarro e liquido cefalorraquidiano (RODRIGUES et al., 2022; SHARMA;
SHARMA; SHARMA, 2022). Para o cultivo, utiliza-se, em geral, os meios agar Sabouraud
dextrose, agar Sabouraud com cloranfenicol e dgar Mycosel (BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011; OROFINO-COSTA et al., 2022). Espécimes positivos e incubados a
temperatura de 25-28°C tém seu crescimento visivel em cerca de 1 a 2 semanas, com morfologia
filamentosa. Para a forma leveduriforme, portanto, utiliza-se meios enriquecidos, tal como agar
de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a temperaturas entre 35°C e 37°C (BARROS;
ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011; SHARMA; SHARMA; SHARMA, 2022).

A Figura 6 mostra a macro e microscopia de Sporothrix spp., nas formas filamentosa e

leveduriforme. Quando cultivados a temperatura entre 25°C e 28°C, as col6nias desse fungo
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apresentam colorag&o inicialmente creme, tornando-se marrom escuro com o tempo, superficie
plana, rugosa com aspecto aveludado a membranoso. Micromorfologicamente apresentam-se
como hifas hialinas septadas e com ramificagdes, os conidios crescem direto nas hifas ou ao
redor de um conididéforo (simpodialoconidios), lembrando uma flor de margarida (SIDRIM,;
ROCHA, 2004; BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013). Na forma de levedura, as
coldnias sdo de cor bege ou creme e lisas. Micromorfologicamente, observa-se células
fusiformes e ovais com 2,5 a 5 um de didmetro, como botdes em forma de charuto
(RODRIGUES et al., 2022).

Outra técnica aplicada para identificagdo de Sporothrix spp. é a histopatologia. No
entanto, devido a escassez de estruturas fungicas, os achados histopatolégicos em amostras
humanas podem ser inespecificos. O padrdo histopatoldgico estd associado a reagdes
granulomatosas e piogénicas, que podem se apresentar com hiperplasia epidérmica (com ou
sem ulceracdo), hiperqueratose na borda, acantose papilomatosa e elementos flngicos como
células leveduriformes e corpos asteroides, que consiste em um precipitado ao redor do fungo
composto ao que se admite por complexos antigeno-anticorpo e os eosinéfilos tém uma
presenca marcante (SHARMA; SHARMA; SHARMA, 2022; SIDRIM; ROCHA, 2004). Em
cortes histoldgicos corados pelo &cido periddico de Schiff (PAS) ou impregnados pela prata de
Grocott (GMS), as leveduras podem ser visualizadas (SHARMA; SHARMA; SHARMA,
2022). Em pacientes vivendo com HIV/AIDS, os achados histopatoldgicos sdo incomuns; a
resposta inflamato6ria € menor e ndo ha presenca de corpos asteroides, no entanto, a quantidade
de levedura é abundante (RODRIGUES et al., 2022). Em amostras com um numero elevado de
estruturas fungicas, pode-se observar célula globosas e ovais, semelhantes a leveduras em

brotamento, que ficaram conhecidas como formas de “charuto” (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 6 — Diferencas morfologicas em Sporothrix spp.
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Fonte: CEMM. Legenda: A: Macroscopia de Sporothrix spp. na forma filamentosa a 28 °C.
B: Macroscopia de Sporothrix spp. na forma leveduriforme a 37°C. C: Microscopia de
estruturas de Sporothrix spp. na forma filamentosa coradas com lactofenol azul de algodéo,
sendo possivel observar hifas hialinas e conidios hialinos terminais dispostos simpodialmente,
semelhante a uma flor de margarida (seta preta) (Barra =5 pum). D: Microscopia de estruturas
leveduriformes de Sporothrix spp. coradas com lactofenol azul de algodao, onde observamos

0s blastoconidios com brotamentos (seta preta) (Barra = 5 um).

Técnicas moleculares foram desenvolvidas para aprimorar o diagndstico fungico,
melhorando a velocidade, especificidade, precisdo e a sensibilidade da identificacdo a nivel de
espécie (RODRIGUES et al., 2020). O sequenciamento de DNA é considerado o método de
referéncia para diferenciar espécies de Sporothrix. O ITS é usado como marcador primario de
coédigo de barras de DNA. Quitina sintase, calmodulina e B-tubulina, destacam-se entre 0s
marcadores mais utilizados para identificacdo de Sporothrix spp. (RODRIGUES et al., 2022).
Atualmente, os métodos para detectar DNA de Sporothrix diretamente de amostras clinicas ou
ambientais oferecem uma identificacdo mais rapida e boas op¢des incluem aquelas baseadas

em gPCR (PCR quantitativa em tempo real; do inglés, real time quantitative PCR) (DELLA
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TERRA et al., 2021; ZHANG et al., 2019). O MALDI-TOF MS (espectrometria de massa por
ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz e tempo de voo; do inglés, matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) € outra técnica com alta precisao
que pode ser utilizada na identificacdo de espécies patogénicas de Sporothrix (MATOS et al.,
2019).

2.2.7 Tratamento farmacoldgico

Sdo raros 0s casos de cura espontanea em esporotricose humana e animal, sendo
necessario o tratamento com antifungicos para a maioria dos infectados (RODRIGUES et al.,
2022). O farmaco de primeira escolha para o tratamento da esporotricose € o itraconazol, tendo
como alternativas o iodeto de potassio, a terbinafina e a anfotericina B, que é indicada em casos
graves da doenca (ALMEIDA-PAES et al., 2017h).

O iodeto de potassio foi a primeira droga utilizada para o tratamento da esporotricose,
sendo empregada desde o inicio do século XX. Por ser uma droga de baixo custo, continua
sendo um dos medicamentos mais prescritos para o tratamento das formas cutanea ou
linfocutanea da esporotricose humana e em alguns casos felinos, podendo estar ou néo
associada ao itraconazol (RODRIGUES et al., 2020). O mecanismo de acdo exato dessa droga
ainda ndo é bem elucidado. No entanto, um estudo recente de Brilhante et al., (2018b) revela
que o iodeto de potassio pode inibir o desenvolvimento de biofilme em Sporothrix spp.

Atualmente, o itraconazol é o farmaco de eleicdo para o tratamento da esporotricose
humana e animal (OROFINO-COSTA et al., 2017). O itraconazol age inibindo a biossintese
do ergosterol na parede celular do fungo, através da inibi¢do da enzima citocromo P450 14 a-
desmetilase (MAHAJAN, 2014). A dose terapéutica pode variar de 100 a 400 mg/dia a
depender da gravidade da doenca e do estado imunologico do hospedeiro (OROFINO-COSTA
etal., 2017).

Outra droga de escolha para o tratamento da esporotricose é a terbinafina. E um derivado
alilamina que interfere na sintese inicial do ergosterol atraves da inibi¢do da enzima esqualeno
epoxidase (MAHAJAN, 2014). E utilizada para tratar a forma cutanea ou linfocutanea quando
ndo ha resposta ao itraconazol ou quando seu uso nao for tolerado (BARROS; ALMEIDA-
PAES; SCHUBACH, 2011; SHARMA; SHARMA; SHARMA, 2022).
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A anfotericina B é bastante efetiva nas formas disseminadas ou extracutaneas da
esporotricose. Recomenda-se 0 uso até que haja melhora clinica, quando devera ser substituida
por itraconazol (SHARMA; SHARMA; SHARMA, 2022). Tem como alvo a molécula de
ergosterol da membrana citoplasmatica fungica, promovendo a formacao de poros, aumentando
assim, a permeabilidade da membrana celular a ions e varias outras moléculas, alem disso, é
capaz de induzir dano oxidativo na célula com a liberacéo de radicais livre letais (MAHAJAN,
2014).

2.3 Lactoferrina como estratégia no controle das infec¢bes por Sporothrix spp.

Os fungos necessitam do ion ferro para sobreviver em diferentes condi¢des. Esse
micronutriente funciona como um cofator para a maioria das enzimas, sendo essencial para o
crescimento, respiracdo celular, sintese e reparo de DNA e para a persisténcia e viruléncia
durante a infeccdo (MARTINEZ-PASTOR; PUIG, 2020). No entanto, por existir na forma de
oxido férrico insoltvel, a biodisponibilidade do ferro no meio ambiente € bastante limitada.
Além disso, durante a infec¢do, o sistema imunoldgico dos hospedeiros mamiferos reconhece
a importancia dos ions metalicos para a proliferacdo de patégenos e, portanto, restringe a
quantidade de ion ferro na corrente sanguinea, nos tecidos e nas células (BAIRWA; HEE
JUNG; KRONSTAD, 2017). Em contrapartida, os patdgenos podem driblar esta imunidade
nutricional por meio da aquisicao de ferro heme e de hemoproteinas, da obtencdo do ferro da
transferrina, lactoferrina e ferritina; da aquisicdo de ferro através de sideréforos ou por
aquisicdo de ferro reduzido (Fe?*) (KORNITZER; ROY, 2020; ZANETTE, 2014).

Compostos organicos ou inorganicos com alta afinidade e capacidade de formar
complexos com um ou mais ions metalicos sdo denominadas de agentes quelantes
(CARRASQUEIRA, 2017). O uso de farmacos quelantes para limitar metais no organismo,
tem sido uma importante estratégia de defesa em casos de falha da terapéutica antimicrobiana
tradicional (ZANETTE, 2014). Agentes quelantes vém demonstrando efeitos inibitorios contra
diversos patdgenos fungicos como Aspergillus fumigatus (ZAREMBER et al., 2007),
Cryptococcus ssp. (LAl et al., 2016; FERNANDES; WEEKS; CARTER, 2020), Candida spp.
(FERNANDES; WEEKS; CARTER, 2020) e Sporothrix spp. (BRILHANTE et al., 2020). Os
principais quelantes utilizados na clinica sdo deferoxamina, deferiprona, deferasirox, &cido
etilenoiaminotetraceético e lactoferrina (CHAYAKULKEEREE et al., 2020).
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De coloracdo vermelha ou rosa-salméo, a lactoferrina € uma proteina multifuncional
reconhecida por sua forte ligacdo ao ferro, com caracteristicas similares as da transferrina
(LONNERDAL; LYER, 1995). Seu primeiro isolamento data de 1960, sendo detectada nos
leites bovino e humano e desde entdo é objeto de estudos estruturais e funcionais intensivos,
em especial pelas possibilidades de aplicagdes nas inddstrias alimenticia e farmacéutica
(GRUDEN; ULRIH, 2021). Essa glicoproteina estd presente em neutréfilos ou em varios
fluidos biologicos, como lagrimas, saliva, leite materno e secrecdes nasais de diferentes
espéecies de mamiferos, incluindo humanos, camelos, vacas, cdes, cabras, cavalos e diversos
roedores (HABIB et al, 2021). No entanto, as maiores concentragdes sdo encontradas no leite
e colostro (FERNANDES; WEEKS; CARTER, 2020; ACOSTA-ZALDIVAR et al, 2016).

Lactoferrina exerce um papel fisiolégico significativo na regulacdo do ferro e na
resposta imune inata, e muitos trabalhos revelam que LF possui atividade contra diversos
patgenos fingicos (ACOSTA-ZALDIVAR et al, 2016; LAl et al., 2016; SINHA et al., 2013).
Palma-Ramos et al. (2016) relataram a agdo fungistatica da lactoferrina e seu papel na resposta
imune inata durante a esporotricose linfocutanea, através da deteccao do quelante em superficie
de leveduras de S. schenckii e de linfécitos CD4+ na reacdo granulomatosa presente nos tecidos
adjacentes. Atualmente outros estudos vém demonstrando que os quelantes de metais possuem
atividade antifingica, in vitro, frente leveduras e fungos dimorficos (LAI et al., 2016;
FERNANDES; WEEKS; CARTER, 2020; BRILHANTE et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos inibitorios do quelante lactoferrina, in vitro, e suas interacGes
farmacoldgicas com drogas antifungicas cléssicas frente a células planctdnicas de cepas do

complexo Sporothrix schenckii.

3.2 Objetivos especificos

« Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de lactoferrina, frente as células
planctonicas das formas filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp.;
« Avaliar as interagdes entre lactoferrina e anfotericina B, itraconazol e terbinafina frente

as células planctonicas da forma filamentosa de Sporothrix spp.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de estudo

A pesquisa foi realizada nos laboratorios do Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 Microrganismos

Nesse estudo foram utilizadas 12 cepas pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii:
04 cepas de S. brasiliensis, 01 de S. globosa, 04 de S. mexicana e 03 de S. schenckii sensu
stricto (Tabela 1).

Tabela 1 — Origem e local de isolamento das cepas de espécies do complexo Sporothrix
schenckii utilizadas neste estudo.

Cddigo da Cepa Espécie Fonte de Isolamento
CEMM 05-3-050 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-052 Sporothrix brasiliensis Céo
CEMM 05-3-075 Sporothrix brasiliensis Gato
CEMM 05-3-078 Sporothrix brasiliensis Gato
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 stricto Humano
CEMM 05-3-097 Sporothrix schenckii sensu stricto Humano
CEMM 05-4-002 Sporothrix schenckii sensu stricto Solo

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica.
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Os isolados foram obtidos da colegéo de cultura do Centro Especializado de Micologia
Médica (CEMM) da Universidade Federal do Ceara (UFC), Brasil. Todas as cepas foram
previamente caracterizadas a nivel da espécie, sequenciando do locus da calmodulina
(RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2013).

Para realizacdo dos experimentos na forma filamentosa, cultivos foram realizados em
agar batata dextrose (PDA) (Himedia, india) e incubados a 35°C, durante 7 dias. Para obtenc&o
da forma leveduriforme, cultivos sucessivos foram realizados em agar BHI acrescido de 5% de
sangue de carneiro, incubados a 37°C por 7 dias. Ap0s a reversao as cepas foram mantidas na
forma leveduriforme por repiques em agar BHI.

4.3 Quelante e drogas teste

Para o desenvolvimento deste estudo foi utilizada, em todos o0s experimentos,
lactoferrina (LF; Sigma-Aldrich, E.U.A.), referida como quelante teste. As drogas antifingicas
classicas anfotericina B (AMB; Sigma-Aldrich, E.U.A.), itraconazol (ITC; Janssen
Pharmaceutical, Bélgica) e terbinafina (TRB; Sigma-Aldrich, E.U.A) foram utilizadas na
verificacdo das interagcdes farmacoldgicas e como controle para os testes de sensibilidade. Para
o preparo de solucbes-estoque, lactoferrina foi diluida em &gua, enquanto anfotericina B,
itraconazol e terbinafina foram diluidas em DMSO a 100%. Todas as solucdes foram
homogeneizadas em agitador mecanico tipo vortex até completa dissolucdo da droga e, em
seguida, transferidas para microtubos estéreis. Posteriormente, foram estocadas a -20°C até o

momento do uso.

4.4 Teste de sensibilidade antifingica plancténica

Os testes de sensibilidade foram realizados pela técnica microdiluicdo em caldo sendo
usadas microplacas de 96 pogos, conforme os documentos M27 (forma leveduriforme) e M38
(forma filamentosa) do CLSI (CLSI, 2017a, 2017b), com adaptagdes. As drogas foram testadas
em concentracdes variando de 2 a 1024 ug/ml (LF), 0,03 a 16 pg/ml (AMB, ITC e TRB). Os
indculos foram preparados em solucdo salina e em seguida ajustados para uma concentracéo
final 0,4-5x10* UFC/mI (forma filamentosa) e 0,5-2,5x10° UFC/ml (forma leveduriforme) em
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meio RPMI 1640 (Sigma, St Louis, MO, USA), tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS
(Sigma, St Louis, MO, USA). As microplacas foram incubadas a 35°C por 72h (forma
filamentosa) e 37°C por 96 h (forma leveduriforme). A concentracdo inibitéria minima (CIM)
de lactoferrina foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento
visual fingico em comparagdo com o crescimento fngico nos pogos sem a presenca da droga.
Para os antifingicos a CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir 100%
(AMB e TRB) ou 80% (ITC) do crescimento fungico em comparagdo com 0 crescimento

fangico na auséncia das drogas.

4.5 Teste de interacdo entre drogas

Para a avaliacdo das interacdes entre lactoferrina e antifungicos, foram selecionadas 4
cepas de Sporothrix spp. na forma filamentosa, 1 cepa representativa de cada espécie. As
combinacg6es de LF (2 a 1024 pg/ml) com AMB, ITC (0,03 a 16 pg/ml) e TRB (0,06 a 4 pg/ml)
foram avaliadas através do método de checkerboard, conforme escrito por Almeida-Paes et al.
(2016), com adaptacdes. Os valores de CIM foram definidos como a menor concentracdo capaz
de inibir 50%, 80% ou 100% do crescimento fungico na combinacdo entre o quelante
lactoferrina com AMB, ITC e TRB. Os valores de CIM obtidos foram utilizados para
determinar o indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF). As interagdes foram
definidas como sinérgicas quando apresentaram ICIF < 0,5, indiferentes quando 0,5 < ICIF >4
e antagénicas quando apresentaram ICIF > 4 (ODDS, 2003). O ICIF indica do grau de interacdo
medicamentosa, e pode ser calculado pela seguinte formula: ICIF = CIFA + CIFB =
CIMap)/CIMy + CIMp(4)/CIMz (GOMARA; RAMON-GARCIA, 2019).
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaio de sensibilidade antifungica planctonica

Lactoferrina apresenta atividade inibitoria frente as espécies do complexo S. schenckii
na sua forma filamentosa (Tabela 2) e leveduriforme (Tabela 3). Os valores de CIM de LF para
a forma filamentosa de Sporothrix spp. variaram de 16 a 64 pg/ml. Para as drogas antifingicas
os valores de CIM obtidos variaram de 0,25 a 4 pug/ml para anfotericina B, € 0,125 a 1 pg/ml

para itraconazol e de 0,06 a 0,5 pg/ml para terbinafina (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentracdo inibitéria minima de lactoferrina frente as espécies do complexo
Sporothrix schenckii na forma filamentosa.

Cepas Concentracdo inibitéria minima (ug/mL)
Espécies (codigo
AMB ITC TRB LF
CEMM)
CEMM 05-3-050 4 0,5 0,25 32
_ _ CEMM 05-3-052 2 0,25 0,06 64
Sporothrix brasiliensis
CEMM 05-3-075 2 0,5 0,25 32
CEMM 05-3-078 0,5 0,125 0,125 64
Sporothrix globosa CEMM-05-4-005 2 0,5 0,25 32
CEMM 05-3-100 1 0,25 0,25 32
_ ) CEMM 05-3-101 1 0,25 0,5 32
Sporothrix mexicana
CEMM 05-4-008 0,5 0,25 0,25 64
CEMM 05-4-009 2 1 0,25 32
CEMM 05-3-090 0,25 0,25 0,5 16
Sporothrix schenckii
CEMM 05-3-097 1 0,25 0,125 16
sensu stricto
CEMM 05-4-002 1 0,25 0,5 32

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. LF: Lactoferrina.
TRB: Terbinafina.

Quanto aos resultados de CIM da lactoferrina na forma leveduriforme de Sporothrix
spp., a droga apresentou inibi¢do variando de 8 a 32 ug/ml. Para as drogas antifungicas, 0s
valores de CIM observados encontravam-se entre 0,13 e 0,25 pg/ml para anfotericina B, de 0,25

a 0,5 ug/ml para itraconazol e 0,03 pg/ml para terbinafina (Tabela 3).
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Tabela 3 — Concentracdo inibitéria minima de lactoferrina frente as espécies do complexo
Sporothrix schenckii na forma leveduriforme.

Cepas Concentracdo inibitéria minima (ug/mL)
Espécies (cédigo
AMB ITC TRB LF
CEMM)
Sporothrix brasiliensis CEMM 05-3-075 0,25 0,5 0,03 16
Sporothrix globosa CEMM 05-4-005 0,25 0,5 0,03 32
Sporothrix mexicana CEMM 05-3-101 0,25 0,25 0,03 8
SpOfOthle schenckii CEMM 05-3-097 0,13 0,5 0,03 8

Sensu stricto

CEMM: Centro Especializado em Micologia Médica. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. LF: Lactoferrina.
TRB: Terbinafina.

5.2 Sinergismos

Também foram realizados testes de interacdo entre lactoferrina e os antifingicos AMB,
ITC e TRB. A Tabela 4 mostra os resultados da CIM para drogas isoladas e em combinacgéo
contra Sporothrix spp., na forma filamentosa. A combinagdo entre LF e AMB mostrou-se
indiferente em todas as cepas testadas. LF mostrou interacdo sinérgica com ITC em duas cepas.

Foram observadas interacGes antagonicas entre LF e TRB diante de trés cepas. (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo inibitéria minima e indice de concentragdo inibitéria fracionaria de
lactoferrina em combinagdo com antifangicos, contra células plancténicas de Sporothrix spp.,
na forma filamentosa.

Concentragdo inibitoria minima (pg/mL) Int taches d
nterpretacoes dos

valores de FICI

Drogas isoladas Drogas combinadas
Espeécies

LF AMB ITC TRB LF/ LF/ LF/ LF/ LK/ LF/
AMB ITC TRB AMB ITC TRB

S. brasiliensis 32 4 16 0,25 2/4 212 128/2 IND SYN ANT
S. globosa 32 8 16 0,06 2/8 2/16 1024/0,06 IND |IND ANT

S.mexicana 32 16 1 006 4/16 16/05 1024/006 IND IND ANT
S.schenckii 5, 4 95 025 24 22 2025 IND SYN IND
sensu stricto

LF: Lactoferrina. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. TRB: Terbinafina. ANT: Antagonico. IND: Indiferente. SYN:
Sinérgico.
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6 DISCUSSAO

O ion ferro é essencial para praticamente todos 0s organismos. E o mais abundante e
multifuncional dentre os metais traco, logo, hospedeiros e patdgenos desenvolveram
mecanismos sofisticados para garantir a distribuicdo e o suprimento continuo de ion ferro, de
modo a assegurar o pleno funcionamento de seus processos celulares, como o transporte de
oxigénio e o ciclo do &cido tricarboxilico; além de deixar as concentragdes do metal em niveis
homeostaticos para evitar toxicidade (GERWIEN et al., 2017).

Durante a infeccdo, o hospedeiro limita a disponibilidade de ions metalicos, em especial
0 ion ferro, para restringir sua absor¢do por microrganismos, em um processo denominado
imunidade nutricional (SILVA, 2017). Dessa forma, para driblar a limitagdo desse
micronutriente, os fungos dispdem de taticas para obtencédo de ferro, como absorcao redutora,
sintese e transporte de sideréforos e mecanismos que usam heme e hemoglobina; sistemas que
contribuem para os processos bioldgicos e expressao dos fatores de viruléncia no patdégeno
(BAIRWA; HEE JUNG; KRONSTAD, 2017).

Em um estudo realizado no México, Palma-Ramos et al. (2016) observaram a presenca
de lactoferrina, presente em varios fluidos bioldgicos, em cortes histoldgicos de lesdes de
esporotricose linfocutanea. O quelante de ferro natural apresentava-se aderido as leveduras de
Sporothrix, sugerindo ser uma estratégia de defesa do hospedeiro diante desse patégeno fangico
(PALMA-RAMOS et al., 2016).

Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa demonstrou que os quelantes de metais
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e deferiprona (DFP), foram capazes de inibir o
crescimento de formas planctonicas e a formagdo de biofilmes em cepas do complexo S.
schenckii (BRILHANTE et al., 2020). Além disso, nos estudos de Brilhante et al. (2020), os
quelantes de metais utilizados foram sintéticos, com a realizacdo de experimentos de recaptacao
de todos os metais, incluindo recaptacéo do ion ferro. No entanto, ndo havia sido investigado o
efeito da limitacéo de ferro sob atividade especifica do quelante lactoferrina, uma glicoproteina
enddgena, frente cepas de Sporothrix spp.

Inicialmente obtivemos as CIMs diante do teste de sensibilidade. Os resultados obtidos
para os antifungicos anfotericina B, itraconazol e terbinafina encontram-se mesma faixa de
concentracdes descrita em outros estudos (ALMEIDA-PAES et al., 2017b; BRILHANTE et
al., 2018a). Com relacdo ao efeito antifngico de lactoferrina no crescimento plancténico de
Sporothrix spp., verificou-se que essa molécula foi capaz de inibir o crescimento desses

patdgenos fungicos, com CIM variando de 16 a 64 ug/ml para a forma filamentosa e de 8 a 32
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pg/ml para a forma leveduriforme de Sporothrix spp. Estudos anteriores realizados com LF
bovina, relataram valores de CIM de 32 a 64 pg/ml em Cryptococcus spp. e de 16 pg/ml frente
Saccharomyces cerevisiae (LAI et al., 2016). Enquanto, Fernandes; Weeks e Carter (2020)
utilizando LF humana, relataram valores superiores em experimentos com Candida spp. e
Cryptococcus spp., com CIM >256 ug/ml. Apesar de altamente homologas, moléculas de
lactoferrina de diferentes espécies, podem variar quanto a atividade antiflngica, devido suas
pequenas diferencas estruturais (FERNANDES; CARTER, 2017).

Além disso, de modo geral, a forma leveduriforme de Sporothrix spp. apresentou CIMs
em torno de 2 vezes menores que 0s obtidos para a forma filamentosa, com relacdo a droga
testada neste estudo. Tendo como base o estudo de Martinez-Alvarez et al. (2017), a diferenca
na suscetibilidade entre as duas formas morfoldgicas de Sporothrix spp., pode estar relacionada
a variacdo nas proporcdes dos constituintes da parede celular dos fungos, tal como f-1,3-
glucana e glucosamina. A parede celular € uma estrutura importante para manutencao da forma
celular, protecdo contra estresses ambientais e para o crescimento dos fungos (YOSHIMI;
MIYAZAWA,; ABE, 2017).

Com a reversdo para a forma leveduriforme ha a remodelacéo rapida da parede celular,
servindo como estratégia para evitar o reconhecimento por Receptores de Reconhecimento de
Padrdes (PRRs) associados as células fagociticas, contribuindo assim para o estabelecimento
da doenca (NAVARRO et al., 2021; BOYCE; ANDRIANOPOULOS, 2015). Para mais, Mesa-
Arango et al. (2016), relacionaram a diminui¢do da suscetibilidade a anfotericina B em Candida
spp. com mudancas na estrutura da parede celular desses fungos. Dessa forma, presumimos que
a variagdo na composicdo da parede celular entre as formas filamentosa e leveduriforme de
Sporothrix spp., pode influenciar na suscetibilidade a lactoferrina.

Sabendo que esse quelante possuia atividade antifingica frente Sporothrix spp.,
passamos a avaliar o efeito das interagdes entre quelante e antifingicos classicos frente a forma
filamentosa de Sporothrix spp., com o objetivo de verificar se essa combinacao seria capaz de
aumentar ou nao o efeito antifiungico quando comparado as drogas isoladas. Os resultados
mostraram que as interacdes variaram bastante nos ensaios com a forma filamentosa.

As combinacdes de LF com AMB apresentaram resultados indiferentes. Nesse caso,
houve reducdo apenas da CIM de LF, em até 16 vezes. Podemos levantar uma hipotese com
base nos mecanismos de acdo dessas drogas. Sabidamente, 0 mecanismo de acdo da AMB se
da pela ligacdo ao ergosterol, principal esterol das membranas fngicas, causando poros na
membrana plasmatica e como consequéncia, 0 vazamento de ions (ODDS; BROWN; GOW,
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2003; KRISTANC et al., 2019). No entanto, essa ndo € a Unica forma pela qual AMB exerce
sua acdo fungicida, essa droga possui capacidade de causar auto-oxidacdo da membrana
plasmatica do fungo, por meio da liberacdo de radicais livres letais (MAHAJAN, 2014).

Para LF diferentes mecanismos de acdo foram descritos. Zarember et al. (2007)
demostraram que LF, in vitro, é capaz de inibir o crescimento de Aspergillus fumigatus através
do sequestro de Fe®*. No entanto, estudos realizados recentemente sugerem que, para além da
quelacéo de ferro, LF é capaz de interagir com a superficie do fungo, causando um desequilibrio
na membrana celular (FERNANDES; CARTER, 2017). E possivel que a formac&o de poros
na membrana por AMB, facilite e aumente a penetracdo de LF para o interior da célula,
promovendo o sequestro de ferro intracelular (JOHNSON et al., 2004), sem, no entanto,
interferir na acdo do antifangico. Isso explicaria, pelo menos em parte, porque a combinacéao
de AMB e LF foram indiferentes, assim, mais experimentos sao necessarios.

Na combinacdo de LF com ITC, apenas duas cepas apresentaram sinergismos. Nesses
casos a reducdo da CIM do antifungico foi de 8 vezes. A acdo de ITC se da pela inibi¢do da
biossintese de ergosterol, por inibir a 14a-desmetilase (ODDS; BROWN; GOW, 2003). A acéo
de LF em células de Sporothrix spp., ndo é totalmente entendida. No entanto, com base nos
estudos anteriormente citados, podemos hipotetizar que LF e ITC agem em sitios diferentes,
como alvos de parede celular e membrana (JOHNSON et al., 2004). Assim, essa a¢do conjunta
em diferentes alvos moleculares poderia explicar o sinergismo observado. Além disso, 0
sinergismo ocorreu com cepas de S. brasiliensis e S. schenckii, principais causadores da
esporotricose dentro do complexo (OROFINO-COSTA et al., 2022), podendo sugerir que para
essas espécies o ferro tem maior importancia metabdlica, no entanto, mais dados sdo
necessarios, visto que analise foi realizada com apenas uma cepa de cada especie.

A maior parte das combinacdes de LF com TRB apresentaram resultados antagonicos.
Considerando que a CIM de TRB néo foi alterada, apenas de LF, com aumentos em até 32
vezes, é possivel que a acdo da TRB na inibicdo da esqualeno epoxidase e, portanto, da sintese
de ergosterol, tenha levado a uma mudanca no alvo de LF, tornando o fungo menos suscetivel
aacao dessa droga (JOHNSON et al., 2004). Mais estudos sdo necessarios para melhor detalhar
esse fendbmeno.

Portanto, LF isolada apresenta atividade antifingica promissora frente cepas do complexo
S. schenckii, no entanto, pesquisas futuras sdo necessarias para entender o mecanismo exato de
acdo dessa molécula e o0 metabolismo de ferro em espécies de Sporothrix spp., bem como seu
potencial para apoiar as drogas de escolha para tratamento de esporotricose.
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7 CONCLUSAO

Todas as cepas de Sporothrix spp. foram inibidas pelo quelante lactoferrina,
confirmando assim, sua atividade antifungica in vitro.

O quelante lactoferrina apresentou interacdo indiferente com o antifungico
anfotericina B, sinergismo com o antifungico itraconazol em apenas 2 cepas, €

antagonismo com terbinafina, frente a forma filamentosa de Sporothrix spp.
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