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RESUMO

Sporothrix brasiliensis ¢ um fungo dimorfico responsavel por causar a esporotricose, micose
subcutanea de ampla distribuicdo e crescente relevancia no Brasil. Associada a surtos
zoonoOticos, essa espécie apresenta alta viruléncia, principalmente devido a sua capacidade de
formar biofilmes, estrutura que limita a acao de antifingicos e contribui para a persisténcia da
infeccdo. Diante desse cenario, cresce o interesse por novas estratégias terapéuticas, como o
uso de compostos naturais com atividade antifungica. O geraniol, um monoterpeno com
reconhecida agdo antimicrobiana, tem sua aplicagdo limitada pela baixa solubilidade, alta
volatilidade e instabilidade quimica. Para superar essas limitagcdes, o encapsulamento em
microparticulas de quitosana surge como alternativa promissora, promovendo maior
estabilidade e liberagdo controlada do composto. Assim, este estudo avaliou o efeito de
microparticulas de quitosana carregadas com geraniol (MQGE) sobre células planctonicas e
biofilmes em formacao de S. brasiliensis, bem como suas interagdes com antifungicos classicos
utilizados no tratamento da esporotricose. Para este estudo foram utilizadas nove cepas na forma
filamentosa. A atividade antifingica na forma planctonica foi avaliada por meio de ensaios de
microdilui¢ao em caldo, seguindo protocolo do CLSI. O efeito do composto sobre os biofilmes
em formacao foi avaliado pela quantificagao da atividade metabodlica, utilizando o ensaio de
redu¢do de MTT. Também foi avaliada a interagdo do composto com anfotericina B e
itraconazol por meio da técnica de checkerboard. As MQGE apresentaram concentragdes
inibitorias minimas (CIM) variando de 2 a 8 pg/mL frente S. brasiliensis na forma filamentosa.
Os biofilmes se mostraram sensiveis ao composto, com redu¢do de 80% da atividade metabolica
na concentracao de 32 pg/mL. Além disso, nos testes de interagdo farmacoldgica entre MQGE
com anfotericina B e itraconazol, nenhuma combinacao apresentou antagonismo, sendo todas
classificadas como indiferentes. Esses resultados ressaltam que o geraniol encapsulado em
microparticulas de quitosana possui efeitos antifungicos sobre formas planctonicas e biofilmes
de S. brasiliensis, na forma filamentosa, além de ndo demonstrar antagonismo com antifingicos

classicos.

Palavras-chave: esporotricose; biofilmes; encapsulamento; monoterpeno; agente antifiingico.



ABSTRACT

Sporothrix brasiliensis is a dimorphic fungus responsible for causing sporotrichosis, a
subcutaneous mycosis of wide distribution and growing relevance in Brazil. This species,
associated with zoonotic outbreaks, has high virulence, mainly due to its ability to form
biofilms. This structure limits the action of antifungal drugs and contributes to the persistence
of the infection. Given this scenario, there is growing interest in new therapeutic strategies, such
as using natural compounds with antifungal activity. Geraniol, a monoterpene with recognized
antimicrobial action, has its application limited by low solubility, high volatility and chemical
instability. To overcome these limitations, encapsulation in chitosan microparticles has
emerged as a promising alternative, promoting greater stability and controlled release of the
compound. Thus, this study evaluated the effect of chitosan microparticles loaded with geraniol
(CMGE) on planktonic cells and biofilms in the formation of S. brasiliensis, as well as their
interactions with classical antifungals used in the treatment of sporotrichosis. In this study, nine
filamentous strains were used. The antifungal activity of the planktonic form was evaluated
using broth microdilution assays, following the CLSI protocol. The effect of the compound on
biofilm formation was assessed by quantifying the metabolic activity using the MTT reduction
assay. The interaction of the compound with amphotericin B and itraconazole was also
evaluated wusing the checkerboard technique. CMGE showed minimum inhibitory
concentrations (MIC) ranging from 2 to 8 ug/mL against S. brasiliensis in the filamentous form.
Biofilms were sensitive to the compound, with an 80% reduction in metabolic activity at 32
pg/mL concentration. Furthermore, in the pharmacological interaction tests between CMGE
with amphotericin B and itraconazole, no combination showed antagonism, and all were
classified as indifferent. These results highlight that the geraniol encapsulated in microparticles
of chitosan has antifungal effects on planktonic cells and biofilms of S. brasiliensis in the

filamentous form and does not show antagonism with classical antifungals.

Keywords: sporotrichosis; biofilms; encapsulation; monoterpene; antifungal agent.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma micose subcutdnea de distribuicdo cosmopolita, com maior
prevaléncia em regides tropicais e subtropicais, causada por fungos termodimorficos do género
Sporothrix (Gongalves et al., 2024). As espécies patogénicas associadas a infecgdes em
humanos e animais pertencem ao chamado clado clinico, um grupo que compreende as espécies
de maior importancia médica. Nesse clado, destacam-se Sporothrix brasiliensis, Sporothrix
schenckii e Sporothrix globosa (Rodrigues et al., 2022; Machado et al., 2025).

Enquanto S. schenckii e S. globosa apresentam transmissdo predominantemente
sapronética, por meio de inoculagdo traumadtica através de solo ou material vegetal
contaminado, S. brasiliensis distingue-se por seu elevado potencial de viruléncia e capacidade
de transmissdo zoondtica, especialmente no Brasil, através de mordidas e arranhdes de gatos
infectados (Rodrigues et al., 2020; Gremido et al., 2021). Essa dindmica tem sido impulsionada
por condic¢des urbanas precarias, como falta de saneamento e superpopulagao felina, tornando
a esporotricose uma zoonose negligenciada e um grande desafio de satde publica (Rossow et
al., 2020; Gongalves et al., 2024).

O tratamento atual da esporotricose ¢ feito com itraconazol, como primeira linha,
terbinafina e anfotericina B, para casos moderados a graves, e iodeto de potassio, sendo ainda
muito utilizado por paises emergentes e em situagdes nas quais o itraconazol € contraindicado
(Rodrigues et al, 2020; Orofino-Costa et al., 2022). A escolha terapéutica depende de fatores
como a forma clinica da doenca, a gravidade das lesdes e o perfil imunologico do hospedeiro
(Sharma; Sharma; Sharma, 2022). Apesar da eficacia desses medicamentos, limitagdes como
toxicidade, relatos de recidiva e a menor sensibilidade de alguns isolados clinicos,
especialmente S. brasiliensis, atribuida principalmente a formagao de biofilmes, t€ém desafiado
a eficacia das terapias convencionais (Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez, 2022; Rodrigues et
al., 2022).

A formagao de biofilmes destaca-se como um importante fator de viruléncia associado
a persisténcia da esporotricose (Brilhante ef al., 2018; Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez,
2022). Os biofilmes sdo estruturas organizadas que conferem maior resisténcia aos
antifiingicos, atuando como barreiras fisicas e modulando o metabolismo fingico, dificultando
a penetracao e acao dos farmacos (Costa-Orlandi et al., 2017). Em S. brasiliensis, a capacidade
de formar biofilmes esta associada a maior viruléncia e recorréncia da infec¢ao (Rossow et al.,

2020; Villalobos-Duno et al., 2021).
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Diante desse cenario, cresce o interesse por novas estratégias terapéuticas com potencial
antifingico, especialmente aquelas baseadas em compostos naturais com atividade
antimicrobiana. Um dos destaques ¢ o geraniol, um monoterpeno encontrado em diversas
plantas aromaticas, que vem sendo amplamente estudado devidos suas propriedades
antimicrobianas, cujos mecanismos de a¢do incluem a reducao dos niveis de ergosterol, levando
a desestabilizacdo da membrana celular, e a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
(Lei et al., 2019). A decisao de incluir esse composto no presente trabalho foi motivada por
suas propriedades antimicrobianas observadas em outros estudos, especialmente contra
leveduras (Leite et al., 2015) e fungos filamentosos (Pereira et al., 2014).

No entanto, apesar da sua comprovada a¢do antimicrobiana, o uso de geraniol em sua
forma livre apresenta desafios significativos, devido a alta volatilidade, baixa solubilidade,
instabilidade frente a luz, oxigénio e temperatura, além do curto tempo de a¢ao (Chen; Viljoen,
2022). Diante disso, estratégias como a nanoemulsdo e o encapsulamento do geraniol t€ém sido
desenvolvidas com o objetivo de criar sistemas de liberagdo que aumentem sua estabilidade,
solubilidade e eficacia terapéutica (Pontes et al., 2023; Celebioglu et al., 2025). Nesse contexto,
o encapsulamento do geraniol em microparticulas de quitosana surge como uma alternativa
promissora para superar suas limitacdes farmacologicas.

A quitosana, um biopolimero derivado da quitina, possui propriedades antimicrobianas
intrinsecas, além de ser biocompativel, biodegradavel e apresentar baixa toxicidade (Brilhante
et al., 2023). Em estudo conduzido por Garcia et al. (2020), foi demonstrado que a quitosana
de baixo peso molecular ¢ eficaz contra células planctonicas e biofilmes de S. brasiliensis. Além
disso, estudos como o de Garcia et al. (2021) e Costa et al. (2025) demonstraram que o
encapsulamento de dleos essenciais em microparticulas de quitosana contribui para a melhora
da estabilidade desses compostos, permitindo sua liberacao controlada e aumentando a eficacia
frente a biofilmes de Candida albicans e Histoplasma capsulatum, respectivamente.

Apesar do crescente numero de estudos sobre os efeitos isolados do geraniol e da
quitosana frente a patdogenos fungicos, ainda ndo ha registros que avaliem a eficacia de
microparticulas de quitosana com geraniol contra S. brasiliensis, especialmente frente a
formacdo de biofilmes. Assim, este estudo investiga, in vitro, a atividade antifiingica dessas
microparticulas frente a células planctonicas e biofilmes em formacado de S. brasiliensis, além
das interacdes com anfotericina B e itraconazol, visando contribuir para o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas no combate a esporotricose.



19

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Esporotricose
2.1.1 Historico

O primeiro relato clinico da esporotricose foi feito em 1898, por Benjamin Schenck,
que isolou o agente causador a partir de lesdes localizadas na mao e no brago direito de um
paciente atendido no Hospital Universitdrio Johns Hopkins, nos Estados Unidos (EUA)
(Schenck, 1898). Em sua publicacado intitulada “On refractory subcutaneous abscess caused by
a fungus possibly related to the Sporotricha”, Schenck detalhou as caracteristicas culturais e
morfologicas do microrganismo, além do desenvolvimento e resultados das inoculagdes
(Schenck 1898; Rodrigues et al., 2020).

Dois anos depois, em 1900, Hektoen e Perkins relataram o segundo caso da doenga,
também nos EUA, em Chicago. O paciente, uma crianga do sexo masculino, apresentou um
abscesso subcutaneo refratario no dedo indicador esquerdo apos ser atingido por um martelo
(Hektoen; Perkins, 1900). Esses pesquisadores observaram que o microrganismo isolado
apresentava semelhangas morfoldgicas, culturais e patogénicas com o descrito por Schenck.
Com base nisso, propuseram o nome Sporothrix schenckii para o fungo causador da
esporotricose (Hektoen; Perkins, 1900; Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011).

Apesar de Hektoen e Perkins (1900) terem proposto a criagdo do género Sporothrix,
durante décadas o fungo foi incluido no género Sporotrichum, que compreende fungos
basidiomicetos que ndo sdo dimodrficos nem patogénicos para humanos ou outros animais
(Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011). Essa classificagdo persistiu at¢ 1962, quando
Carmichael definiu diferencas nas caracteristicas reprodutivas entre os membros do género
Sporotrichum e o fungo associado aos casos de esporotricose, alterando o bindmio para
Sporothrix schenckii (Carmichael, 1962; Orofino-Costa et al., 2017).

O primeiro relato de infec¢do animal natural foi descrito em 1907 por Lutz e Splendore
em ratos, na cidade de Sao Paulo, Brasil, sendo também considerada a infec¢do humana por
mordidas desses animais (Lutz; Splendore, 1907; Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011). Em
1908, Splendore descreveu a presenca de corpos asteroides em tecidos infectados, contribuindo
para o diagndstico histopatoldgico da esporotricose (Orofino-Costa et al., 2017). Em 1910,
Page, Frothingham e Paige descreveram um surto de linfangite epizo6tica em cavalos na regido
da Pensilvania, EUA, observando que o fungo isolado era idéntico ao descrito por Schenck
(1898) e Hektoen e Perkins (1900) como causador de esporotricose em humanos (Page;

Frothingham; Paige, 1910).
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A transmissdo da esporotricose ganhou maior destaque a partir de surtos identificados
em humanos, os quais evidenciaram o potencial de disseminacdo da doenca (Rodrigues; De
Hoog; De Camargo, 2013a). Um dos mais conhecidos afetou aproximadamente 3.000 mineiros
na regido de Witwatersrand, Africa do Sul, que tiveram contato com madeiras com a presenca
de Sporothrix spp. (Loépez-Romero et al., 2011). Nos EUA, em 1988, um surto abrangeu 15
estados e envolveu 84 trabalhadores expostos ao musgo Sphagnum contaminado com o fungo
(Dixon et al., 1991). No Japao, foram registrados 2.515 casos de esporotricose entre as décadas
de 1940 e 1980, com significativa reducdo desde entdo. Entre os pacientes acometidos, cerca
de 36% relataram a presenca de lesdes no momento suspeito da inoculagdo (Fukushiro, 1984).

A partir da década de 1990, a esporotricose passou a apresentar caracteristicas
epidemiologicas distintas no Brasil (Rodrigues ef al., 2020). Em 1998, foi registrado um surto
zoonoOtico no Rio de Janeiro, com casos de esporotricose humana associados
predominantemente a transmissdo por gatos infectados com S. brasiliensis, e desde entdo, o
pais se consolidou como epicentro zoonotico mundial da doenga, especialmente a cidade do
Rio de Janeiro (Gremiao et al., 2020).

A medida que a compreensdo sobre a esporotricose evoluiu, também se ampliou o
reconhecimento de suas implicacdes clinicas em humanos e animais. No entanto, a
subnotificagdo persiste como desafio, pois a esporotricose ndo ¢ de notificagdo compulsoria na
maioria dos paises (Queiroz-Telles; Buccheri; Benard, 2019). No Brasil, a notificacio
compulsoria da esporotricose humana passou a ser obrigatoria em ambito nacional apenas a
partir da publicagcdo da Portaria GM/MS n° 6.734, assinada em 18 de margo de 2025 (Brasil,
2025). Até entdo, a obrigatoriedade da notificagdo era restrita a alguns estados, como Rio de
Janeiro e Pernambuco, que, diante da crescente incidéncia e relevancia epidemiolédgica da

doenga, instituiram normativas proprias para vigilancia e controle (Machado et al., 2025).
2.1.2 Agente etiologico

2.1.2.1 Morfologia

Sporothrix spp. sao fungos termodimorficos, ou seja, apresentam caracteristicas
morfolodgicas e fisiologicas distintas conforme a temperatura (Machado et al., 2025). Como
saprofita, colonizando substratos como solo, restos de plantas e matéria organica em
decomposi¢do ou quando cultivado em laboratorio em temperaturas entre 25-28°C, apresenta-
se na forma filamentosa (Rodrigues et al., 2020; Machado et al., 2025). Em hospedeiros
mamiferos ou quando cultivado em temperaturas entre 35-37°C, sofre uma transi¢cdo para a

forma leveduriforme (Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011; Rodrigues et al., 2020).
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A forma filamentosa é capaz de crescer em uma variedade de meios de cultura, como
agar batata dextrose (BDA), 4gar Sabouraud e 4gar Mycosel (Barros; Almeida-Paes; Schubach,
2011; Bonifaz; Vazquez-Gonzalez, 2013). O crescimento ocorre dentro de 5 a 7 dias e
macroscopicamente podem ser observadas colonias membranosas a coriaceas, com coloragao
branca a creme no inicio, tornando-se marrons a pretas apos algum tempo de incubacao (Figura
1A) (Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011; Bonifaz; Vézquez-Gonzalez, 2013).
Microscopicamente, apresenta hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas, medindo de 1 a 3
um de espessura (Sidrim; Rocha, 2004). Os conidios primdrios, ou simpodiais, surgem nas
extremidades de conidi6foros eretos em arranjos semelhantes a uma “flor de margarida”. Sao
hialinos e com paredes delicadas, geralmente tendo aspecto oval a eliptico (Figura 1B)

(Bonifaz; Vazquez-Gonzalez, 2013; Rodrigues et al., 2020).

Figura 1 - Forma filamentosa de Sporothrix spp.

Fonte: A. ONEHMIC Lab (2025); B. Orofino-Costa et al. (2017).

Legenda: Macro e micromorfologia da forma filamentosa de Sporothrix spp. A. Macromorfologia de
Sporothrix spp. cultivado em agar batata a 28 °C por 7 dias e 60 dias. B. Micromorfologia de
Sporothrix spp. apresentando hifas hialinas e conididforos originando conidios em arranjo de “flor de
margarida” (circulo). Lamina corada com azul de algoddo, em aumento de 400x.

A reversdo para a fase leveduriforme pode ser conseguida em laboratério, através do
uso de meios enriquecidos, como agar BHI (do inglés, brain heart infusion) suplementado com
5% de sangue de carneiro (Silva, 2017; Brilhante et al., 2019). Apds 3 a 5 dias de incubagao,
podem ser observadas colonias lisas de colora¢do creme e superficie irregular, como mostra a
Figura 2A (Bonifaz et al., 2015). Apos a reversao morfologica, a forma leveduriforme pode ser
mantida em meios de rotina como o agar Sabouraud (Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011).
Ao exame microscopico pode-se observar leveduras que variam em forma e tamanho, podendo
ser ovais, esféricas ou de formato alongado, similar a um charuto (Figura 2B) medindo de 2 a

6 um (Sidrim; Rocha, 2004; Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011).
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Figura 2 - Forma leveduriforme de Sporothrix spp.

Fonte: A. Silva (2017); B. Rodrigues, Fernandes e De Camargo (2017).
Legenda: Macro e micromorfologia da forma leveduriforme de Sporothrix spp A. Macromorfologia
de Sporothrix spp. na forma leveduriforme cultivado em agar BHI suplementado com 5% de sangue
de carneiro a 37 °C por 7 dias. Colonia com superficie irregular e coloragdo creme. B. Aspecto
microscopico de leveduras de Sporothrix spp. Células ovais ou em forma de charuto, algumas com
brotamentos. Lamina corada com método Gram, em aumento de 1000x.

2.1.2.2 Taxonomia

A taxonomia das espécies de Sporothrix tem evoluido ao longo do tempo, a medida que
novos dados morfologicos e moleculares foram incorporados (Oliveira ef al., 2024). O género
esté classificado no filo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem Ophiostomatales e familia
Ophiostomataceae (De Beer; Duong; Wingfield, 2016; Rodrigues et al., 2016). Por muitos anos,
a esporotricose foi associada a apenas uma espécie, S. schenckii, estando ligada a lesdes
traumadticas decorrentes do manejo de solo, plantas e flores, sendo assim conhecida como
“doenga do jardineiro” (Xavier et al., 2023). Mais de um século apos a descoberta de Sporothrix
spp., sabe-se que se trata de um género composto por multiplas espécies, com expressiva
diversidade genética e ecoldgica, que influencia as varias associacdes entre esses
microrganismos e seus hospedeiros e nichos (Rodrigues et al., 2020).

Por muito tempo, espécies de Sporothrix clinicamente relevantes foram classificadas
como um “complexo de espécies”, denominado complexo S. schenckii, que incluia
principalmente Sporothrix schenckii, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix
luriei e Sporothrix mexicana (Marimon et al., 2007; Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2013a).
No entanto, os avangos no conhecimento sobre a filogenia de Sporothrix spp. aliados a estudos
sobre o sistema Sporothrix-esporotricose, t€m evidenciado diferencas morfoldgicas,

fisiologicas, genéticas, epidemiologicas e terap€uticas entre esses fungos. Esses achados
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reforcam o reconhecimento de espécies distintas, tornando a denominagdo de complexo de
espécies inadequada (Rodrigues et al., 2020; Orofino-Costa et al., 2022).

Atualmente, sugere-se adotar o termo clado clinico para se referir a S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa e S. luriei, que sao comumente isolados de casos humanos e animais
(Machado et al., 2025). As demais espécies estdo incluidas no clado ambiental, e sdo
frequentemente associadas a substratos que variam desde o solo e matéria organica em
decomposicdo até insetos e plantas, tendo pouco potencial patogénico para humanos e outros
animais (Rodrigues et al, 2022; Machado et al., 2025). Um achado relevante ¢ Sporothrix
davidellisii, espécie do clado ambiental recentemente identificada a partir de um caso de
esporotricose felina em Melbourne, Australia. O fungo, isolado de um gato doméstico,
apresentou caracteristicas genéticas e morfologicas distintas, além da capacidade de crescer em
temperaturas elevadas, sugerindo potencial patogénico oportunista (Kidd ez al., 2025). A Figura
3 apresenta a arvore filogenética das espécies de Sporothrix, baseada em sequéncias da regido

ITS (Espagador Transcrito Interno), evidenciando sua separagao nos clados clinico e ambiental.
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Figura 3 - Divisdo de Sporothrix spp. em clado clinico e clado ambiental inferida

a partir de sequéncias da regiao ITS.

) Esporotricose felina
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Fonte: Adaptado e traduzido de Kidd et al. (2025).
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2.1.2.3 Fatores de viruléncia

Sdo considerados fatores de viruléncia os atributos ou componentes de um
microrganismo que contribuem para sua capacidade de causar danos ao hospedeiro, ao facilitar
a invasao, disseminagao e evasao das respostas imunoldgicas, além de conferir vantagens para
a sobrevivéncia em ambientes naturais (Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez, 2022). Diferentes
fatores de viruléncia contribuem para a patogenicidade do clado clinico de Sporothrix,
incluindo o dimorfismo térmico (Silva-Baildo ef al., 2021), producdo de melanina (Almeida-
Paes et al., 2012, 2016) e formagao de biofilmes (Brilhante et al., 2018). A capacidade de
transi¢do entre a forma micelial saproéfita, a cerca de 25°C, para uma levedura patogénica
quando exposto a temperaturas entre 35°C e 37°C, favorece a adaptacdo e sobrevivéncia de
Sporothrix spp. no hospedeiro (Gremido et al., 2017). Dentre as espécies de maior interesse
clinico, S. brasiliensis destaca-se pela elevada termotolerancia, com crescimento eficiente em
temperaturas corporais compativeis com a de mamiferos (Silva-Baildo et al., 2021).

A producdo de melanina ¢ outro importante fator de viruléncia encontrado na maioria
das espécies patogénicas de Sporothrix. Esses pigmentos, gerados pela polimerizacao oxidativa
de compostos fenolicos, ndo sdo essenciais para o crescimento flingico, mas desempenham um
papel fundamental na sobrevivéncia do organismo, conferindo protecao ao neutralizar radicais
livres e aumentar a resisténcia a estressores ambientais, como radiacdo UV e defesas do
hospedeiro (Bonifaz et al., 2015; Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez, 2022). Ambas as formas
morfologicas de Sporothrix spp. sdo capazes de produzir pelo menos um dos trés tipos de
melanina: DHN-melanina, eumelanina ou piomelanina (Almeida-Paes et al., 2012, 2015).
Estudos in vitro demonstraram que as melaninas de S. brasiliensis reduzem sua suscetibilidade

a anfotericina B e terbinafina (Almeida-Paes et al., 2017a).

2.1.2.3.1 Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades microbianas altamente organizadas que aderem a
superficies bioticas ou abidticas e sdo envoltas por uma matriz extracelular polimérica (Sardi et
al., 2014). As células sésseis presentes nos biofilmes apresentam um fendtipo distinto das
células planctonicas, com alteragdes na expressdo génica, na taxa de crescimento e na
sensibilidade a antifingicos (Vila; Rozental, 2016; Berman; Krysan, 2020). Essa estrutura ¢ a
forma preferencial de crescimento de muitos fungos, proporcionando protecdo frente a
condi¢des ambientais adversas e a acdo de drogas antiflingicas, sendo uma das principais causas

de infec¢des humanas persistentes (Sardi ef al., 2014; Costa-Orlandi et al., 2017).
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A matriz extracelular ¢ fundamental para a formagao, manutencdo e funcionalidade dos
biofilmes. Além de garantir a integridade estrutural, atua como barreira fisica que dificulta a
penetracao de antiflingicos e a acao do sistema imune (Sanchez-Herrera et al., 2021; Garcia-
Carnero; Alvarez-Martinez, 2022). Embora tanto leveduras quanto fungos filamentosos sejam
capazes de formar biofilmes, os estudos envolvendo fungos filamentosos ainda sdo mais
limitados (Costa-Orlandi ef al., 2017; Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez, 2022). Harding et al.
(2009) propuseram um modelo de formagao de biofilmes por fungos filamentosos composto

por seis etapas, representadas na Figura 4.

Figura 4 - Etapas da formacgao de biofilmes por fungos filamentosos

— W

(i) (i) ———{iii) — (iv) > (v) = (vi)

Fonte: Adaptado de Harding et al. (2009).

Legenda: Etapas da formagdo de biofilmes por fungos filamentosos. (i) adsorgao, (ii) adesdo ativa, (iii)
primeira microcolonia, (iv) maturagdo inicial, (v) biofilme maduro e (vi) dispersdo de conidios ou
fragmentos de hifas.

A primeira etapa consiste na adsor¢ao de propagulos, em que conidios ou fragmentos
de hifas entram em contato com uma superficie. Em seguida, ocorre a adesdo ativa,
caracterizada pela secrecdo de adesinas, que facilitam a fixa¢do. A terceira etapa envolve a
formacao da microcolonia inicial, com elongacdo e ramificagdo das hifas, que originam uma
monocamada ¢ o inicio da producdo de matriz extracelular. Na fase de maturagao inicial,
formam-se redes compactas de hifas tridimensionais, envoltas por matriz extracelular e com
canais de dgua que permitem o transporte de nutrientes. A maturagdo final pode resultar na
formagao de estruturas de resisténcia, como corpos de frutificacdo, dependendo da espécie
fungica. Por fim, na etapa de dispersdo, conidios ou fragmentos de hifas sdo liberados,
reiniciando o ciclo de formacao do biofilme (Harding et al., 2009; Costa-Orlandi et al., 2017).

Esse modelo também pode ser observado em Sporothrix spp., cuja capacidade de formar
biofilmes foi inicialmente descrita por Sanchez-Herrera et al. (2014), na forma filamentosa.
Posteriormente, Brilhante et al. (2018) demonstraram que cepas patogénicas de Sporothrix na
sua forma filamentosa, sdo capazes de formar biofilmes, in vitro, com varias delas consideradas

fortes produtoras, levando em média 120 horas para atingir a maturagdo (Figura 5). Os autores
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também relataram significativa reducdo na sensibilidade desses biofilmes aos antifingicos

classicos, com tolerancia superior a 50 vezes em comparagdo a forma planctonica.

Figura 5 — Biofilmes de Sporothrix brasiliensis na forma filamentosa

Fonte: Brilhante et al. (2018).
Legenda: Biofilmes de Sporothrix brasiliensis na forma filamentosa, formados em laminulas
Thermanox. A. Células aderidas a superficie (setas) apds 24 h; B. Inicio da filamentagdo (setas) apos
48 h; C. Rede de hifas (setas brancas) e conidios (setas pretas com contorno branco) apos 72 h; D.
Espessamento do biofilme e matriz extracelular inicial (setas) apds 96 h; E. Biofilme maduro contendo
matriz (setas pretas com contorno branco) e canais de agua (setas brancas) apos 120 h; F. Canais de
agua evidentes (setas) apds 144 h.

A avaliagdo, in vitro, da formacao de biofilmes e de sua sensibilidade a antifingicos
pode ser realizada por metodologias diversas, com destaque para os métodos colorimétricos e
microscopicos. O ensaio de redugdo do MTT, um método colorimétrico amplamente
empregado, destaca-se pela reprodutibilidade, rapidez e aplicabilidade em pesquisas cientificas
(Brilhante et al., 2022, 2023). Desenvolvido por Mosmann (1983) e adaptado por Cole (1986),
esse ensaio foi o primeiro método de viabilidade celular projetado para placas de 96 pocos.
Baseia-se na reducdo do sal de tetrazdlio em cristais de formazan insoliveis por enzimas
mitocondriais de células metabolicamente ativas (Figura 6), gerando uma coloragdo purpura
cuja absorbancia, quantificada por espectrofotometria, ¢ proporcional a viabilidade celular
(Kamiloglu et al., 2020). Além dos métodos colorimétricos, técnicas microscopicas como a
microscopia eletronica de varredura (MEV) e a confocal de varredura a laser, sdo utilizadas
para caracterizar a estrutura tridimensional dos biofilmes (Alves et al., 2013; Simitsopoulou;

Chatzimoschou; Roilides, 2016).
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2.1.3 Epidemiologia

A esporotricose ¢ a principal micose subcutinea de distribuicdo mundial, com
prevaléncia em regides tropicais e subtropicais, sendo endémica em paises da Africa, Asia e
América do Sul (Gongalves et al., 2024). As espécies de Sporothrix de interesse clinico
apresentam distribuicdo geografica distinta e estdo associadas a diferentes rotas de transmissao
(Rodrigues et al., 2022).

S. schenckii possui distribuigdo cosmopolita, predominando na Africa do Sul, Australia
e em partes da América do Sul e América do Norte, com transmissdo principalmente por via
sapronoética, associada a traumas com material vegetal contaminado (Orofino-Costa et al.,
2017; Rodrigues et al., 2020). Na Asia, S. globosa é o principal agente etiologico, com mais de
90% dos casos atribuidos a inoculagdo traumatica de material vegetal contaminado (Orofino-
Costa et al., 2017). A relevancia epidemioldgica de S. luriei é pequena, com poucos casos
registrados, incluindo infecgdes humanas na Africa, Italia e India, além de um caso de infecgio
canina no Brasil (Chakrabarti et al., 2015; De Beer; Duong; Wingtfield, 2016).

A esporotricose ¢ a micose subcutdnea mais comum na América Latina, com éareas de
alta endemicidade no Brasil, Coldmbia, Peru e Venezuela (Rodrigues et al., 2020). No entanto,
as epidemias que ocorrem no Brasil apresentam caracteristicas peculiares, especialmente nas
regides Sul e Sudeste, com destaque para o potencial de transmissao zoonoética de S.
brasiliensis, quase sempre relacionada aos gatos, principais fontes de transmissdo para
humanos, caes e outros felinos (Chakrabarti et al., 2015; Gremiao et al., 2017). Além disso, a
esporotricose causada por essa espécie tem se expandido para além do territdrio brasileiro, com
registros também na Argentina, Chile, Paraguai e Panama (Rodrigues et al., 2022).

Entre o final dos anos 1950 e o inicio dos anos 1990, a transmissdo zoonotica da
esporotricose, no Sudeste do Brasil, era pouco frequente (Rodrigues et al., 2020). No entanto,
a partir da década de 1990, ocorreu uma mudanga no perfil epidemioldgico da esporotricose,
onde o crescimento de casos foi associado ao aumento da populagao de gatos que atuam como

principais reservatdrios do patogeno (Figura 6) (Rodrigues et al., 2022; Xavier et al., 2023).



29

Figura 6 - Expansao temporal da esporotricose felina no Brasil entre 1950 e 2022
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Fonte: Traduzido de Rodrigues et al. (2022).

As epidemias de esporotricose estdo associadas a condi¢des urbanas desfavoraveis,

como pobreza ¢ falta de saneamento basico, aliadas a elevada populacgao felina (Gongalves et

al., 2024). No Brasil, a maior incidéncia da doenga ¢ registrada entre mulheres adultas de baixa

renda, devido ao cuidado domiciliar de gatos infectados (Rodrigues et al., 2020; Gongalves et

al., 2024). A esporotricose transmitida por gatos, associada principalmente a S. brasiliensis,

vem se expandindo em direcao a regido Nordeste do Brasil (Bento et al., 2021).

Em Natal, no estado do Rio Grande do Norte, foram diagnosticados 121 casos humanos

de esporotricose transmitida por gatos entre 2016 € 2019, sendo a maioria das infec¢des causada

por S. brasiliensis (Bento et al., 2021). Oliveira et al. (2024) descreveram o surgimento de

1.176 casos de esporotricose em gatos entre 2016 ¢ 2021 na Regido Metropolitana de Recife, o
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que resultou em significativa transmissdo zoonotica, tendo S. brasiliensis como o principal
agente etioldgico. Esse cendrio, antes caracterizado por casos esporadicos, agrupados e
autolimitados, passou a configurar uma emergéncia em saude publica (Rodrigues et al., 2022).

No estado do Ceara, o primeiro caso confirmado de esporotricose felina causada por S.
brasiliensis foi relatado em 2022, na cidade de Fortaleza. Diante da crescente circulagao do
fungo na regido, considerou-se a possibilidade de infec¢do autdctone. No entanto, ndo se
descartou a possibilidade de infecgdo aloctone, visto que o animal havia visitado Recife, em
Pernambuco, semanas antes do surgimento das lesdes (Aguiar et al., 2023). Em um intervalo
de tempo proximo, um estudo realizado no Hospital Sdo José de Doengas Infecciosas (HSJ),
descreveu cinco casos humanos de esporotricose atendidos entre 2022 e 2023, com origem nos
municipios de Fortaleza, Iracema e Porteiras. Estes dois Gltimos fazem fronteira com estados
do Nordeste onde a esporotricose ja ¢ considerada endémica. Todos os pacientes relataram
contato prévio com felinos doentes, reforgando a importancia da transmissdo zoondtica na
dindmica da doenga (Damasceno et al., 2023). Esses relatos evidenciam a expansdo e o
potencial zoondtico de Sporothrix spp., ressaltando a necessidade de uma abordagem em Saude
Unica para medidas preventivas e vigilancia integrada entre satide humana, animal e ambiental
(Gremiao et al., 2020; Rossow et al., 2020).

Embora alguns grupos sejam mais suscetiveis, a esporotricose pode acometer diversas
espécies animais como gatos, caes, tatus, ratos, camundongos, camelos, bovinos, cavalos e aves
(Sidrim; Rocha, 2004). Em humanos pode afetar ambos os sexos e todas as idades, a depender
do nivel de exposi¢ao (Chakrabarti ef al., 2015). Além disso, atividades recreativas e ocupagoes
como de jardineiros, agricultores, cuidadores de gatos e veterinarios podem aumentar o risco

de infec¢do (Sidrim; Rocha, 2004; Chakrabarti et al., 2015).

2.1.4 Patogenia

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea cuja transmissao ocorre principalmente por
duas vias distintas: a via classica, de carater sapronético, e a via alternativa, que pode ser
subdividida em epizodtica e zoondtica (Rodrigues et al., 2020). Essas rotas estdo representadas

na Figura 7.
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Figura 7 - Esquema representativo das rotas de transmissdo da esporotricose
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Fonte: Traduzido de Valdez et al. (2023).

A via saprondtica ocorre por inoculagdo traumatica do fungo a partir do contato com
solo, plantas ou matéria organica contaminada, sendo particularmente associada a atividades
ocupacionais como agricultura, floricultura, mineragdo e exploragao de madeira (Orofino-Costa
et al., 2017). Predominante em areas rurais, essa via de transmissao esta principalmente
relacionada as espécies S. schenckii e S. globosa (Rodrigues et al., 2016; Gremido et al., 2017).

Ja a via alternativa envolve a transmissao horizontal do fungo entre animais, como caes,
roedores e, principalmente felinos; e a transmissao zoondtica, que ocorre quando humanos sao
infectados por meio de arranhdes, mordidas ou contato direto com secre¢cdes de animais
doentes, principalmente gatos domésticos e de rua (Gremido et al., 2017; Rossow et al., 2020).
Essa via tem ganhado crescente importancia em contextos urbanos e estd intimamente associada
a S. brasiliensis, reconhecida por sua maior viruléncia e capacidade de transmissdo entre
animais e para humanos (Gremiao et al., 2017; Rodrigue et al., 2020).

Os felinos s@o considerados hospedeiros altamente suscetiveis a infec¢ao por Sporothrix
spp., devido a seus habitos naturais, como afiar as unhas em troncos de arvores e enterrar fezes
no solo. A esporotricose felina ¢ mais frequente em machos adultos ndo castrados, pois, por
serem animais territorialistas, estdo mais propensos a conflitos e ferimentos, o que favorece a

transmissdo do fungo (Rodrigues et al., 2022).
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Um estudo de Brilhante et al. (2021) investigou a formag¢ao de biofilmes por espécies
de Sporothrix na superficie de garras de gatos, utilizando um modelo ex vivo (Figura 8). O
estudo demonstrou que todas as espécies analisadas foram capazes de formar biofilmes nos
fragmentos de unhas, sendo o periodo de sete dias considerado ideal para a maturacao. Esses
dados reforcam o papel dos felinos como importantes vetores de transmissdo, tanto para
humanos quanto para outros gatos, uma vez que a formagdo de biofilmes nas garras pode

facilitar a disseminac¢do do fungo.

Figura 8 - Biofilmes formados por Sporothrix brasiliensis em fragmentos de unha de gato.

Fonte: Adaptado de Brilhante ef al. (2021).

Legenda: Imagens por microscopia eletronica de varredura de biofilmes formados por
Sporothrix brasiliensis em fragmentos de unha de gato. A. Controle negativo, superficie de
uma unha de gato sem crescimento fungico. B. Filamento inicial apds 24 h de incubag@o.
C. Biofilme formado ap6s 72 h (3 dias) de incubacio, ja apresentando matriz e canais de
agua. D. Biofilme formado apds 168 h (7 dias) de incubagdo.

No entanto, o impacto da esporotricose tanto em animais quanto em humanos varia
conforme multiplos fatores, como o tamanho do in6culo, a agao direta do patdgeno e a resposta
imunologica do hospedeiro. Assim, a gravidade da infec¢do associada as vias classica e
alternativa depende da combinacao dos seguintes fatores: (1) o morfotipo da célula transmitida;
(2) a quantidade de indculo e (3) a espécie de Sporothrix responsavel pela infecgao (Rodrigues

et al.,2020).
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2.1.5 Manifestagoes clinicas

A esporotricose pode ser classificada em formas cutanea e extracutanea, de acordo com
a localizacao das lesdes. A forma cutanea ¢ dividida em cutanea fixa, linfocutanea e cutanea
disseminada (Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011). Manifestagdes cutaneas surgem apoés
traumas que comprometem a integridade da epiderme, permitindo a penetragao do fungo na
pele (Bonifaz et al., 2015).

A forma cutanea fixa (Figura 9), caracteriza-se pelo aparecimento de uma ou poucas
lesdes restritas ao local de inoculacdo. Essas lesdes costumam ser ulceradas, com bordas
eritematosas, ¢ podem apresentar diferentes morfologias, incluindo aspecto vegetativo,

verrucoso ou papular (Bonifaz et al., 2015; Orofino-Costa et al., 2017).

Figura 9 - Forma cutanea fixa da esporotricose

Legenda: Lesao ulcerada no dedo médio.

A forma linfocutanea (Figura 10) ¢ a apresentagdo clinica mais comum. Inicialmente,
manifesta-se como uma pequena papula ou pustula eritematosa no local da inoculagdo. Apos
alguns dias ou semanas, novas lesdes surgem e se espalham linearmente ao longo dos vasos
linfaticos, aspecto conhecido como cancro esporotricdtico (Bonifaz et al., 2015; Orofino-Costa
et al.,2022). Embora ocorra em qualquer area da pele, os locais mais afetados sdo os membros

superiores e inferiores, e a face, principalmente em criangas (Orofino-Costa et al., 2022).
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Figura 10 - Forma linfocutanea da esporotricose

Fonte: Rodrigues et al. (2020).
Legenda: Lesdo nodular ulcerativa no polegar, seguida de lesdes nodulares e/ou
ulcerativas nos vasos linfaticos regionais.

A esporotricose cutdnea disseminada (Figura 11) apresenta multiplas lesdes
polimorficas em locais ndo contiguos, sem envolvimento extracutdneo (Bonifaz et al., 2015;
Orofino-Costa et al., 2022). Antes da transmissdo zoonOtica, era rara e associada a
dissemina¢do hematogénica do fungo em imunossuprimidos (Barros; Almeida-Paes; Schubach,
2011). Com o aumento dos casos zoonoticos ligados a gatos doentes, tornou-se mais frequente
devido a traumas multiplos, podendo ocorrer também em pessoas imunocompetentes (Orofino-

Costa et al., 2022).

Figura 11 - Forma cutanea disseminada da esporotricose

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



35

Ja a forma extracutanea, rara e de dificil diagndstico, ocorre quando a infec¢do se
dissemina para outros Orgdos e tecidos por via hematogénica ou, em situacdes ainda mais
incomuns, por inalagao de propagulos fungicos (Orofino-Costa et al., 2017; Alves et al., 2020).
As apresentacdes mais comuns incluem as formas ocular, pulmonar e osteoarticular, geralmente
associadas a pacientes imunossuprimidos, como diabéticos e portadores de HIV/AIDS
(Orofino-Costa et al., 2022).

Ja nos gatos, principais hospedeiros animais e vetores da esporotricose para humanos,
as manifestagdes clinicas mais comuns incluem multiplas lesdes ulceradas na pele, linfonodos
aumentados e sinais respiratorios (Aguiar et al., 2023). As ulceragdes ocorrem
predominantemente na regido cefalica, incluindo a ponta das orelhas e o nariz, além das patas
(Figura 12) (Rodrigues et al., 2022). Por razdes ainda desconhecidas, S. brasiliensis nao ¢
eficientemente controlado pelo sistema imunologico felino, ao contrario do que ocorre em

humanos e alguns outros mamiferos, como caes, resultando em uma alta carga de leveduras nas

lesdes (Valdez et al., 2023).

Figura 12 - Lesdes de esporotricose em gato

Fonte: ONEHMIC Lab

Legenda: Esporotricose felina. A. Gato com multiplas lesdes crostosas, ulceradas e nodulares na
regido cefalica. B. Gato com lesdo cutinea ulcerada na regido oronasal. C. Gato com lesdo cutanea
crostosa e ulcerada no pavilhao auricular.

2.1.6 Diagnédstico da esporotricose

O diagnostico da esporotricose envolve a correlagdo entre dados epidemioldgicos,
clinicos e laboratoriais (Sharma; Sharma; Sharma, 2022). Para a confirmagao laboratorial, pode
ser realizado o exame micologico direto, sempre acompanhado do isolamento do agente em
cultura, que constitui o padrao-ouro, enquanto sorologia, histopatologia e técnicas moleculares
sdo utilizados como testes complementares (Orofino-Costa et al., 2022). Clinicamente, os

aspectos das lesdes cutaneas na esporotricose podem ser confundidos com os de outras doencas,
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sobretudo diante das dermatopatias que compdem o acronimo PLECT (Paracoccidioidomicose,
Leishmaniose tegumentar americana, Esporotricose, Cromoblastomicose e Tuberculose
cutanea), sendo, portanto, necessaria a realizacdo de um diagndstico laboratorial diferencial,
precoce e preciso (Rodrigues et al., 2022; Schechtman et al., 2022; Salazar et al., 2023).

O exame direto (ED) ¢ uma ferramenta 1util para a detec¢do inicial de células
leveduriformes em amostras frescas, sendo uma das primeiras abordagens laboratoriais no
diagnostico da esporotricose. Para isso, as amostras sdo tratadas com hidroxido de potéssio
(KOH) a 10%, facilitando a visualizacdo das estruturas fingicas (Barros, Almeida-Paes e
Schubach, 2011). No entanto, sua sensibilidade varia conforme o hospedeiro e a apresentacao
clinica da doenca. Em gatos, devido a alta carga fingica, o ED permite um diagndstico
preliminar répido e o inicio imediato do tratamento. Entretanto, sua sensibilidade diminui apds
a introducao da terapia antifungica (Machado ef al. 2025).

Em humanos, especialmente nas formas cutanea fixa e linfocutanea, a deteccao direta
de estruturas fingicas em amostras clinicas, como exsudatos ou fragmentos de lesdo, ¢
dificultada pela baixa quantidade de leveduras viaveis (Orofino-Costa et al., 2022; Machado et
al., 2025). Apesar do baixo custo e facil execucdo, o exame direto deve sempre ser
complementado pelo cultivo micologico, pois, a auséncia de estruturas fingicas no exame
direto ndo exclui o diagnoéstico, reforcando a importancia da associagdo com métodos mais
sensiveis, como a cultura e a analise molecular (Rodrigues et al. 2022)

A cultura fungica permanece como o padrdo-ouro para o diagnostico definitivo da
esporotricose, permitindo a identificacao precisa do agente etioldgico por meio do crescimento
e analise morfoldgica da colonia (Rodrigues et al., 2022). O isolamento de Sporothrix spp. pode
ser feito a partir de varios tipos de amostras bioldgicas, como fragmentos de tecido, secrecdes
purulentas, exsudatos de lesdes e aspirados de linfonodos, € devem ser cultivadas em meios de
cultura padrao para analises micologicas, sendo eles o agar Sabouraud simples, agar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol e 4gar Mycosel, e incubados a 25 °C para favorecer o crescimento
da forma micelial do fungo (Orofino-Costa et al., 2022).

As colonias tornam-se visiveis entre 5 a 7 dias, podendo demorar até¢ duas semanas
dependendo das condigdes da amostra e da carga fungica (Orofino-Costa et al., 2022;
Rodrigues; Hagen; De Camargo, 2022). Para confirmacdo do dimorfismo térmico, uma
caracteristica fundamental de espécies patogénicas de Sporothrix, realiza-se a conversao para a
forma leveduriforme em meios enriquecidos como BHI e incubados a 35-37 °C (Barros;
Almeida-Paes; Schubach, 2011). Essa transi¢ao morfologica ¢ um dos principais critérios para

diferenciagdo do género e confirmagdo do diagnostico (Sharma; Sharma; Sharma, 2022).
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A histopatologia ¢ outra técnica utilizada para identificar Sporothrix spp., porém, em
amostras humanas, a escassez de estruturas fungicas pode tornar os achados inespecificos
(Rodrigues et al., 2022). No entanto, coloragdes como GMS (metenamina de prata de Grocott-
Gomori) e PAS (&cido periddico de Schiff) aumentam significativamente a sensibilidade,
permitindo a visualizagdo de leveduras ovais, esféricas ou em forma de charuto, localizadas no
interior de células gigantes ou dispersas no tecido (Sidrim; Rocha, 2004; Machado et al., 2025).
O padrao histopatologico inclui reagdo granulomatosa, hiperplasia epidérmica (com ou sem
ulceracdo), acantose papilomatosa, hiperceratose, microabscessos intraepidérmicos e elementos
fingicos, como leveduras e corpos asteroides. Estes ultimos, caracterizados como estruturas
eosinofilicas radiadas ao redor das leveduras, apesar de ndo patognomonicos, sdo sugestivos de
esporotricose (Rodrigues et al., 2022; Sharma, Sharma e Sharma, 2022).

A sorologia tem se consolidado como uma ferramenta diagnostica complementar na
esporotricose, especialmente util em formas sistémicas ou atipicas da doenga (Orofino-Costa et
al., 2022). Os testes sorologicos sdo baseados na detec¢do de anticorpos circulantes, € o ensaio
de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA) ¢ o método mais amplamente utilizado devido a sua alta
sensibilidade e especificidade em humanos e gatos (Orofino-Costa et al., 2022; Machado et al.,
2025). Os principais alvos antigénicos do ELISA incluem as glicoproteinas da parede celular
Gp60 (principalmente em S. brasiliensis) e Gp70 (principalmente em S. schenckii) ou a fragao
de ligacdo a concanavalina A (SsCBF), que ¢ amplamente reativa entre as espécies de
Sporothrix (Machado et al., 2025). Embora ndo seja capaz de distinguir entre espécies, o ELISA
baseado em SsCBF tem se mostrado util no monitoramento terapéutico ja que a diminuigao dos
titulos de anticorpos ao longo do tratamento pode indicar boa resposta clinica (Etchecopaz et
al., 2021; Rodrigues et al., 2022).

As técnicas moleculares melhoraram a velocidade, precisdo e a especificidade do
diagnostico da esporotricose. Entre as estratégias mais utilizadas, destaca-se a reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) e suas variantes, como a PCR quantitativa em tempo real (QPCR) e a
multiplex qPCR (Della Terra et al., 2021; Zhang et al., 2019). A PCR convencional ¢ uma
técnica rapida e de baixo custo, amplamente utilizada para amplificar alvos genéticos, como os
genes CHSI1 (quitina sintase 1), BT2 (B-tubulina) e CAL (calmodulina). No entanto, essa técnica
apresenta limitagdes na diferenciacdo entre espécies proximas (Rodrigues et al., 2022). Assim,
o sequenciamento de DNA ¢ considerado o método de referéncia para a deteccdo e
diferenciagdo de espécies clinicamente relevantes, como S. brasiliensis, S. schenckii e S.
globosa, sendo a regido ITS amplamente utilizada como marcador de codigo de barras

molecular (Orofino-Costa et al., 2022; Machado et al., 2025). Além disso, métodos
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complementares, como MALDI-TOF (espectrometria de massas de tempo de voo por
dessor¢do/ionizagdo a laser assistida por matriz; do inglés, matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry), tém sido empregados para a identificagao rapida
e especifica de espécies patogénicas do género Sporothrix, demonstrando elevado potencial em
estudos de vigilancia epidemiolégica e no diagndstico em laboratérios de referéncia

(Etchecopaz et al., 2021).

2.1.7 Tratamento da esporotricose humana e animal

A recuperagdo espontanea da esporotricose em humanos e animais ¢ rara, tornando o
tratamento essencial para a maioria dos casos (Rodrigues ef al., 2022). A escolha da terapia
depende de diversos fatores, como a forma clinica, a gravidade da infec¢do, o estado
imunologico do hospedeiro e a espécie de Sporothrix envolvida (Sharma; Sharma; Sharma,
2022). O farmaco de primeira escolha para o tratamento da esporotricose € o itraconazol, tendo
como alternativas o iodeto de potassio, terbinafina e anfotericina B (Almeida-Paes et al.,
2017b).

Desde sua introdugcdo em 1903, o iodeto de potéassio tem sido utilizado em paises
emergentes como uma alternativa terapé€utica eficaz e de baixo custo, sendo especialmente
empregado no tratamento das formas cutaneas da esporotricose, tanto em humanos quanto em
felinos, quando o itraconazol ndo ¢ tolerado ou estd contraindicado (Brilhante et al, 2019;
Rodrigues et al., 2020). O iodeto de potassio possui atividade imunomoduladora e pode
suprimir a producao de intermediarios toxicos do oxigénio por leucdcitos polimorfonucleares,
o que lhe confere um efeito anti-inflamatério. No entanto, sua capacidade de destruir
diretamente os microrganismos ainda nao ¢ totalmente elucidada (Rodrigues et al., 2022). Os
efeitos adversos mais comuns sdo, dor de cabeca, diarreia, nausea, dor abdominal e gosto
metalico, que raramente impedem a continuagdo do tratamento (Orofino-Costa et al., 2022).

O itraconazol ¢ o farmaco de primeira escolha para o tratamento da esporotricose,
devido a sua eficicia, seguranga e conveniéncia posoldgica, desde que ndo haja
contraindicacdo, sendo utilizado também para o tratamento de animais no Brasil (Xavier et al.,
2023; Orofino-Costa et al., 2017, 2022). Trata-se de um triazol fungistatico, que age inibindo a
sintese de ergosterol, o principal esterol da membrana celular fungica, através da inibicao da
enzima citocromo P450 lanosterol 14 a-desmetilase (Mahajan, 2014; Rodrigues et al., 2022).
Embora tenha boa eficécia, o tratamento com itraconazol pode causar varios efeitos colaterais,
sendo os mais comuns dores de cabeca e disturbios gastrointestinais (Orofino-Costa et al.,

2022).
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A terbinafina, uma alilamina de agdo fungicida, ¢ utilizada no tratamento da
esporotricose, sendo a alternativa para casos leves a moderados quando o itraconazol e o iodeto
de potassio ndo podem ser administrados (Orofino-Costa et al., 2017). A terbinafina interfere
na sintese inicial do ergosterol através da inibi¢do da enzima esqualeno epoxidase (Mahajan,
2014). Devido a baixa interagdo com outras drogas, a terbinafina ¢ especialmente indicada para
pacientes idosos com outras comorbidades e, entre seus efeitos adversos mais comuns, estao
cefaleia, niusea, distensao e dor abdominal, dispepsia e diarreia (Orofino-Costa ef al., 2022).

Em casos graves, como nas formas extracutanea ou cutanea disseminada, a anfotericina
B ¢ recomendada até que a melhora clinica seja alcancada, quando deve ser substituida por
itraconazol (Orofino-costa et al., 2017; Sharma; Sharma; Sharma, 2022). A anfotericina B ¢ um
antifngico poliénico de agdo fungicida, que se liga ao ergosterol da membrana citoplasmatica
fingica, promovendo a formacao de poros e aumentando a permeabilidade celular a ions e
outras moléculas. Além disso, pode induzir dano oxidativo por meio da liberacdo de radicais
livres letais (Mahajan, 2014). Embora muito eficaz, seu uso clinico ¢ limitado pela alta
toxicidade. Com o objetivo de melhorar o indice terapéutico e reduzir complicagdes toxicas,
foram desenvolvidas formulagdes associadas a lipidios, como o complexo lipidico de
anfotericina B (ABLC) e a anfotericina B lipossomal (L-AmB) (Carolus et al., 2020).

Embora os antifungicos atualmente disponiveis sejam, em geral, eficazes no tratamento
da esporotricose, nos ultimos anos tem-se observado um aumento nas falhas terapéuticas,
incluindo relatos de recidivas ap6s melhora inicial e de isolados com menor sensibilidade aos
antifngicos classicos (Waller et al., 2021). Nessas situagdes, torna-se necessario o ajuste ou
aumento da dose para alcancar a eficacia terapéutica esperada, o que eleva o risco de efeitos
adversos e pode impactar negativamente a adesdo dos pacientes ao tratamento, especialmente
em regides com acesso limitado a cuidados médicos (Poester ef al., 2022).

Em especial no Brasil, isolados clinicos de S. brasiliensis tém demonstrado menor
sensibilidade, in vitro, ao itraconazol, possivelmente devido a formacdo de biofilmes, que
podem atuar na inibigdo, adsor¢do, inativagdo, neutralizacdo ou expulsdo dos antifiingicos
(Rodrigues et al., 2022; Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez, 2022). Diante desse cenario, torna-
se essencial a busca por novos compostos com potencial antifingico, especialmente aqueles
capazes de inibir ou reduzir a formagdo de biofilmes por S. brasiliensis, ou ainda atuar em
associagdo com os antifungicos j& utilizados, a fim de contornar os casos de resisténcia e

melhorar a eficacia terapé€utica.



40

2.2 Estratégias terapéuticas no controle de infeccdes por S. brasiliensis

2.2.1 A viruléncia aumentada de S. brasiliensis

S. brasiliensis € um patogeno flngico emergente, caracterizado por sua transmissao
zoonoOtica e epizodtica, especialmente no Brasil. Diferentemente da forma clédssica da
esporotricose associada a manipulagcdo de solo e vegetais, S. brasiliensis estd envolvido em
surtos urbanos e é responsavel por mais de 90% dos casos de esporotricose em humanos e
felinos no pais (Rossow et al., 2020; Gremido et al., 2021).

Estudos comparativos indicam que S. brasiliensis apresenta maior carga flngica,
capacidade invasiva e potencial de dano tecidual do que outras espécies do clado clinico, o que
pode explicar sua predomindncia em surtos (Gremido et al., 2017). Além disso, com relagdo a
composi¢ao da parede, foram identificadas diferencas marcantes entre S. schenckii e S.
brasiliensis. Embora ambas possuam paredes celulares com dupla camada, S. brasiliensis
apresenta parede mais espessa, com maior teor de ramnose e quitina, menor quantidade de Gp70
e microfibrilas mais longas, as quais favorecem a conexdo entre leveduras e, como
consequéncia, a formacao de biofilmes (Rossow et al., 2020; Villalobos-Duno et al., 2021).

Nesse contexto, e¢ diante do aumento nos relatos de resisténcia e recidivas,
especialmente nas infecgdes causadas por S. brasiliensis, além da limitada variedade de
antifingicos disponiveis para o tratamento da esporotricose, observa-se interesse crescente por
novas estratégias terapéuticas. Entre as alternativas promissoras, destaca-se o uso de compostos

naturais com potencial antifingico.

2.2.2 Geraniol

O geraniol (C10H180) ¢ um monoterpeno alifadtico com um grupo de 4lcool funcional
em sua composi¢ao organica (Figura 13). Esta presente em 6leos essenciais extraidos de varios
tipos de plantas como Cymbopogon martinii, Cymbopogon nardus Pelargonium graveolens,
Rosa Damascena e Rosa centifolia (Lira et al., 2020). Por apresentar odor e sabor
caracteristicos o geraniol ¢ classificado pela United States Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos como um aditivo para aromatizar alimentos, como bebidas, doces e

sorvetes (Chen; Viljoen, 2022).
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Figura 13 - Estrutura quimica do geraniol elaborada no software ChemBioDraw
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Fonte: Lei ef al. (2019).

Esse fitocomposto também tem despertado interesse por sua ampla atividade bioldgica,
em especial a atividade antifiingica, apresentando atividade significativa contra uma variedade
de patdgenos, incluindo Trichophyton rubrum (Pereira et al., 2014), Candida albicans (Leite et
al., 2015) e Aspergillus spp. (Tang et al., 2018). O possivel mecanismo de agdo antimicrobiana
do geraniol esta relacionado a sua capacidade de se ligar aos lipidios da membrana celular de
microrganismos, comprometendo a integridade estrutural e aumentando sua permeabilidade.
Essa alteracdo permite a penetracdo em alvos intracelulares essenciais, resultando em morte
celular (Lei et al., 2019; Lira et al., 2020).

Pereira et al. (2014) investigaram o efeito do geraniol contra 7. rubrum, causador de
dermatofitose cronica. O geraniol inibiu o crescimento micelial, a germinagdo de conidios e o
crescimento fingico em fragmentos de unha, e o mecanismo de a¢do envolveu o vazamento de
material intracelular e a inibi¢do da biossintese de ergosterol.

No estudo conduzido por Leite et al. (2015), o geraniol foi capaz de inibir o crescimento
de C. albicans, incluindo isolados clinicos e cepas padrdo. A investigacao dos mecanismos de
acdo indicou que o composto atuou alterando a integridade da membrana celular, promovendo
aumento da permeabilidade e interferindo em fungdes essenciais da membrana.
Adicionalmente, foi capaz de inibir a formagdo de estruturas morfologicas associadas a
viruléncia de C. albicans, como pseudo-hifas e clamidoconidios.

No caso de Aspergillus spp., Tang et al. (2018) demonstraram que o geraniol, aplicado
por fumigagdo, inibiu significativamente o crescimento de Aspergillus flavus e Aspergillus
ochraceus, patdogenos responsaveis pela deterioragdo de graos. O mecanismo de acao contra A.
flavus foi atribuido a inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), enquanto contra 4.
ochraceus foi associado a alteracao na permeabilidade da membrana celular.

Apesar da comprovada atividade antimicrobiana do geraniol, sua aplica¢do enfrenta

limitagdes devido a sua natureza hidrofobica, alta volatilidade e instabilidade frente a fatores
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ambientais como luz, temperatura e oxigénio, o que compromete sua integridade e reduz sua
eficacia em exposi¢des prolongadas (Chen; Viljoen, 2022). Nesse contexto, estratégias como a
nanoemulsdo e o encapsulamento de geraniol tém sido desenvolvidas para criar sistemas de
entrega que aumentam sua estabilidade e eficacia (Pontes ef al., 2023; Celebioglu et al., 2025).

Estudos in vivo utilizando o modelo de embrides de zebrafish demonstraram que o
geraniol apresenta toxicidade significativa em concentracdes elevadas, causando efeitos como
coagulacdo embrionaria, edema do saco vitelino, pigmentacdo reduzida e deformidades na

cauda (Silva-Rodrigues et al., 2024).

2.2.3 Microparticulas de quitosana

Estratégias de encapsulamento baseadas em materiais de origem renovavel tém
despertado crescente interesse na industria farmacéutica, por oferecerem formas eficientes de
protecao e liberagao controlada de compostos bioativos (Celebioglu et al., 2025).

Sistemas de liberagdo controlada de farmacos sdo formulagdes que associam um
principio ativo a um veiculo, geralmente um polimero, com o objetivo de otimizar a eficacia
terapéutica e a biodisponibilidade dos medicamentos (Baharlouei; Rahman, 2022). Dentre os
polimeros utilizados, destacam-se polissacarideos derivados de plantas, animais ou
microrganismos, devido a sua ampla disponibilidade na natureza e propriedades favoraveis a
aplicacdo farmaceéutica (Celebioglu et al., 2025).

Um exemplo notavel ¢ a quitosana, um biopolimero linear obtido pela desacetilagdo
parcial da quitina (Figura 14), que tem sido amplamente utilizada como agente antimicrobiano,
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade, podendo interagir com

c¢lulas microbianas de diferentes formas, dependendo de seu peso molecular (Garcia ef al.,

2020; Brilhante et al., 2023).

Figura 14 - Estrutura quimica da quitosana a partir da desacetilacdo da quitina
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Fonte: Traduzido de Alemu; Getachew; Mondal (2023).
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No estudo realizado por Garcia et al. (2020), foi demonstrado que a quitosana de baixo
peso molecular apresentou maior eficicia antifingica frente a células planctonicas e biofilmes
de S. brasiliensis, requerendo menores concentragdes para inibir o crescimento do fungo. A
eficacia da quitosana esté relacionada a sua capacidade de interagir com a parede celular dos
fungos, principalmente por meio de interacdes eletrostaticas entre seus grupos amino
protonados, carregados positivamente, € os componentes negativamente carregados das
superficies celulares. Essa interacdo pode causar alteragdes na permeabilidade da membrana
plasmatica, induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e promover danos
estruturais que levam a morte celular (Brilhante et al., 2023).

A natureza catidnica da quitosana leva, sob condic¢des acidas, ao desenvolvimento de
varias formas, como nano/microparticulas, emulsoes, fibras, hidrogéis, filmes e membranas.
Por isso, tem sido amplamente empregada como matriz para o encapsulamento de extratos
naturais, 6leos essenciais € compostos bioativos puros de origem natural, como o geraniol
(Oliveira et al., 2018; Detsi et al., 2021).

Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
utilizacao de microparticulas de quitosana para a encapsulacdo de 6leos essenciais contribui
para potencializar a atividade antiflingica desses compostos, com resultados significativos
frente a biofilmes de C. albicans (Garcia et al. 2021) e de H. capsulatum (Costa et al., 2025).
Além disso, os estudos de Garcia et al. (2021, 2023) demonstraram que a encapsulagdo de 6leos
essenciais em microparticulas de também reduziram sua toxicidade potencial. Esse efeito foi
atribuido a liberacao controlada e prolongada dos compostos bioativos, permitindo que a dose
fosse direcionada ao local desejado de forma mais eficiente, minimizando os riscos de
superexposicao ou efeitos adversos.

Embora existam numerosos estudos sobre as atividades do geraniol e de microparticulas
de quitosana, isoladas ou em combinag¢do com Oleos essenciais, ainda ndo ha investigacdes
sobre a agdo combinada desses compostos contra biofilmes de S. brasiliensis. Considerando
que os sistemas de liberacdo representam uma estratégia promissora para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas, o presente estudo tem como objetivo avaliar in vitro a eficacia
de microparticulas de quitosana carregadas com geraniol frente a células planctonicas e
biofilmes em formacao de S. brasiliensis na sua forma filamentosa, bem como suas possiveis

interacdes sinérgicas com anfotericina B e itraconazol.
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3 HIPOTESES

e Geraniol isolado possui atividade antifingica, in vitro, frente células planctonicas e
biofilmes em formacao de S. brasiliensis, na sua forma filamentosa;

e Geraniol encapsulado em microparticulas de quitosana possui atividade antifingica, in
vitro, frente células planctonicas e biofilmes em formagao de S. brasiliensis, na forma
filamentosa;

e As microparticulas contendo geraniol apresentam sinergismo, in vitro, com anfotericina
B e itraconazol frente a células planctonicas e biofilmes em formacao de S. brasiliensis,

na sua forma filamentosa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do geraniol isolado e encapsulado em microparticulas de quitosana

sobre células planctonicas e biofilmes em formacao de S. brasiliensis.

4.2 Objetivos Especificos

e Investigar o efeito antiflingico, in vitro, do geraniol isolado frente células planctonicas
e biofilmes em formagao de S. brasiliensis, na sua forma filamentosa;

e Avaliar o efeito antifiingico, in vitro, do geraniol encapsulado em microparticulas de
quitosana frente células planctonicas e biofilmes em formagao de S. brasiliensis, na sua
forma filamentosa;

e Analisar a interagao, in vitro, do geraniol encapsulado em microparticulas de quitosana
com anfotericina B e itraconazol frente células planctonicas e biofilmes em formacgao

de S. brasiliensis na forma filamentosa.
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5S METODOLOGIA

5.1 Local de estudo

As pesquisas foram realizadas no laboratorio One Health Microbiology Laboratory
(ONEHMIC Lab), da Universidade Federal do Ceara (UFC), Brasil. Este estudo contou com a
colaboragdo do Nucleo de Pesquisas em Lubrificantes Prof. fcaro de Sousa Moreira (NPL/ISM),

para a preparagdo e analise das microparticulas.

5.2 Microrganismos

Para esse estudo foram utilizadas nove cepas de S. brasiliensis na forma filamentosa

(Tabela 1).

Tabela 1 - Origem e local de isolamento das cepas de Sporothrix brasiliensis utilizadas neste estudo.

- Cepas Espécie Local de origem Fonte de
(Coédigo ONEHMIC Lab) Isolamento
ONEHMIC 05-3-003 Sporothrix brasiliensis RS, Brasil Gato
ONEHMIC 05-3-005 Sporothrix brasiliensis RS, Brasil Cao
ONEHMIC 05-3-028 Sporothrix brasiliensis RJ, Brasil Gato
ONEHMIC 05-3-031 Sporothrix brasiliensis RJ, Brasil Gato
ONEHMIC 05-3-064 Sporothrix brasiliensis MG, Brasil Humano
ONEHMIC 05-3-067 Sporothrix brasiliensis CE, Brasil Gato
ONEHMIC 05-3-068 Sporothrix brasiliensis CE, Brasil Gato
ONEHMIC 05-3-069 Sporothrix brasiliensis CE, Brasil Gato
ONEHMIC 05-3-070 Sporothrix brasiliensis CE, Brasil Gato

Legenda: ONEHMIC Lab: One Health Microbiology Laboratory. CE: Ceard. MG: Minas Gerais. RJ: Rio de
Janeiro. RS: Rio Grande do Sul

Todos os isolados utilizados neste estudo foram obtidos da cole¢do de culturas do
ONEHMIC Lab. Todas as cepas foram previamente caracterizadas a nivel de espécie por PCR,
com sequenciamento do /ocus da calmodulina (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2013b). As
cepas foram cultivadas em batata dextrose dgar (BDA; Sigma-Aldrich, EUA) e incubadas a

28 °C por 7 dias. A cepa de referéncia Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como
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controle nos testes de sensibilidade antifungica. Por se tratar de microrganismos de colecio

previamente estabelecida, ndo foi necessaria aprovagao por comité de ética.

5.3 Compostos e Drogas controle

Para o desenvolvimento deste estudo, foram utilizados geraniol (GE; Sigma-Aldrich,
EUA), na formulacdo liquida (> 98% de pureza), quitosana de baixo peso molecular (QBP;
Sigma-Aldrich, EUA) e os antifiingicos anfotericina B (AMB; Sigma-Aldrich, EUA) e
itraconazol (ITC; Janssen Pharmaceutica, Bélgica). A caracterizagdo da quitosana empregada
nesse estudo, quanto ao peso molecular (PM) e grau de desacetilacao (GD), foi realizada
anteriormente utilizando viscosimetria e andlise potenciométrica, conforme descrito por Garcia
et al. (2020). AMB e ITC foram utilizados na verificagdo das interagdes farmacologicas e
também como controle para os testes de sensibilidade. Para o preparo de solucdes-estoque,
geraniol, anfotericina B e itraconazol foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-
Aldrich, EUA). Em seguida, foram homogeneizados em agitador mecanico tipo vortex até
completa dissolucdo, transferidos para microtubos estéreis e estocados a -20 °C até o momento

do uso. A QBP foi armazenada a 4 °C.

5.4 Preparacio de microparticulas de lecitina-quitosana carregadas com GE

Microparticulas de lecitina-quitosana carregadas com GE foram preparadas utilizando
um método modificado descrito por Ilk, Saglam e Ozgen, 2017. A solucdo de quitosana foi
preparada dissolvendo quitosana (1%, m/v) em uma solugdo de acido acético a 0,5% (v/v),
seguida pela dissolugdo de Tween-80 (1%, m/v) na solugcdo de quitosana. Separadamente, a
lecitina (7,5%, m/v) foi dissolvida em uma solu¢cdo de DMSO (10%, v/v). O GE foi adicionado
a solucdo de lecitina a uma concentragdo de 10 mg/mL sob agitacdo magnética. A solucao de
quitosana (11,5 mL) e o complexo lecitina/GE foram aquecidos a 60 °C, e 1 mL da solu¢do de
lecitina/GE foi injetado lentamente na solugcdo de quitosana pré-aquecida sob agitacdo
magnética. Apos a agitagdao, o pH foi ajustado para 4,5. A suspensao de microparticulas foi
centrifugada (1000 g, 30 min) e lavada com 4gua para remover partes do composto que nao
foram encapsuladas. Microparticulas de quitosana também foram sintetizadas utilizando
solucdo de lecitina sem GE, sendo empregadas como controle nos testes de sensibilidade. As
amostras resultantes foram rotuladas como MQ (microparticulas de quitosana) ¢ MQGE

(microparticulas de quitosana carregadas com geraniol).
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5.5 Teste de sensibilidade de células planctonicas

Os testes de sensibilidade foram realizados pela técnica de microdilui¢do em caldo em
microplacas de 96 pocos, conforme o documento M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2017), com adaptacdes. Concentragdes variando de 2 a 1024 pg/mL
(GE,MQ e MQGE) € 0,03 a 16 pg/mL (AMB e ITC). Os in6culos foram preparados em solugao
salina e em seguida ajustados para uma concentragio final 0,4-5x10* UFC/mL em meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, EUA), tamponado a pH 7,0 com 0,165M de MOPS (Sigma-Aldrich,
EUA). As microplacas foram incubadas a 35 °C por 72 h. A concentracdo inibitéria minima
(CIM) de GE, MQ, MQGE, AMB e ITC foi definida como a menor concentracao capaz de
inibir 100% do crescimento visual fingico em comparacdo com os pogos controle (auséncia
dos compostos e drogas). Candida parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada como controle de

qualidade dos experimentos. Os experimentos foram conduzidos em duplicata.
5.6 Determinacio de atividade antifungica contra biofilmes em formacao

5.6.1 Preparacao dos biofilmes de S. brasiliensis

Os testes foram realizados de acordo com os protocolos descritos por Brilhante ef al.,
2018. Para a formacgao de biofilmes de S. brasiliensis na forma filamentosa, foram utilizadas
placas de 96 pogos com fundo chato. Uma aliquota de 200 pL de suspensao fungica, contendo
2 x 10° UFC/mL, preparada em meio RPMI 1640, foi adicionada a cada pogo das microplacas.
Em seguida, as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, para adesao celular. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi removido e os pogos lavados duas vezes com PBS estéril, e os
biofilmes foram expostos aos compostos nas concentragdes correspondentes a 4 x CIM, 2 x
CIM, CIM, CIM/2 e CIM/4. Em seguida, as microplacas foram incubadas a 35 °C por 72 horas.
Para cada cepa o experimento foi realizado em duplicata. Apos a exposicao, a sensibilidade dos

biofilmes foi avaliada pela quantificacdo da atividade metabolica MTT (Brilhante et al., 2022).

5.6.2 Quantificacdo da atividade metabolica por ensaio de reducdao de MTT

A atividade metabdlica dos biofilmes foi quantificada por meio do ensaio de redugado do
MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT; Sigma,
Darmstadt, Alemanha) (Brilhante et al., 2022). Para a realizacao deste ensaio, utilizou-se uma
solugdo estoque de MTT (5 mg/mL em PBS com 2% de glicose).

Em cada pogo contendo biofilme, foram adicionados 100 pL da solugao de MTT e, apds
um periodo de incubagdo de 4 h a 35 °C, protegidos da luz, a mudanca de cor resultante foi

medida com um espectrofotometro de placas a 540 nm. A concentracdo inibitéria minima em
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biofilme (CIMB) foi determinada como a menor concentracao capaz de inibir 50% (CIMBS50)
da atividade metabolica do biofilme, em compara¢do com a atividade do controle que nao

recebeu o tratamento (Pierce et al., 2008). Todos os testes foram realizados em duplicata.

5.7 Ensaio de combinacao de drogas - checkerboard

Para a avaliacdo das interacdes de MQGE com os antifingicos, foram selecionadas trés
cepas de S. brasiliensis na forma filamentosa. O teste de checkerboard foi realizado conforme
descrito por Almeida-Paes et al. (2016), com adaptagdes. Para avaliar as combinagdes de
MQGE (2 a 1024 ug/mL) com AMB ou ITC (0,03 a 16 pg/mL) frente a forma planctonica de
S. brasiliensis, a CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir 100% do

crescimento visual fungico.

Ja para os ensaios frente aos biofilmes, a formagdo foi realizada conforme descrito
anteriormente. As concentragdes de MQGE (0,5 a 32 pg/mL), AMB e ITC (0,008 a 4 pg/mL)
foram selecionadas com base nos resultados de sensibilidade obtidos frente a forma planctonica,
adotando-se a concentragdo inicial de 4 x CIM para o composto e cada antifingico. A atividade
metabolica foi mensurada pelo ensaio de reducao do MTT (Brilhante et al., 2022), conforme
descrito anteriormente, e os dados obtidos foram utilizados para o calculo do Indice de
Concentragdo Inibitoria Fracionada (ICIF). As interagdes foram classificadas como sinérgicas
(ICIF < 0,5), indiferentes (0,5 < ICIF < 4) ou antagonicas (ICIF > 4), conforme critérios
propostos por Odds (2003).

5.8 Analise estatistica dos ensaios com biofilmes

Os resultados experimentais de absorbancia foram obtidos em duplicata, sendo
posteriormente transformados em médias e avaliados quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os valores médios de absorbancia foram comparados pelo teste t de
Student pareado. As dosagens foram testadas em pares, de acordo com concentragoes
crescentes, para detectar reducdes na absorbancia, e a eficiéncia dos compostos testados foi
comparada entre dosagens semelhantes. Em todas as situagdes, o nivel de significancia maximo
adotado para conclusdes afirmativas foi de 95% (p < 0,05). Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software SPSS versao 20 (IBM SPSS Statistics, Armonk, NY, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 Efeito dos compostos frente a forma planctonica de S. brasiliensis

Os compostos testados apresentaram atividade inibitoria frente as cepas de S.
brasiliensis na sua forma filamentosa (Tabela 2). Os valores de CIM variaram de 4 a 16 pg/mL
para GE, e de 2 a 8 pg/mL para MQGE. Para as MQ os valores foram de 1 a 2 pg/mL, j& para
as drogas antifingicas os valores de CIM obtidos foram de 1 a 8 pg/ml para anfotericina B e de

0,5 a 4 pg/ml para itraconazol. Tais resultados estdo expressos na tabela abaixo.

Tabela 2 - Concentragdo inibitéria minima dos compostos e antifungicos frente a cepas de

Sporothrix brasiliensis na forma planctonica filamentosa.

Concentragdo inibitoria minima (pg/mL)

Cepa flngica
(codigo ONEHMIC) AMB ITC MQ GE MQGE
ONEHMIC 5-03-003 4 2 2 16 8
ONEHMIC 5-03-005 2 1 1 8 2
ONEHMIC 5-03-028 2 2 2 16 8
ONEHMIC 5-03-031 1 0,5 2 16 8
ONEHMIC 5-03-064 2 4 2 4 2
ONEHMIC 5-03-067 4 2 2 4 4
ONEHMIC 5-03-068 8 4 1 4 4
ONEHMIC 5-03-069 1 0,5 1 8 4
ONEHMIC 5-03-070 4 1 2 16 8

Legenda: ONEHMIC Lab: One Health Microbiology Laboratory. AMB: Anfotericina B. ITC:
Itraconazol. MQ: Microparticulas de quitosana. GE: Geraniol isolado. MQGE: Microparticulas
de quitosana carregadas com geraniol.

6.2 Efeito da exposicido de biofilmes em formacao de S. brasiliensis aos compostos

Com relacao ao efeito dos compostos durante o processo de formagao dos biofilmes de
S. brasiliensis na forma filamentosa (Figura 15) observou-se perfis de resposta diferentes para
cada composto. A adi¢do de GE durante a formagao de biofilme de S. brasiliensis (Figura 15A)
reduziu a atividade metabolica a partir da concentracao de 32 pg/mL, atingindo uma inibigao
maxima de 25% na concentracdo de 64 ng/mL (p < 0,05).

A adicdo de MQ reduziu a atividade metabdlica (Figura 15B) a partir da concentragdo
de 8 pg/mL, com redu¢ao maxima de 49% na concentracdo de 32 pg/mL (p < 0,05). J4 adi¢ao
de MQGE foi capaz de reduzir a atividade metabolica em todas as concentragdes testadas
(Figura 15C), com reducdo maxima de 80% na concentragdo de 32 pg/mL (p < 0,05).

Os antifungicos convencionais foram utilizados como drogas controle, sendo

observadas reducdes significativas na atividade metabolica a partir da concentragao de 2 pg/mL



51

para AMB (Figura 15D), e de 1 pg/mL para ITC (Figura 15E), com exce¢do da concentracao
de 16 pg/mL, que ndo apresentou diferenca significativa. As redu¢des maximas alcancadas (p
< 0,05) foram de 28% na concentra¢do de 16 pg/mL e de 33% na concentragdo de 8 pg/mL
para AMB e ITC, respectivamente.

Figura 15 - Efeito dos compostos na atividade metabolica de biofilmes de Sporothrix
brasiliensis na forma filamentosa.
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Legenda: Atividade metabolica de biofilmes de S. brasiliensis expostos a diferentes concentragcdes dos compostos
por 72 h. A. Atividade metabolica do biofilme exposto ao Geraniol isolado (GE) B. Atividade metabolica do
biofilme exposto a Microparticulas de Quitosana isoladas (MQ). C. Atividade metabolica biofilme exposto a
Microparticulas de Quitosana carregadas com Geraniol (MQGE). D. Atividade metabdlica do biofilme exposto a
anfotericina B (AMB) E. Atividade metabdlica do biofilme exposto ao itraconazol (ITC). As barras pretas
correspondem ao biofilme ndo tratado (controle). As barras cinzas correspondem aos biofilmes tratados com GE,
MQ, MQGE, AMB e ITC. Resultados expressos em média + desvio padrao. *Diferenca significativa em
comparagao com o controle (p < 0,05).
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6.3 Interacao entre MQGE e antifiingicos em células planctonicas

Os valores de CIM dos antifungicos AMB e ITC isolados ou combinados com MQGE, bem como o ICIF obtido para as formas filamentosas

de S. brasiliensis, sao mostrados na Tabela 3. Nestas combinag¢des nenhuma interagdo de antagonismo foi observada, sendo todas classificadas
como indiferentes.

Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima e indice de concentragdo inibitoria fracionaria de MQGE em combinagdo com
antifiingicos, contra células planctonicas de Sporothrix brasiliensis, na forma filamentosa.

Cepa fungica CIM; oo isolada (pug/mL) CIM; o combinada (pug/mL) Interpretacdo ICIF
(codigo ONEHMIC)  AMB  ITC MQGE MQGE/AMB  MQGE/ITC MQGE/AMB  MQGE/ITC

ONEHMIC 05-3-031 8 2 128 128/4 128/1 IND IND
ONEHMIC 05-3-064 4 4 256 256/4 256/2 IND IND
ONEHMIC 05-3-069 4 1 128 128/4 128/0,5 IND IND

Legenda: ONEHMIC Lab: One Health Microbiology Laboratory. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. MQGE: Microparticulas de quitosana
carregadas com geraniol. CIM: Concentracao inibitéria minima. ICIF: Indice da concentragdo inibitéria fracionada, em que a interagdo ¢ classificada
como sinérgica (SIN; ICIF < 0,5), indiferente (IND; 0,5 < ICIF < 4) ou antagbnica (ANT; ICIF > 4).
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6.4 Interacao entre MQGE e antifiingicos em biofilmes em formacao

As interacdes farmacologicas entre MQGE e os antifingicos AMB e ITC também foram investigadas contra biofilmes em formacao de S.
brasiliensis. Os valores de CIMB50 para os antifungicos isolados ou combinados com MQGE, bem como o ICIF obtido para a combinagao contra

os biofilmes sdo mostrados na Tabela 4. Da mesma forma, as combina¢des de MQGE com AMB e ITC ndo apresentaram interagdes antagonicas,

sendo classificadas como indiferentes para todas as cepas testadas.

Tabela 4 Concentragdo inibitéria minima e indice de concentracdo inibitoria fracionaria de MQGE em combinacdo com
antifingicos, contra biofilmes em formagao de Sporothrix brasiliensis, na forma filamentosa.

Cepa fungica CIMBg;,, isolada (pug/mL) CIMB;, combinada (pug/mL) Interpretacao ICIF
(codigo ONEHMIC)  AMB  ITC MQGE MQGE/AMB  MQGE/ITC MQGE/AMB  MQGE/ITC

ONEHMIC 05-3-031 1 0,125 4 2/1 2/0,0312 IND IND
ONEHMIC 05-3-064 1 0,0312 4 2/1 1/0,008 IND IND
ONEHMIC 05-3-069 1 0,0625 2 1/0,5 1/0,0312 IND IND

Legenda: ONEHMIC Lab: One Health Microbiology Laboratory. AMB: Anfotericina B. ITC: Itraconazol. MQGE: Microparticulas de quitosana
carregadas com geraniol. CIMB: Concentracao inibitéria minima em biofilme. ICIF: Indice da concentragdo inibitdria fracionada, em que a interacao ¢
classificada como sinérgica (SIN; ICIF < 0,5), indiferente (IND; 0,5 < ICIF < 4) ou antagénica (ANT; ICIF > 4).
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7. DISCUSSAO

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliem a atividade do
GE, isolado ou encapsulado, contra fungos dimorficos. Portanto, este trabalho representa a
primeira investigacdo experimental com essa abordagem frente a S. brasiliensis. Em suma, os
resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial do GE como agente antifungico frente
a S. brasiliensis, especialmente quando encapsulado em microparticulas de quitosana. Os
achados aqui apresentados contribuem para o avan¢o do conhecimento sobre novas estratégias
terapéuticas para a esporotricose € podem orientar pesquisas futuras.

O GE isolado apresentou atividade antifingica frente a forma filamentosa planctonica
de S. brasiliensis, com valores de CIM variando entre 4 ¢ 16 ug/mL. Estudos anteriores ja
relataram a inibi¢do de outros patogenos fungicos pelo GE, com resultados semelhantes aos
observados neste estudo, como em C. albicans com CIM de 16 a 32 pg/mL (Leite et al., 2015)
e T. rubrum com CIM de 16 a 256 pg/mL (Pereira et al., 2014). Os resultados obtidos para
anfotericina B e itraconazol estdo na mesma faixa de concentragdes descrita por outras
pesquisas (Brilhante et al., 2018, Garcia et al., 2020).

Apesar do potencial antifungico do GE, sua aplicagdo direta ¢ limitada por baixa
solubilidade, alta volatilidade e instabilidade frente a luz e ao oxigénio, 0 que compromete sua
biodisponibilidade (Chen; Viljoen, 2022). Considerando essas limitagdes, este estudo avaliou a
atividade antifungica do GE encapsulado em microparticulas de quitosana frente a células
planctonicas e biofilmes em formagdo de S. brasiliensis, e suas interagdes com as drogas
antifingicas utilizadas no tratamento da esporotricose.

A quitosana ¢ um polissacarideo natural cationico que devido as suas propriedades
benéficas, incluindo biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade tem sido
amplamente utilizada como matriz para o encapsulamento de diversos compostos bioativos
(Baharlouei; Rahman, 2022; Alemu; Getachew; Mondal, 2023). Estudos prévios demonstraram
que a incorporac¢ao de 6leos essenciais em microparticulas de quitosana melhorou a estabilidade
desses compostos e potencializou sua eficacia, in vitro, frente biofilmes de fungos patogénicos
(Garcia et al., 2021; Costa et al., 2025). Além disso, a acdo antifingica, in vitro, da quitosana
de diferentes pesos moleculares ja foi investigada contra cepas filamentosas de S. brasiliensis
(Garcia et al., 2020).

Neste estudo, observou-se que as MQGE apresentaram maior atividade antifingica
frente a forma planctonica de S. brasiliensis do que o GE isolado, com valores de CIM variando

entre 2 ¢ 8ug/mL. Esses resultados sugerem que o encapsulamento contribuiu para



55

potencializar a ag¢do do composto, possivelmente ao favorecer sua estabilidade e
biodisponibilidade. Achados semelhantes foram relatados em estudos que demonstraram o
aumento da eficacia antifingica e antibacteriana do GE apds sua incorporagdo em sistemas de
liberacao controlada (Pontes ef al., 2023; Celebioglu et al., 2025).

Ja as MQ apresentaram valores de CIM menores (1 e 2 pg/mL) que MQGE frente a
forma planctonica de S. brasiliensis. Esse resultado difere dos achados por Garcia et al. (2021,
2023), nos quais microparticulas de quitosana carregadas com 6leos essenciais apresentaram
maior eficacia, in vitro, do que aquelas sem o composto. Embora nao haja uma explicagdo clara
para esse resultado, a diferenca em relacdo aos estudos supracitados pode estar relacionada as
caracteristicas especificas da molécula encapsulada.

Detsi et al. (2020) relatam que a natureza do composto encapsulado pode influenciar
propriedades fisico-quimicas das particulas, como tamanho, potencial zeta e estabilidade.
Assim, ¢ possivel hipotetizar que as MQ vazias interajam mais rapidamente com a parede
celular das células planctonicas, enquanto a incorpora¢do do GE promove modifica¢des na
formulacao que resultam em uma ag¢do menos imediata frente a forma planctonica.

A exposi¢ao dos biofilmes em formagao as MQGE resultou em uma redugao de 80% na
atividade metabolica na concentragdo de 32 pg/mL, valor expressivamente superior ao
observado para o GE isolado, que reduziu apenas 25% da atividade metabolica na maior
concentragdo testada (64 pg/mL). Esse ganho de eficacia pode estar relacionado a protecao
conferida pelo sistema de encapsulamento, que reduz a degradagdo do GE e permite uma
liberacao mais prolongada e eficaz do composto (Oliveira ef al., 2018). Os resultados obtidos
se assemelham aos observados em C. albicans (Garcia et al., 2021) e H. capsulatum (Costa et
al., 2025), sugerindo que a encapsulacao do GE pode favorecer sua atividade antifiingica frente
a biofilmes de S. brasiliensis.

Diante dos biofilmes, as MQGE também apresentaram melhor desempenho do que as
MQ, que reduziram cerca de 49% da atividade metabdlica nas mesmas condicdes. Esse
resultado sugere que a presenca do GE contribuiu para intensificar o efeito antifingico frente
aos biofilmes, possivelmente por meio de um efeito sinérgico entre os dois componentes. Detsi
et al. (2020) destacam que, no contexto de nanosistemas, a carga positiva da quitosana favorece
sua adesdo a matriz extracelular dos biofilmes, que tem carga negativa. Essa interagdo pode
melhorar a liberagdo do composto encapsulado e facilitar seu acesso as células fingicas.

Considerando esses mecanismos, € plausivel que a maior eficacia das MQGE, em
comparacdo as MQ, esteja relacionada a atuagdo combinada da quitosana com o GE

encapsulado. Achados semelhantes foram observados por Garcia et al. (2023), que relataram
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maior inibicdo de biofilmes de C. albicans em formula¢des contendo Oleos essenciais
encapsulados em microparticulas de quitosana, quando comparadas a microparticulas sem o
composto.

Quando combinada com os antifingicos MQGE apresentou indiferenca em todas as
combinagdes, sem evidéncia de antagonismo. Achados semelhantes foram descritos por Costa
et al. (2025), que relataram interacdes indiferentes entre microparticulas de quitosana contendo
Oleos essenciais e os mesmos antifungicos frente a H. capsulatum na forma planctonica
filamentosa.

Considerando que o mecanismo de a¢do das MQGE frente a S. brasiliensis ainda ndo
estejam elucidados, ¢ dificil explicar o resultado observado. No entanto, estudos prévios ja
demonstraram que seus componentes podem atuar sobre alvos celulares semelhantes aos dos
antifiingicos classicos, como a membrana plasmatica, mas por mecanismos distintos (Garcia et
al., 2020; Lira et al., 2020), isso poderia explicar, pelo menos em parte, por que a combinacao
da MQGE os antifungicos ndo gerou resultados antagdnicos, mas sim resultados indiferentes.

Neste estudo os testes foram realizados apenas com a forma filamentosa de S.
brasiliensis. Como fungo dimorfico, essa espécie ocorre na natureza na forma filamentosa, e,
ao infectar o hospedeiro, a elevacdo da temperatura induz sua transicdo para a forma
leveduriforme. Estudos anteriores mostraram que as duas morfologias de Sporothrix spp.
apresentam diferencas na composi¢ao da parede celular, como nas quantidades de glucosamina
e B-1,3-glucana, o que pode influenciar tanto a interagdo com o sistema imunoldgico quanto a
resposta aos antifiingicos (Martinez-Alvarez et al., 2017).

Esse padrao também foi observado em pesquisas com H. capsulatum, outro fungo
dimorfico, nas quais as CIMs para a forma leveduriforme foram geralmente mais baixas do que
para a forma filamentosa (Brilhante et al., 2023; Costa et al., 2025). Assim, torna-se necessario
investigar a atividade da MQGE frente a forma leveduriforme de S. brasiliensis, considerando
que as diferengas estruturais da parede celular entre as duas formas podem impactar na sua

suscetibilidade.
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8. CONCLUSOES

O geraniol isolado demonstra atividade antifingica contra células planctdnicas e
biofilmes em formacao de S. brasiliensis, na forma filamentosa;

O geraniol encapsulado em microparticulas de quitosana apresenta melhor atividade
antifingica quando comparado ao composto isolado contra células planctonicas e
biofilmes de S. brasiliensis, na forma filamentosa;

O geraniol encapsulado em microparticulas de quitosana ndo exibe antagonismo com
anfotericina B e itraconazol, em relacdo as células planctonicas e biofilmes de S.

brasiliensis, na forma filamentosa.
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