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RESUMO

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea causada por fungos cosmopolitas e termodimorficos
do género Sporothrix, que sao transmitidos principalmente por via sapronética. No Brasil, a
esporotricose surge nas regioes Sul e Sudeste com uma caracteristica distinta: a transmissao
zoondtica, que ocorre via contato com felinos contaminados ou por lesdes causadas por esses
animais. O numero de casos da doenga aumentou e 0 panorama mostra o seu avango para outras
regides, como o Nordeste. O tratamento atual para a doenca ¢ feito com antiflingicos classicos
como o itraconazol. No entanto, devido a toxicidade desses farmacos, e relatos de recidivas e
infecgdes refratarias, tem-se buscado alternativas terapéuticas. Sabendo que os 6leos essenciais
€ a quitosana sdo substancias naturais com atividade antimicrobianas, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o efeito antifungico dos 6leos essenciais de capim-limdo e geranio
isolados e encapsulados em microparticulas de quitosana frente a cepas de Sporothrix spp. na
sua forma planctonica filamentosa e leveduriforme. Assim como buscou-se avaliar se cepas
isoladas a partir de regides diferentes apresentariam perfis de sensibilidade diferente. Para tanto,
foi realizado ensaios de sensibilidade com as células planctonicas de Sporothrix globosa,
Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii, e com a forma leveduriforme de Sporothrix
brasiliensis, através da metodologia de microdiluicio em caldo para a obtencdo das
concentragdes inibitoérias minimas dos compostos testes capazes de inibir o crescimento
flngico. Para as formas planctonicas, a microparticula de quitosana com o 6leo de capim-limao
(MQCL) obteve valores que variaram de 0,5 a 2 ug/mL frente a S. brasiliensis, 1 pg/mL frente
aS. globosaede 0,5a2 pg/mLfrenteaS. schenckii. Parao 6leo de geranio encapsulado (MQG),
os valores foram de 0,5 a 2 para S. brasiliensis,e de 0,5 a 2 para S. globosa e S. schenckii. Por
fim, na forma leveduriforme, a MQCL apresentou 1 a 4 ug/mL e a MQG apresentou 1 pg/mL,
Estes valores sao proximos, ou até mesmo melhores, que os obtidos frente ao antifungico
classico itraconazol, medicamente de primeira escolha no tratamento de esporotricose, que
apresentou concentragoes de 0,5 a4 pg/mL (filamentoso) € 0,5 a2 pg/mL (leveduriforme) frente
a S. brasiliensis, 1 ng/mL para S. globosa e 0,5 a 1 para S. schenckii. Desta forma, as
microparticulas carregadas com Oleos essenciais se mostraram promissoras para o
desenvolvimento de novos tratamentos para esporotricose e nao foi possivel observar diferenga

nos perfis de sensibilidade entre cepas de regides diferentes.

Palavras-chave: Microparticulas; Produtos Naturais; Esporotricose.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by cosmopolitan, thermodymorphic fungi of
the genus Sporothrix, which are transmitted mainly by the sapronotic route. In Brazil,
sporotrichosis appears in the South and Southeast regions with a distinct characteristic: zoonotic
transmission, which occurs via contact with contaminated felines or through lesions caused by
these animals. The number of cases of the disease has increased and the panorama shows its
spread to other regions, such as the Northeast. The current treatment for the disease is classic
antifungal drugs such as itraconazole. However, due to the toxicity of these drugs and reports
of relapses and refractory infections, therapeutic alternatives have been sought. Knowing that
essential oils and chitosan are natural substances with antimicrobial activity, the aim of this
study was to evaluate the antifungal effect of lemongrass and geranium essential oils isolated
and encapsulated in chitosan microparticles against strains of Sporothrix spp. in their
filamentous and yeast planktonic form. The aim was also to assess whether strains isolated from
different regions had different sensitivity profiles. To this end, sensitivity tests were carried out
with the planktonic cells of Sporothrix globosa, Sporothrix brasiliensis and Sporothrix
schenckii, and with the yeast form of Sporothrix brasiliensis, using the broth microdilution
methodology to obtain the minimum inhibitory concentrations of the test compounds capable
of inhibiting fungal growth. For the planktonic forms, the chitosan microparticle with
lemongrass oil (MQCL) obtained values ranging from 0.5 to 2 pg/mL against S. brasiliensis, 1
pug/mL against S. globosa and from 0.5 to 2 pg/mL against S. schenckii. For encapsulated
geranium oil (MQG), the values were 0.5 to 2 for S. brasiliensis,and 0.5 to 2 for S. globosa and
S. schenckii. Finally, in the yeast form, MQCL showed 1 to 4 pug/mL and MQG showed 1
pg/mL. These values are close to, or even better than, those obtained with the classic antifungal
itraconazole, the drug of choice for treating sporotrichosis, which showed concentrations of 0.5
to 4 pg/mL (filamentous)and 0.5 to 2 pg/mL (yeast) against S. brasiliensis, 1 pg/mL against S.
globosa and 0.5 to 1 for S. schenckii. Thus, the microparticles loaded with essential oils proved
promising for the development of new treatments for sporotrichosis and it was not possible to

observe any difference in sensitivity profiles between strains from different regions.

Keywords: Microparticles; Natural Products; Sporothricosis.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea de distribui¢do global, causada por
fungos termodimoérficos do género Sporothrix. Esses fungos sdo tipicamente encontrados na
forma filamentosa no ambiente e na forma de levedura quando infectam organismos
hospedeiros. Das 53 espécies que compdem o geénero, Sporothrix globosa, Sporothrix
luriei, Sporothrix brasiliensis e Sporothrix schenckii sdo as principais responsdveis por
infec¢des em humanos e animais (Lopes-Bezerra et al., 2018; Rodrigues; Hagen; Camargo,
2022).

Embora o fungo ocorra mundialmente, ele apresenta preferéncia por regides com
temperaturas e umidade elevadas. Por isso, € mais comum em continentes como Asia, Africae
Américas, afetando paises como China, Africa do Sul e Brasil (Zhou, 2013; Chakrabarti, 2015).
No Brasil, os casos de esporotricose tém aumentado significativamente nos dltimos anos, sendo
considerada uma zoonose emergente, ja que a transmissao ocorre principalmente por meio do
contato direto com gatos infectados, tendo S. brasiliensis como principal agente etioldgico
(Gremido, 2020). No Cear4, o primeiro caso foi registradono ano de 2022 (Damasceno et al.,
2023).

Raramente o organismo consegue neutralizar o patdégeno e os sintomas da
esporotricose sem intervencdo médica, sendo necessario tratamento especifico (Rodrigues et
al., 2022). O tratamento varia de acordo com a espécie do fungo, o estado imunolégico do
paciente e o tipo de lesdo. Os antifiingicos mais comumente utilizados incluem iodeto de
potdssio, itraconazol (ITC), terbinafina (TRB) e anfotericina B (AMB) (Rodrigues; Hagen; De
Camargo, 2022). No entanto, esses medicamentos podem causar efeitos colaterais
significativos, e jd hd registros de resisténcia fungica a essas drogas. S. brasiliensis, por
exemplo, ja apresenta resisténcia descrita para o ITC e apresenta variacdes no perfil de
sensibilidade de acordo com o local na qual foi isolada (Waller et al., 2020). Dessa forma, é
essencial buscar novos mecanismos, firmacos ou moléculas capazes de inibir o crescimento
fingico.

Nesse contexto, estudos com 6leos essenciais (OE) como o 6leo de capim-limao
(OECL) e o 6leo de geranio (OEG), amplamente utilizados na medicina tradicional, vém sendo
conduzidos para avaliar seu potencial no tratamento de microrganismos patogénicos e
resistentes a drogas (Bakkali et al., 2008; Bazargani; Rohloff, 2016; Oliveira et al., 2020).

Ambos j& demonstraram atividade antimicrobiana contra a bactéria Acinetobacter
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baumannii (Gundel et al., 2018), e os fungos Candida spp. (Lima et al., 2018) e Cryptococcus
grubii (Adukwu et al., 2016).

Os oleos essenciais sdo compostos complexos formados por metabdlitos
secunddrios de plantas aromadticas e podem ser extraidos de diversas partes do vegetal. Devido
a presenca de terpenos e fenilpropanoides, sdo voléateis e instdveis em condi¢des de luz, calore
oxigénio (Gundel et al., 2018; Moghimi et al., 2016). Por isso, técnicas como o
microencapsulamento tém sido exploradas para estabilizar esses compostos, reduzindo sua
evaporacgdo, oxidacdo e toxicidade (Cortés-Camargo et al., 2017). A quitosana é uma das
substancias utilizadas para encapsulamento, devido a sua baixa toxicidade, biodegradabilidade
e biocompatibilidade (Penha et al., 2020).

A quitosana é um biopolimero obtido a partir da desacetilacao da quitina, composto
por D-glucosamina desacetilada e N-acetil-D-glucosamina (Costa et al., 2017; Shariatinia,
2019). Por ser uma molécula lipofilica catidnica, ela interage com estruturas de carga negativa,
como membranas e paredes celulares, causando danos dependendo de seu peso molecular
(Costa et al., 2017; Garcia et al., 2018; Garcia et al., 2020). Assim, a quitosana apresenta
potencial antimicrobiano significativo.

Dessa forma, o microencapsulamento com quitosana ndo apenas estabiliza os 6leos
essenciais, mas também pode potencializar sua acdo contra patdgenos. Por tanto, o presente
trabalho se propde a analisar a atividade antiftingica dos 6leos essenciais de capim-limao e
geranio, na forma isolada e encapsulada em microparticulas de quitosana, frente a cepas
sudestinas e cearenses de fungos do género Sporothrix na forma planctonica filamentosa e

leveduriforme.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sporothrix spp.

2.1.1 Historico

Em 1896, um estudante de medicina da Johns Hopkins Hospital em Baltimore,
Benjamin Schenck, atende um paciente que apresentava uma infec¢ao no dedo que avancava
em direcdo ao braco, causando ulceragdes subcutaneas. Schenck isolou o organismo patolégico
em meio de cultura e detalhou suas caracteristicas (Hektoen & Perkins, 1900).

Quatro anos depois, em 1900, o médico Dr. Perkins relatou o segundo caso,
atendendo uma crianca de 5 anos com uma lesdo em seu dedo causada por uma pancada de
martelo. Assim como no primeirorelato, o garoto apresentava ulcera¢des que pareciam avangar
em direcdo ao seu brago. A bateria de exames executada por Perkins, entre eles o de cultura,
levou-o a conclusdo que se tratava do mesmo organismo descrito por Schenck. Com base nisso,
Perkins e Hektoen nomearam o patégeno como Sporothrix schenckii (Barros; Almeida-Paes;
Schubach, 2011; Hektoen; Perkins, 1900).

Apesar desses primeiros casos descritos serem no continente norte americano, a0
longo do século XX diversos casos da doenca passaram a ser notificados em outros continentes,
como Africa e Europa. Na Franca, a esporotricose tornou-se comum, o que levou & publicaco
de diversas descri¢des da condi¢do por médicos. E em 1903, o dermatologista Sabouraud
sugeriu como tratamento para a doenca o iodeto de potdssio, que mostrou resultados
satisfatérios no controle da infeccdo e permanece como forma de tratamento para a micose
hodiernamente (Kwon-Chung; Bennet, 1992).

No Brasil, o primeiro caso confirmado surge em 1902, mas a descricdo sé foi
publicada em 1907 junto a uma coletanea de casos, por Lutz e Splendore. Esse trabalho
descreveu cinco casos de esporotricose em humanos da cidade de Sao Paulo (SP) e levantou a
possibilidade de transmissao zoondtica por meio de ratos infectados (Benchimol & Sa, 2004).

Desde entao, diversos casos de esporotricose em animais, assim como ocorréncias
de transmissdo zoondtica, foram relatados (Araujo et al., 2023; Fleury et al., 2001; Guimaraes;
Guimaraes, 2022; Xavier et al., 2004). A maioria desses casos se concentra na regido Sudeste
do pais, transmitida principalmente por gatos, e configura-se como um caso de satde publica

(Rodrigues; Hagen; De Camargo, 2022).



16

2.1.2 Aspectos taxondémicos

Sporothrix compreende um gé€nero de fungos com mais de 53 espécies
identificadas. Pela taxonomia vigente, ele estd no filo Ascomycota, um dos mais ricos em
diversidade de fungos. Dentro deste filo, ele se encontra no subfilo Pezizomycotina e na classe
Sordariomycetes, composta por individuos tipicamente saprofitos, endofitos ou patdgenos,
afetando animais, humanos e plantas. O género também estd inserido na ordem
Ophiostomatales, composta por patogenos, familia Ophyostomataceae (Guarro; Gené; Stchigel,
1999; Rodrigues et al., 2020; Shen et al., 2020; Taylor; Krings; Taylor., 2015).

Entretanto, determinar sua taxonomia nao foi facil. Ao longo do século XX houve
diversas discussdes sobre o mesmo ser de um género ainda ndo descrito ou fazer parte dos
Ophiostoma. A primeira classificagdo surgiu com a descricao feita por Schenck em 1896. A
partir dela, o Dr. Erwin F. Smith afirma que o fungo faz parte do género Sporotrichum
(Hektoen; Perkins, 1900).

Ao descreverem o patdégeno em 1900, Hektoen e Perkins propdem que seria um
novo género, Sporothrix, nomeando-o como Sporothrix schenckii. No entanto, devido a
auséncia de uma diagnose em latim, essa classificac@o tornou-se invédlida para a comunidade
cientifica. Assim, os pesquisadores da época optaram por utilizar a descri¢do de Schenck e
alocaram o fungo no género Sporothrichum, filo Basidiomycota (De Beer; Duong; Wingfield,
2016).

Somente em 1962 o género Sporothrix passou a ser aceito pela comunidade
cientifica, ap6s Carmichael publicar uma revisao de classificacdo e nomenclatura para diversos
fungos. Entre eles estava o Sporotrichum schenckii, que seria retirado do género Sporotrichum,
se tornando a espécie tipo do género Sporothrix e seu nome oficial seria Sporothrix schenckii
(Carmichael, 1962).

Inicialmente, acreditava-se que a esporotricose era causada por um unico agente
patogénico, Sporothrix schenckii. No entanto, com a descoberta das espécies S. globosa, S.
brasiliensis e S. mexicana, Marimon et al. (2007) propuseram que, na realidade, trata-se de um
complexo de espécies, denominado complexo S. schenckii. De acordo com Chen et al. (2016),
o termo "complexo de espécies"” é utilizado para se referir a grupos de organismos ou linhagens
taxonomicamente relacionadas, mas que sdao dificeis de distinguir entre si. Esse termo &
geralmente empregado quando ha dificuldade em diferenciar espécimes devido a falta de

consenso taxondmico ou por razdes praticas, como no caso de espécies de interesse clinico.
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No entanto, estudos sobre o sistema Sporothrix-esporotricose evidenciaram que as
espécies que compdem o complexo S. schenckii apresentam diferengas significativas em
multiplos aspectos, como fisiologia, genética e epidemiologia, devendo, portanto, ser tratadas
como espécies distintas, a partir disso, autores como Rodrigues et al. (2020) propdem uma nova
nomenclatura: "clado clinico"- uma vez que as espécies incluidas nesse grupo, S. schenckii, S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. luriei, sdo tipicamente isoladas de humanos e animais.
Para as demais espécies de Sporothrix,que ndo estdo associadas a infec¢des, sugere-se o termo

"clado ambiental".

2.1.3 Aspectos Ecologicos

O reino Fungi é composto por microrganismos heterotroéficos que apresentam
grande diversidade em estrutura, forma de vida e habitos. Devido a essa variedade, € comum
que, dentro de um ecossistema, seus integrantes ocupem diferentes nichos ecolégicos. Eles
podem formar associacdes mutualisticas com algas e raizes de plantas, atuar como parasitas de
plantas e animais, além de serem decompositores de matéria organica no solo (saprofitos) (De
Boer, 2005; Dix; Webster, 1995).

Sendo a segunda maior classe do filo Ascomycota, a classe Soedariomycetes é
composta por géneros de fungos saprofitos ou parasitas, de plantas ou animais. Entre eles, temos
o género Sporothrix, caracterizados como cosmopolitas e de hdbito predominantemente
saprofito, com o parasitismo sendo considerado facultativo, visto que os individuos completam
seu ciclo de vida sem precisar infectar um hospedeiro (Maharachchikumbura, 2016; Rodrigues
et al, 2020; Rodrigues; Hagen; De Camargo, 2022).

Nesse género, o habito parasitdrio se limita a ocorréncia em animais, desde
invertebrados, como insetos, até em vertebrados domésticos ou selvagens, como bois, burros,
cabras, caes, camelos, camundongos, chimpanzés, gatos, humanos, porcos, ratos e tatus, niao
tendo sido descrita a capacidade para infectar células vegetais (Sidrim; Rocha; 2004; Xavier et
al., 2023). Somente 8 espécies possuem capacidade para infectar mamiferos, e somente as 4
que compdem o clado clinico possuem capacidade de infectar humanos (De Beer; Duong;

Wingfield, 2016; Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2018).

2.1.4 Fatores de Viruléncia
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Para sobreviver em um ambiente competitivo, devido a grande quantidade de
microrganismos que habitam os solos, esses fungos desenvolveram estratégias de
sobrevivéncia, sendo as principais a producao de melanina na parede celular, a formagao de
biofilmes e o termodimorfismo (Barros; De Almeida Paes; Schubach, 2011; Kim, 2022).

Os biofilmes podem ser definidos como comunidades microbianas embebidas em
uma matriz adesiva de polissacarideos, proteinas e dcidos nucleicos, que unem as células. Eles
se formam sobre superficies bidticas e abidticas, funcionando como prisdes de nutrientes
essenciais para as células e impedindo seu destacamento da superficie (Brilhante et al., 2020;
Madigan et al., 2016). J4 a melanina ndo estd diretamente relacionada a competi¢dao por
nutrientes e espaco, mas sim a resposta a estresses ambientais, como as espécies reativas de
oxigénios (ROS) geradas pela incidéncia de raios UV (Garcia-Carneiro; Martinez-Alvarez,
2022). No entanto, ambas as adaptacOes também conferem vantagens ao fungo durante a
infec¢do: o biofilme dificulta a acdo de antimicrobianos, impedindo que alcancem as células
fungicas e a melanina aumenta a resisténcia aos ROS produzidos pelas células de defesa do
hospedeiro e diminui a eficdcia de antifingicos. Outros mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos ja foram descritos, incluindo bombas de efluxo e mudancas na expressdo
génica (Giordano; Giannoudis, 2024; Sharma; Parmanu; Sharma, 2024)

O termodimorfismo, por sua vez, ndo parece ser uma adaptacio voltada para a
sobrevivéncia no ambiente, mas sim uma especializacdo para infec¢cdes em hospedeiros de
sangue quente, como mamiferos. Essa caracteristica provoca alteracdes na parede e na
membrana celular, permitindo que o fungo se adapte e evada o sistema imunoldgico do
hospedeiro (He et al., 2020). Essas alteracdes resultam na transi¢c@o entre as formas filamentosa
e leveduriforme, dependendo da temperatura do ambiente. Assim, individuos do
género Sporothrix sdo encontrados na forma filamentosa quando expostos a temperaturas de
25°C, e na forma leveduriforme a temperaturas entre 35 e 37°C, que correspondem a

temperatura corporal de hospedeiros de sangue quente (Carvalho et al, 2021).
2.2 Esporotricose
2.2.1 Aspectos Epidemiologicos
A esporotricose é a micose subcutanea de maior ocorréncia no mundo (Rodrigues;

Hoog; De Camargo, 2022). Durante muito tempo, a doenga esteve associada a lesdes causadas

em jardineiros, fazendeiros e outras profissdes ou atividades recreativas que envolvem o
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manuseio de solos, e por isso era também chamada de “doenga do jardineiro” (Rodrigues et al.,
2022). Apesar de sua distribui¢ao global, o maior nimero de casos ocorre em regides tropicais
e subtropicais, com variagdes na distribuicao das espécies de Sporothrix (Carvalhoet al., 2021;
Mora-Montes, 2022).

Na literatura, sdo descritas trés rotas de transmissdo da esporotricose: sapronotica,
zoonotica e vertical. A via sapronética € a mais cldssica e ocorre quando o fungo € inoculado
em lesdes do hospedeiro por meio do contato com solo ou restos de vegetais contaminados. A
transmissao vertical ocorre de um animal para outro, enquanto a zoondtica, também chamada
de via alternativa, acontece quando humanos entram em contato com animais infectados, como
gatos. Esta dltimarota é tipicade S. brasiliensis (Dos Santos et al., 2022; Gremiao et al., 2021;
Rodrigues; Hoog; De Camargo, 2016).

De modo geral, S. schenckii é o principal agente causador da esporotricose na maior
parte do mundo (Figura 1). No entanto, em paises asiaticos como China, India e Mal4sia, regides
endémicas da doenca, o agente etiolégico predominante € S. globosa. Nas Américas, ha
variacdo na distribuicdo das espécies, com predomindncia de S. schenckii em muitos paises,
mas com S. brasiliensis sendo o principal patdgeno em paises como Argentina e Brasil. Esta
espécie apresenta uma peculiaridade em relacdo as demais: sua capacidade de transmissdo
zoonotica (Carvalho et al., 2021; Chakrabarti et al., 2015; Mora-Montes, 2022; Rodrigues;
Hagen; De Camargo, 2022; Thomson et al., 2019).

Figura 1 — Distribui¢do global do género Sporothrix
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No Brasil, a esporotricose ocorre tanto pela via sapronotica, causada por S.
globosa e S. schenckii, quanto pela via vertical e zoondtica, transmitida por S. brasiliensis. Esta
ultima inicialmente era prevalente somente nas regides Sul e Sudeste, afetando os estados do
Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. O comportamento territorialista dos gatos, com disputas
frequentes, o hibito de enterrar fezes, afiar as garras em 4rvores, o acesso facil as ruas e o ato
de se lamber para se limpar tornam esses animais hospedeiros ideais para S. brasiliensise o
principal transmissor do patégeno (Etchecopaz et al., 2021; Gremido et al., 2021; Rodrigues;
Hoog; De Camargo, 2016).

Apesar da maior ocorréncia nas regides Sul e Sudeste, a esporotricose vem se
expandindo para outras partes do pais (Figura 2), com casos relatados em 25 dos 26 estados
brasileiros e no Distrito Federal. Desses, 11 estados sdo considerados areas de surto da doenca,
tendo a transmissao zoondtica como a via principal de transmissdo (Rodrigues et al., 2020).
Atualmente, a esporotricose € classificada como uma doenca de notificacdo compulsdriaapenas
nos estados do Rio de Janeiro, Pernambuco e Paraiba, além de alguns municipios de Sao Paulo,
Bahia e Minas Gerais (Falcdo et al., 2019). No Nordeste, os estados mais afetados sido
Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (Rodrigues et al., 2022). J4 no Cear4, o primeiro

caso da doenca em felino autoctone foi registrado em 2022 (Damasceno et al., 2023).

Figura 2 — Ocorréncia de esporotricose humana e felina no Brasil

Fonte: A - Rodrigues et al. (2020); B - Rodrigues et al. (2022). Legenda: A — Imagem da distribuicao d
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2.2.2 Manifestagoes Clinicas

A esporotricose € uma micose considerada de amplo espectro clinico, pois sua
sintomatologia depende de iniimeros fatores como a quantidade e a profundidade do inéculo, o
estado do sistema imune do paciente e se ele possui comorbidades ou ndo (Barros; Almeida-
Paes; Schubach, 2011; Falcao et al, 2019). No entanto, é possivel dividi-la em duas grandes
categorias: esporotricose cutanea e extracutanea; cada qual contendo formas clinicas especificas
(Queiroz-Telles; Buccheri; Bernard, 2019).

Por esporotricose cutanea, refere-se a doenca quando as células fingicas
leveduriformes localizam-se no tecido subcutianeo, sendo esta a forma clinica chamada de
cutanea-fixa ou localizada (Figura 3A). Mas ha a possibilidade delas se alocarem nos vasos
linféticos, formando a linfocutanea (Figura 3B) (Bonifaz; Tirado-Sénchez, 2017). Ambas sdo
as apresentacdes clinicas mais frequentes em humanos e animais, entretanto, se manifestam de
formas diferentes. O aparecimento de nddulos € caracteristico da linfocutinea, e eles tendem a
se distribuir seguindo o caminho do sistema linfatico, desenhando uma linha. Além disso, sdo
dolorosos, podem se tornar tlceras ou formar fistulas (Rodrigues et al, 2020; Sharma; Sharma;

Sharma, 2022; Sivagnanam et al, 2012).

Figura 3 — Forma cutinea-fixa e linfocutianea da esporotricose

Fonte: A - Orofino-Costa et al (2022); B - Yu e Zhang (2021). Legenda: A - Lesdes na pele causada por
esporotricose localizada; B - Lesdes nodulares e ulcerativas distribuidos pelos vasos linfaticos.

Em contrapartida, se a sintomatologia consiste no surgimento de uma lesdona pele
que cresce lentamente com aspecto ulcerado, verrugoso ou papular, € com halo eritematoso,
escamoso ou viol4ceo, trata-se da forma cutanea localizada (Rodrigues et al, 2020; Sharma;

Sharma; Sharma, 2022). Ainda sobre as formas cutaneas, temos a cutianea-disseminada, uma
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forma rara que estd relacionada a pacientes que possuem comorbidades ou sdo
imunossuprimidas e é considerada severa. Suas caracteristicas incluem o surgimento de nédulos
ulcerados e placas verrucosas em qualquer superficie do corpo, incluindo regides de mucosa.
Ela pode se espalhar para 6rgdos e sistema e, em alguns casos, também para 0s 0ssos € juntas,
gerando lesOes granulomatosas, dor e edemas (Bonifaz; Tirado-Sanchez, 2017).

Assim como a cutidnea-disseminada, a extracutidnea também é considerada uma
forma severa da esporotricose e afeta imunossuprimidos ou pessoas com comorbidades. Ela é
dificil de diagnosticar devido a similaridade com outras doencas, e pode ocorrer em varios
6rgdos como coragao, olhos, figado, rim, cérebro e pulmao. Os sintomas variam de acordo com
o 0rgdo ou sistema afetado pela doenca (Barros; Almeida-Paes; Schubach, 2011; Bonifaz;
Tirado-Sanchez, 2017).

Nos humanos, dificilmente a patologia leva ao 6bito. Entretanto, esta ndo € a
realidade quando se trata dos felinos, eles apresentam com maior frequéncia as formas mais
sérias da doencga. O surgimento de uma ou mais lesdes ulcerosas na cabeca, térax ou nas
extremidades € o principal indicativo de esporotricose nesses animais (Figura 4) (Alvarez;

Oliveira; Pires, 2022).

Figura 4 — Lesoe

s causadas por esporotricose em felinos

Fonte: Adaptado de Santos et al (2018). Legenda: A — Gato com lesdo
ulcerativa nodular no plano nasal. B — Lesdes ulcerativas no plano nasal,
cabeca e orelha de um gato.

2.2.3 Diagnostico

Por ser uma patologia com amplo espectro, pode ser dificil chegar ao diagndstico
de esporotricose utilizando somente os dados clinicos, pois algumas de suas manifestacoes
clinicas se assemelham a outras doengas, como a leishmaniose tegumentar, lipus eritem atoso,

paracoccidioidomicose, cromomicose € até mesmo tuberculose. Logo, recomenda-se a
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correlacdo entre dados clinicos e laboratoriais para o diagndstico (Barros; De Almeida Paes;
Schubach, 2011; Rodrigues et al., 2022).

Dados laboratoriais podem ser obtidos a partir de diferentes técnicas. Dentre as
cldssicas, o isolamento em cultura é considerado o padrdo ouro para identificar o gé€nero
Sporothrix (Alvarez; Oliveira; Pires, 2022). Apesar de eficiente, ela depende de como a coleta
da amostra foi feita, sendo preferivel bipsias ou amostras de pus do tecido mais profundo
(Rudramurthy; Chakrabarti, 2017). Em gatos, devido a grande concentragdo de leveduras nas
lesdes, também € possivel coletar via swab (Santos et al., 2017). Os meios utilizados sdo: Agar
Sabouraud dextrose, Agar Sabouraud com Cloranfenicol e Agar Sabouraud com Cloranfenicol
e Cicloheximida (Orofino-Costa et al., 2022; Rudramurthy; Chakrabarti, 2017). Temos
também o meio Agar Brain Heart Infusion para a reversio para a forma leveduriforme, nio
muito utilizado na rotina laboratorial, mas com uso significativona drea da pesquisa (Sharma;
Sharma; Sharma, 2022). O periodo de crescimento de Sporothrix spp é de 5 a 7 dias, em
temperatura de 27° C, apds esse periodo surgem as primeiras hifas hialinas da col6nia. Para a
forma leveduriforme a tunica diferenca é a temperatura, que deve ser de 35 a 37 °C
(Rudramurthy; Chakrabarti, 2017; Sharma; Sharma; Sharma, 2022).

Quando cultivadas a temperaturas entre 25°C e 28°C, as colOnias de Sporothrix spp.
apresentam uma coloracio creme (Figura 5A), tornando-se marrom escuro com o tempo, com
superficie plana, rugosa e aspecto aveludado a membranoso. Micromorfologicamente,
observam-se hifas hialinas, septadas e ramificadas. Os conidios crescem diretamente nas hifas
ou ao redor de um conidiéforo (simpodialoconidios), lembrando a aparéncia de uma flor de

margarida (Figura 5B) (Barros; Paes; Schubach, 2011).

Figura 5 — Forma Filamentosa de Sporothrix spp.

Fonte: A — OneHMicLab (2021); B — Orofino-Costa et al. (2017). Legenda: A —
Macroscopia de Sporothrix spp. na forma filamentosa. Colonia com aspecto membranoso.
B — Microscopia de Sporothrix spp. filamentoso corado com lactofenol azul de algodao,
mostrando hifas hialinas e os conidiéforos, exemplificado no circulo em vermelho.
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Na forma de levedura, as colOnias apresentam colorac@o bege ou creme e textura
lisa (Figura 6A). Micromorfologicamente, observam-se células fusiformes e ovais, com
diametro variando entre 2,5 ¢ 5 um, exibindo uma aparéncia semelhante a botdes em formato

de charuto (Figura 6B) (Rodrigues et al., 2022)

Figura 6 — Forma Leveduriforme de Sporothrix spp.

-, rt
Fonte: A — OneHMicLab (2021); B — Rodrigues, Fernande e De Camargo (2017). Legenda: A
— Macroscopiade Sporothrix spp. na forma leveduriforme. Colonia com superficie irregular e

coloracdo creme. B—Microscopia de Sporothrix spp. leveduriforme corado com lactofenol azul
de algodao, mostrando células esféricas ou ovais.

O exame micoldgico direto € outra técnica utilizada, mas que pode gerar resultados
falsos negativos. Ela consiste na observacdo direta lamina-laminula de leveduras nas amostras
coletadas. Para fazer a observacdo, as amostras devem ser tratadas com hidréxido de potdssio
(KOH), geralmente a 10%. Os falsos negativos ocorrem devido a dificuldade de achar as
leveduras em amostras retiradas de humanos, devido ao seu tamanho diminuto, sua baixa
concentracdo e seu formato que pode ser confundido com leveduras de Histoplasma capsulatum
e Candida glabrata. Contudo, esse exame se mostra mais efetivo quando feito em gatos, devido
a maior quantidade de leveduras (Barros; De Almeida Paes; Schubach, 2011; Rudramurthy;
Chakrabarti, 2017).

De modo semelhante, temos o exame histopatolégico, que consiste na observagao
de estruturas fiingicas no tecido. Ao analisar as laminas espera-se observar granulomas de
células epitelioides, células fingicas leveduriformes e os corpos asteroides (Rudramurthy;
Chakrabarti, 2017; Sharma; Sharma; Sharma, 2022). Estes geralmente sdo observados nos
granulomas e sdo leveduras flingicas de formato oval cercados por conteido eosinofilico

irradiado. Devido a baixa concentracdo de estruturas fingicas nos ferimentos de humanos e a
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semelhanga da esporotricose com outras doengas granulomatosas, esses testes podem gerar
resultados inespecificos (Rodrigues et al., 2022).

Técnicas moleculares também podem ser utilizadas. Elas foram desenvolvidas
visando diagnésticos mais rdpidos e precisos. Entretanto, ndo fazem parte da realidade da
maioria dos laboratorios clinicos devido ao seu custo mais elevado (Sharma; Sharma; Sharma,
2022). Esse método é recomendado principalmente para a identificacdo a nivel de espécie,
usando ITS como o marcador de c6digo de barras de DNA. Dentre os marcadores mais comuns
para a identificacdo de Sporothrix spp., estdo a quitina sintase, a calmodulina e a -tubulina
(Rodrigues et al., 2022).

O diagnéstico soroldgico também pode ser utilizado e seu uso estd relacionado, na
maioria dos casos, ao diagndstico da esporotricose na forma disseminada e as demais formas
atipicas. A priori, as primeiras técnicas consistiam em imunoeletroforese, aglutinacdo por latex
e imunodifusdo, mas suas sensibilidades e especificidades eram consideradas baixas (Orofino-
Costa et al., 2017; Rudramurthy; Chakrabarti, 2017). Com a descoberta, caracterizacdo e
padronizagio dos antigenos do agente etioldgico da esporotricose (Orofino-Costa et al., 2017),
essas técnicas foram substituidas por ensaios imunoenzimaticos. Dentre eles, o que mais se
destaca é o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), que utiliza o Sporothix schenckii
Con A-Binding Fraction (SsCBF), um antigeno de parede celular da forma leveduriforme de
S.schenckii, para detectar anticorpos IgG (Orofino-Costa et al., 2017; Rudramurthy;
Chakrabarti, 2017).

2.2.4 Tratamento Atual

Sao raros os casos de esporotricose em que o sistemaimunoldgico consegue por si
sO promover cura espontanea, sendo necessiario o uso de medicamentos para auxiliar no
tratamento (Rodrigues et al., 2022). Na escolha do medicamento, leva-se em conta as
manifestacdes clinicas do paciente, o estado do seu sistema imunoldgico e a espécie de
Sporothrix- (Garcia-Carneiro et al., 2018). O tipo de administracdo, o valor do tratamento € o
perfil de toxicidade da droga também sdo levados em conta. Mas, em casos severos da doenga,
o tratamento serd mais agressivo, apesar das preocupacdes com o nivel de toxicidade (Mahajan,
2014).

A terapia medicamentosa geralmente € feita com itraconazol, droga de primeira
escolha, iodeto de potdssio, terbinafina e anfotericina B, mas esta ficarestritaa casos graves da

doenca (Alvarez; Oliveira; Pires, 2022). O itraconazol é um antifingico pertencente a classe
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dos compostos azdlicos, portanto, age no sistema enzimatico do citocromo P450, inibindo a
conversao de lanosterol em ergosterol, um dos principais componentes da parede celular dos
fungos (Mahajan, 2014). Sua dosagem recomendada é de 100 a 400mg por dia, dependendo da
resposta imunolégica do paciente e do tipo de esporotricose (Orofino-Costa, 2017).

Durante as epidemias de esporotricose na Franca, no século XX, o iodeto de
potéssio foi sugerido como tratamento para a doenga e apresentou resultados satisfatorios para
as formas cutaneas (Kwon-Chung & Bennet, 1992). Devido a sua alta eficiénciae baixo custo,
paises em desenvolvimento o consideram como droga de primeira escolha. Todavia, essa
medicacgdo oral possui efeitos colaterais notdveis, como a intolerancia gastrointestinal e o gosto
metédlicona boca (Vettorato et al., 2018). Apesar de antigo, seu mecanismo de acao ainda nao
¢ bem elucidado, mas sabe-se que ele tem propriedades imunomodulatérias, consegue
desestruturar granulomas, atuar na quimiotaxia dos neutr6filos e na fagocitose de células de
Sporothrix (Orofino-Costa et al., 2017).

Similar ao itraconazol, a terbinafina também interfere na formacao da parede celular
fingica ao inibir a sintese de ergosterol, mas ela ndo interfere no citocromo P450, e sim inibe a
enzima esqualeno oxidase (Mahajan, 2014; Sharma; Sharma; Sharma, 2022). Esta droga ¢ um
derivado da alilamina e pode ser usada para o tratamento das formas cutaneas da esporotricose
caso o tratamento com itraconazol e iodeto de potdssio se mostre ineficiente ou nao seja
recomendado. Sua dose recomendada é de 250 mg por dia, podendo chegar até 500 mg para
adultos. (Rodrigues et al., 2022).

Em casos graves da esporotricose, como a pulmonar, disseminada ou associada a
pacientes com HIV, a anfotericina B pode ser usada até que se apresente melhora clinica, em
seguida, recomenda-se voltar o tratamento para itraconazol (Rodrigues et al, 2022). Ela é um
polieno, isolada a partir de Streptomyces nodosus, com diversas formulagdes, sendo a lipofilica
a mais usada devido a menor quantidade de efeitos colaterais (Mahajan, 2014; Sharma; Sharma;
Sharma, 2022). Tipicamente administrada intravenosa ou tdépica, essa droga se liga ao
ergosterol da membrana celular fingica, criando poros que aumentam a permeabilidade de {ons
levando a morte celular (Mahajan, 2014).

Frente aos tratamentos classicos ja se tem descritos casos de falha de tratamento e
surgimento de cepas com perfil de sensibilidade baixo frente ao itraconazol ( Alvarez; Oliveira;
Pires, 2022), o que pode abrir possibilidade para recidivas da doenca. Por esse motivo, busca-
se por novos compostos com atividade antifingica para auxiliar no tratamento dessa infec¢ao

fungica.
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2.3 Compostos Teste

2.3.1 Oleos Essenciais

Algumas espécies de plantas sdo notdérias pelo odor que exalam, tais plantas
aromaticas sdo normalmente utilizadas na gastronomia como especiaria, condimento e até como
antioxidantes. J4 a perfumaria, utiliza partes dessas plantas como ingredientes de perfumes. E
na medicina tradicional, utilizam-se delas para tratar enfermidades, principalmente digestivas e
diuréticas, mas também como expectorantes e sedativos (Baptista-Silva et al., 2020).

Esse odor, muitas vezes caracteristico, ¢ uma consequéncia da presenca de
compostos volateis conhecidos como 6leos essenciais (OE), produzidos pelo metabolismo
secundario; nos mais diversos 6rgaos da planta, mas principalmente em botdes, casca, folhas,
flores, frutos, sementes e raizes (Bolouri et al., 2022). No vegetal, € produzido e armazenado
em estruturas secretoras, como glandulas e canais de resina (Winska et al., 2019).

Dados de Baptista-Silva et al. (2020), mostram que até 2020 tinha-se cerca de
17.500 plantas aromadticas produtoras de OEs, tendo sido descritos 3.000 tipos de 6leos e,
destes, 300 possuem importancia comercial para setores como agricultura, cosmética e
farmacéutica. A composi¢do dos 6leos é complexa, varia entre as espécies e podem sofrer
alteracdes devido a multiplos fatores como a forma de extracdo, idade da planta e condi¢des
climaticas. No entanto, os grupos de terpenos, terpendides e fenilpropandides se apresentam,
na maioriadas vezes, em maior quantidade. Estes sdo os responsdveis pelas suas propriedades
anti-inflamatorias e citotoxica (Aziz et al., 2018), assim como pela sua volatilidade,
fotossensibilidade e rdpida degradagdo (Moghimi et al., 2016).

Devido a capacidade de seus componentes interagirem com membranas celulares
de microrganismos, causando despolarizagdo e citotoxicidade celular (De Souza Fontes et al.,
2021; Garcia et al., 2021), os OEs vem sendo amplamente estudados como possiveis
antimicrobianos, principalmente frente a infec¢des causadas por microrganismos resistentes aos
tratamentos existentes (Winska et al.,2019). Como forma de maximizar seus efeitos e contornar
sua instabilidade, estuda-se o uso polimeros, como a quitosana, para encapsulé-los, tornando-

0S mais estaveis.

2.3.1.1 Oleo Essencial de Capim Limdo
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Cymbopogon € um género de plantas da familia das Poaceas, plantas gramineas,
nativa dos trépicos e subtropicos do continente Asidtico, mas também € cultivada nos
continentes Sul-Americano e Africano (Ganjewala; Gupta, 2013). Elas s@o plantas perenes de
folhas longas e aromadticas, famosas pelo seu cheiro citrico devido a presenga de o6leos
essenciais em suas folhas (Tibenda et al., 2022).

Existem cerca de 144 espécies dentro do género, mas entre estes, as espécies que
mais produzem OE sdo: Cymbopogon martinii, Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuosus,
Cymbopogon westratus, Cymbopogon nardus, e Cymbopogon winterianus (Zahra et al., 2021).

O Oleo Essencial de Capim-Limao (OECL), extraido de plantas desse género, é rico
em terpenos, com destaque para o citral, geranial e citronelal. Essa composi¢do confere ao 6leo
propriedades antioxidantes, citotoxicas e anti-inflamatdrias (Zahra et al., 2021). Gragas a essas
caracteristicas, as folhas do capim-limao sao amplamente utilizadas na medicina tradicional
para o preparo de chds no tratamento de diversas enfermidades. Além disso, seu 6leo é
empregado na fabricacdo de produtos de limpeza e cosméticos (Zhao et al., 2024).

Ja foi constatado que o citral, um dos principais componentes do OE, possui
atividade antimicrobiana (Da Silva Gundel et al., 2018). A partir disso, estudos acerca do
potencial antimicrobiano do OECL constataram atividade frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes (Costa et al.,
2019), mycobaterias como Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium massiliense e
Mycobacterium abscessus (Rossi et al., 2017) e fungos como Candida albicans (Garcia et al.,
2020), Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(Ganjewala; Gupta, 2013).

2.3.1.2 Oleo Essencial de Gerénio

No continente Africano, a familia Geraniaceae, que contém cerca de 840 espécies
(Graga; Ferreira; Santos, 2020), € utilizada na medicina tradicional pelas suas propriedades
antioxidantes, antiglicemiantes e antimicrobianas (Ahamad; Uthirapathy, 2021; Boukhatem,
2013). Dentro dessa familia, o gé€nero Pelargonium € nativo do sudeste do continente e muito
utilizado, em especifico a espécie P. graveolens, devido as propriedades citadas anteriormente
(Hamidpour, 2017).

Caracterizada como uma planta arbustiva e perene, ela possui um aroma marcante

de rosas em suas folhas, resultante da produgdo de 6leo essencial (Sharopov; Zhang; Setzer,

2014). Conhecido como Oleo Essencial de Geranio (OEG) ou Oleo Essencial de Rosa-Geranio
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(OERGQG), esse dleo € altamente valorizado e amplamente utilizado nas industrias cosmética e
culinaria, além de ser empregado em tratamentos de aromaterapia (El Aanachi et al., 2020).
A obtencdo do 6leo se d4 através de destilacdo das folhas e caules da planta
(Boukhatem, 2013). Assim como o OECL, € um composto complexo, volatil e que pode sofrer
variagcdo na composi¢do. Todavia, citronellol, geraniol e linalol, trés grupos de monoterpenos,
normalmente sdo os compostos encontrados em maior quantidade (Azarafshman et al., 2019).
Suas propriedades em muito interessam a inddstria farmacéutica para a formulagao
de novos antidiabéticos (Ahamad; Uthirapathy, 2021) e antimicrobianos (Chraibi et al., 2016),
tendo atividade descrita para bactérias (Rosato et al., 2007; Lalli et al., 2008), principalmente
contra Gram-positivas (Boukhatem; Kameli; Saidi, 2013); e fungos (Naeini; Nazeri; Shokri,
2011; Chraibi et al., 2016), demonstrando resultados satisfatérios frente a cepas de Candida

(Garcia et al., 2020; Boukhatem et al., 2013) e Malasezia (Naeni; Nazeri; Shokri, 2011).

2.3.2 Microparticula de Quitosana

O desenvolvimento de particulas poliméricas trouxe diversos avancos no que se diz
respeito a administracdo de tratamentos medicamentosos no campo da farmacéutica,
aumentando a precisdo e eficdcia de tratamentos. Elas sdo utilizadas como carreadores de
drogas pois tornam esses compostos mais estdveis, facilitam sua distribuicdo e sdo menos
invasivos (Correa et al., 2021).

Para a sua fabricacdo, podem ser utilizados compostos naturais ou sintéticos,
havendo uma preferéncia pelos naturais devido a sua degradabilidade, biocompatibilidade,
baixa toxicidade e por serem recursos com boa disponibilidade no ambiente, como a quitosana
(Coscueta et al., 2021).

A quitina € um polissacarideo que compde o exoesqueleto de artrépodes marinhos
e terrestres, a parede celular de fungos e algas. Quando se retirada quitina os grupos acetil, ou
seja, se ela sofre desacetilagdo, produz-se a quitosana (Wang et al., 2020). Quando em pH
fisiolégico, essa molécula sofre protonacdo da D-glucosamina em sua estrutura polimérica,
formando uma molécula policationica. Por tanto, ela consegue se ligar a moléculas negativas,
como DNA, proteinas e lipidios. Devido a isto, ela é considerada uma molécula versatil, mas
suas propriedades sdo dependentes do seu grau de desacetilagdo e do peso molecular (Aibani et
al.,2021).

Por conseguir se ligar a moléculas negativas, a quitosana pode causar danos em

paredes celulares e até adentrar a célula, possuindo atividade antimicrobiana. Quanto a isto, a
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quitosana pode ser de alto peso molecular (QAPM) e baixo peso molecular (QBPM). Trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa constataram que a QAPM € adsorvida a parede celular
de fungos como C. albicans (Garciaet al.,2018) e S. brasiliensis (Garcia et al., 2020), gerando
rupturas. Em contrapartida, a QBPM foi capaz de adentrar as células fungicas, ligando-se a
DNAs e proteinas, inibindo sintese proteica e levando a quebra de proteinas, e causava danos a
parede celular. Desta forma, optou-se por produzir as microparticulas a partir da quitosana de

baixo peso molecular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo analisar a atividade antifingica dos 6leos
essenciais de capim-limdo e geranio, na forma isolada e encapsulada em microparticulas de
quitosana, frente a cepas sudestinas e cearenses de fungos do género Sporothrix na forma

planctonica filamentosa e leveduriforme.

3.2 Objetivos especificos

1. Investigar o perfil de sensibilidade de cepas do género Sporothrix spp., na forma
planctonica filamentosa e leveduriforme, frente aos dleos essenciais de capim limao e
geranio isolados;

2. Avaliar o perfil de sensibilidade de cepas do género Sporothrix spp., na forma
planctdnica filamentosa e leveduriforme, frente aos 6leos essenciais de capim limao e
geranio encapsulados em microparticulas de quitosana;

3. Verificar se ha diferencas entre o perfil de sensibilidade das cepas cearenses e sudestinas
frente aos 6leos essenciais de capim limao e geranio, tanto isolados quanto encapsulados

em microparticulas de quitosana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microrganismos

Para este estudo foram utilizadas 14 cepas do género Sporothrix: 8 cepas de
Sporothrix brasiliensis, 3 de Sporothrix globosa e 3 de Sporothrix schenkii (Tabela 1). Os
isolados encontram-se estocados na colecdo de culturas do One Health Microbiology

Laboratory (OneHMic Lab), da Universidade Federal do Ceara.

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

Codigo da Cepa Espécie Fonte de Isolamento  Localizacao
ONEHMIC 05-3-068  Sporothrix brasiliensis Gato CE
ONEHMIC 05-3-069  Sporothrix brasiliensis Gato CE
ONEHMIC 05-3-067  Sporothrix brasiliensis Gato CE
ONEHMIC 05-3-071  Sporothrix brasiliensis Gato CE
ONEHMIC 05-3-070  Sporothrix brasiliensis Gato CE
ONEHMIC 05-3-005  Sporothrix brasiliensis Cachorro RS
ONEHMIC 05-3-006  Sporothrix brasiliensis Gato RS
ONEHMIC 05-3-028  Sporothrix brasiliensis Gato RJ
ONEHMIC 05-3-057 Sporothrix globosa Humano CE
ONEHMIC 05-3-058 Sporothrix globosa Humano GO
ONEHMIC 05-3-059 Sporothrix globosa Humano PE
ONEHMIC 05-3-048 Sporothrix schenckii Humano RJ
ONEHMIC 05-3-055 Sporothrix schenckii Solo MG
ONEHMIC 05-3-066 Sporothrix schenckii Humano SP

OneHMic Lab: One Health Microbiology Laboratory.

Por estar-se trabalhando com formas filamentosas, todas as cepas foram repicadas
em Agar Batata Dextrose (Sigma-Aldrich) e incubados & 35°C por 7 dias. Para a obtengio das
leveduras, as cepas foram revertidas por cultivos sucessivos em Brain Heart Infusion Agar

(HiMedia) com sangue de carneiro a 5% e incubadas a 37 °C por 4 dias.
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4.2 Composto teste

Para o desenvolvimento do projeto, foram utilizados os compostos, referidos como
compostos teste: microparticulas de quitosana, 6leo essencial de capim-limao (Ferquima e 6leo
essencial de geranio, estes dois tltimos na forma isolada e encapsulados em microparticulas de
quitosana. Todos foram testados nas concentragdes de 2 a 1024 ug/mLe 0,125 a 64 ug/mL para
a forma filamentosa e leveduriforme de Sporothrix spp. O itraconazol também foi testado, mas
como forma de controle, frente a forma filamentosa e leveduriforme, nas concentracoes de
0,0313 a 16 pg/mL (CLSI, 2017a; CLSI, 2017b).

Para o encapsulamento, a solu¢do de quitosana (10 mg/mL) de baixo peso
molecular, obtida da Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Corporation, EUA), foi preparada em
0,5% (p/v) de acido acético glacial 99% (Panreac, Barcelona, Espanha) e armazenada sob
refrigeracdo. E os 6leos aqui estudados foram obtidos da Ferquima Industria e Comércio Ltda.
As microparticulas de lecitina-quitosana carregadas com OECL e OEG foram preparadas de
acordo com a metodologiadescrita por Ilk ef al. (2017) com base na interagdo auto-organizada
entre lecitina contendo 6leo essencial e quitosana.

A solugdo aquosa de quitosana foi feita por dissolug¢do de quitosana (1%, p/v) em
agua destilada com acido acético a 0,5% (v/v). Lecitina (7,5%, p/v) foi dissolvida na solucdo
de dimetilsulféxido (10%, v/v). O 6leo essencial em diferentes concentragdes é entdo
adicionado a soluc¢ao de lecitina/dimetilsulféxido (DMSO) sob agitagdo magnética. A solug¢io
de quitosana (11,5 mL) e o complexo lecitina/6leo sdo aquecidos a 60 °C e apds isso, 1 mL de
solucdo de lecitina/6leo foi injetado gota a gota em solugdo aquosa de quitosana pré-aquecida
a 60 °C sob agitacdo magnética. ApOs a agitacdo, o pH da suspensdo de microparticulas foi
ajustado para 4,5. As microparticulas lecitina/quitosana vazias (MQ) serdo sintetizadas com o

método descrito acima usando solucdo de lecitina sem 6leo.

4.3 Teste de sensibilidade antifiingica

Os testes de sensibilidade para Sporothrix spp. foram feitos utilizando placas de 96
pocos e seguindo os protocolos M38 3° Edition (forma filamentosa) e M27 4° Edition (forma
leveduriforme) do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b),
com alteracdes, que preconiza o uso do método de microdilui¢do em caldo.

Para o preparo dos indculos filamentosos utilizou-se solucdo salina a 0,9% para

cobrir o suficiente da cultura de Sporothrix spp. de forma que seja possivel fazer, com auxilio
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de uma al¢a de inoculagdo descartdvel, a raspagem dos conidios que se localizam no topo das
colonias. Quanto ao indculo da forma filamentosa, utilizou-se somente cepas de S. brasiliensis.
O indculo foi feito através da adi¢ao de salina 0,9% nos tubos com crescimento leveduriforme
e, utilizando a al¢ca de inoculacao, foi feita araspagem do meio para destacar as células fingicas.
Ao final desse processo, ambos os indculos filamentosos e leveduriformes foram ajustados em
meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, tamponado a pH 70,1 com 0,165 M de
dcido 3 (N-morfolino)-propanosulfonico (MOPS), seguindo a escala McFarland para obter as
concentra¢des de 0,4-5x10* UFC/mL para forma filamentosa (CLSIL, 2017a) e 0,5-2,5x103
UFC/mL para a leveduriforme.

Em seguida, esses in6culos foram distribuidos nas placas de 96 pogos e entdo se
adicionou os compostos testes ja diluidos nas concentracdes desejadas. Os pogos 11 e 12 foram
utilizados como controles negativos (somente meio RPMI com a droga) e positivos (somente
RPMI com o fungo), respectivamente. Por fim, as placas foram incubadas a 35 °C por 72h
(forma filamentosa) e a 37 °C por 96h (forma leveduriforme).

A concentragao inibitéria minima (CIM) foi definida como a concentragdo minima
capaz de inibir, visualmente, 50 e 100% do crescimento flingico para os compostos testes e

100% para o ITC (CLSI, 2017a; CLSI, 2017b).
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S RESULTADOS

5.1 Ensaio de sensibilidade antifingico filamentoso

Para a forma filamentosas de Sporothrix spp., observou-se que as nanoparticulas
encapsuladas com os 6leos essenciais de capim-limao e de gerdnio apresentaram atividade
antifingica. Frente a S. brasiliensis,a MQCL e a MQG apresentaram CIM no intervalo de 0,5
e 1 ug/mL para de inibi¢do de 50% (Tabela 2) do crescimento fingico e de 1 e 2 pg/mL para
100% de inibi¢ao (Tabela 3).

Tabela 2 - Ensaio de Sensibilidade Filamentoso com CIM Capaz de Inibir 50% do Crescimento

Fuangico
Cepas Concentracio Inibitéria Minima (ug/mL)
Espécies (cddigo do ITC MQ LEC OECL OEG MQCL MQG
OneHMic Lab)
ONEHMIC 05-3-068 4 0,25 >64 32 - 1 -
ONEHMIC 05-3-069 0,5 0,5 >64 32 32 0,5 0,5
¢ ONEHMIC 05-3-067 2 - >64 16 8 - -

ONEHMIC 05-3-070 1 0,5 >64 64 64 0,5 0,5
brasiliensis
ONEHMIC 05-3-071 0,5 0,5 >64 32 32 0,5 0,5

ONEHMIC 05-3-005 1 0,5 16 8 64 0,5 0,5

ONEHMIC 05-3-028 2 0,5 16 16 64 1 1
ONEHMIC 05-3-057 1 1 >64 4 4 - 0,5
S. globosa  ONEHMIC 05-3-058 1 - >64 1 1 1 2
ONEHMIC 05-3-059 1 - >64 8 64 1 0,5
ONEHMIC 05-3-048 0,5 2 >64 8 8 2 -
sch:;ckii ONEHMIC 05-3-055 0,5 0,5 64 4 8 0,5 0,5

ONEHMIC 05-3-066 1 - 16 8 64 1 0,5

Legenda: Tabela apresentando os valores encontrados paraa concentracgdo inibitéria minimade 50% frente a cepas
de Sporothrix spp. na forma filamentosa. ITC — Itraconazol. MQ — Microparticulade Quitosana. LEC — Lecitina.
OECL — Oleo Essencial de Capim-Limdo. OEG — Oleo Essencial de Gerénio. MQCL — Microparticula de
Quitosana com Oleo Essencial de Capim-Limao. MQG — Microparticula de Quitosana com Oleo Essencial de
Geranio

Quanto aos Oleos isolados, as cepas de S. brasiliensis espécie se mostraram

igualmente sensivel a OECL e OEG na CIM capaz de inibir 50% do crescimento, apresentando
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intervalode 16 a 64 pg/mL e 8 a 64 ug/mL, respectivamente. Para 100% de inibicao, o perfil
de sensibilidade diminui frente a ambos os 6leos, mas hd redu¢do mais significativa frente a
OEG que somente duas cepas apresentaram valores para 100% e na concentracdode 16 ug/mL,
enquanto OECL obteve sensibilidade frente a 6 das 7 cepas no valor de 64 pg/mL. Frente a
MQ, os valores obtidos foram de 0,25 e 0,5 pg/mL para 50% e de 1 e 2 pg/mL para 100%,

sendo essa a espécie mais sensivel as microparticulas.

Tabela 3 - Ensaio de Sensibilidade Filamentoso com CIM Capaz de Inibir 100% do

Crescimento Fingico

Cepas Concentracao Inibitéria Minima (ug/mlL)
Espécies (cddigodo  ypc MQ LEC OECL OEG MQCL MQG
OneHMic Lab)

ONEHMIC 05-3-068 4 1 - 64 16 - 1

ONEHMIC 05-3-069 0,5 1 - 64 - 1 1

ONEHMIC 05-3-067 2 2 - 64 16 2 2

> ONEHMIC 05-3-070 1 2 - - - - -

brasiliensis

ONEHMIC 05-3-071 0,5 1 - 64 - 2 1

ONEHMIC 05-3-005 1 1 - 64 - 2 2

ONEHMIC 05-3-028 2 2 - 64 - - -

ONEHMIC 05-3-057 1 2 - 16 32 2 1

S. globosa  ONEHMIC 05-3-058 1 2 - 8 16 2 -
ONEHMIC 05-3-059 1 2 - 64 - 2 2

S ONEHMIC 05-3-048 0,5 4 - 16 64 4 2
ONEHMIC 05-3-055 0,5 2 - 16 64 2 1

schenckii

ONEHMIC 05-3-066 1 2 - 32 - 2 1

Legenda: Tabela apresentando os valores encontrados para a concentragdo inibitdria minima de 100% frente a
cepas de Sporothrix spp. na forma filamentosa. ITC — Itraconazol. MQ — Microparticula de Quitosana. LEC —
Lecitina. OECL — Oleo Essencial de Capim-Limdo. OEG — Oleo Essencial de Geranio. MQCL — Microparticula
de Quitosana com Oleo Essencial de Capim-Limao. MQG — Microparticula de Quitosana com Oleo Essencial de
Geranio

As cepas de S. globosa, por sua vez, frente a MQCL apresentaram a concentracao
de 1 pg/mLe 2 pg/mL para 50% e 100% de inibi¢do. Se mostrando mais sensivel a MQG, onde
apresentou concentracdes de 0,5 e 2 pg/mL a 50% e 1 e 2 ug/mL para 100%. Frente aos 6leos
essenciais isolados, OECL obteve intervalode 1 a 8 para50% e de 8 a 64 para 100% ; OEG, por
sua vez, obteve intervalode 1 a 64 pg/mL e 16 a 32 pg/mL para 50% e 100% de inibi¢do,
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respectivamente. O que indica maior sensibilidade a OECL. Para a MQ, somente uma espécie
obteve valor para 50% de inibicao, sendo este valor 1 pg/mL, e para 100% de inibi¢do todas as
3 cepas apresentaram o valor de 2 pg/mL.

Ja S. schenckii obteve CIM no intervalode 0,5 a 2 ug/mL para 50% de inibigdo e 2
e 4 pg/mL para 100% frente a MQCL. Enquanto MQG apresentou CIM variando entre 0,5
png/mL para 50% e 1 e 2 pg/mL para 100%, sendo mais sensivel a essa microparticula. Para o
OECL, os valores foram de 4 e 8 pg/mL para 50% e de 16 e 32 pg/mL para 100%. Em
contrapartida, OEG obteve valores de 8 e 64 pg/mL e 64 pg/mL para 50% e 100% de inibigao,
respectivamente, indicando que, ao contrario do que foi visto frente as microparticulas com os
6leos, essas cepas sao mais sensiveis ao OECL. Frente a MQ, as cepas dessa espécie tiveram
intervalo de 0,5 e 2 pg/mL para 50% de inibicdo, e 2 e 4 ng/mL para 100%.

Sobre o controle do itraconazol, todas as trés espécies se mostraram sensiveis. S.
brasiliensis apresentou intervalo de 0,5 a 4 pg/mL, S. globosa obteve o valor de 1 ug/mL e S.
schenckii apresentou intervalo de 0,5 e 1 ug/mL. O controle de lecitina nao obteve valores de
concentracao inibitéria para 100% e somente 2 cepas de S. brasiliensis e 2 de S. schenckii
apresentaram valores para 50% de inibicao.

Por fim, ao comparar as duas tabelas de sensibilidade filamentosa, € possivel notar
que das cepas de Sporothrix spp., S. brasiliensis, principalmente as 7 primeiras cepas que foram
isoladas do Ceard, foram as que obtiveram CIMs menores para a MQ e para os 6leos

encapsulados, mas também apresentaram os maiores valores para os OEs.

5.2 Ensaio de sensibilidade antifingico leveduriforme

Em relacao a formaleveduriforme, também foi observada atividade antifiingica dos
compostos testes. Para a MQCL, o CIM variou de 4 a 1 pg/mL para 50% de inibi¢ao (Tabela
4)e de 16 a 4 pg/mL para 100% de inibicdo (Tabela ). J4 a MQG demonstrou maior atividade
antifiingica, com 50% de inibi¢do alcancada em 1 pg/mL e 100% com 2 pg/mL. Quanto aos
isolados, a MQ apresentou atividade inibitoria de 50% em uma faixa de 2 a 1 pg/mL, sendo
necessario um intervalode 4 a 2 pg/mL para a inibi¢ao de 100% do fungo. A lecitina, por sua
vez, ndo mostrou atividade antifiingica contra nenhuma das quatro cepas leveduriformes

testadas.
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Tabela 4 — Ensaio de Sensibilidade Leveduriforme com CIM Capaz de Inibir 50% do

Crescimento da Célula Fungica.

Cepas Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)
Espécies (cddigodo  ypc MQ LEC OECL OEG MQCL MQG
OneHMic Lab)
ONEHMIC 05-3-068 2 1 >64 16 >64 1 1
S. ONEHMIC 05-3-069 0,5 1 >64 32 64 2 1
brasiliensis ONEHMIC 05-3-067 1 2 >64 16 32 4 1
ONEHMIC 05-3-070 0,5 1 >64 16 64 4 1

Legenda: Tabela apresentando os valores encontrados paraa concentragdo inibitéria minimade 50% frente a cepas
de Sporothrix brasiliensis na formaleveduriforme. ITC — Itraconazol. MQ — Microparticula de Quitosana. LEC —
Lecitina. OECL — Oleo Essencial de Capim-Limédo. OEG — Oleo Essencial de Geranio. MQCL — Microparticula
de Quitosana com Oleo Essencial de Capim-Limao. MQG — Microparticula de Quitosana com Oleo Essencial de
Geranio

Os o6leos apresentaram desempenhos diferentes para a forma leveduriforme. O
OECL manteve concentracdes semelhantes as previamente relatadas para a forma filamentosa,
com a CIM variando entre 32 e 16 pg/mL para 50% de inibicao e atingindo 64 pug/mL para
100% de inibi¢do em trés das quatro cepas testadas. Por fim, OEG conseguiu inibir 50% das
cepas com a CIM entre 64 e 16 ng/mL, mas s6 alcangou 100% de inibi¢do em uma das cepas

na concentragdo de 64 ng/mL.

Tabela 5 — Ensaio de Sensibilidade Leveduriforme com CIM Capaz de Inibir 100% do

Crescimento da Célula Fangica.

Cepas Concentracao Inibitéria Minima (ug/mL)
Espécies (cddigodo  ype MQ LEC OECL OEG MQCL MQG
OneHMic Lab)
ONEHMIC 05-3-068 2 2 - - - 4 2
S. ONEHMIC 05-3-069 0,5 2 - 64 - 4 2
brasiliensis ONEHMIC 05-3-067 1 4 - 64 - 16 2
ONEHMIC 05-3-070 0,5 2 - 64 64 8 2

Legenda: Tabela apresentando os valores encontrados para a concentragdo inibitéria minima de 100% frente a
cepas de Sporothrix brasiliensis na forma leveduriforme. ITC — Itraconazol. MQ — Microparticula de Quitosana.
LEC — Lecitina. OECL — Oleo Essencial de Capim-Limdo. OEG — Oleo Essencial de Geranio. MQCL —
Microparticulade Quitosana com Oleo Essencial de Capim-Limao. MQG—Microparticula de Quitosanacom Oleo
Essencial de Geranio
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6 DISCUSSAO

O interesse por novas particulas com efeito antifingico surge em um cendrio
marcado pela escassez de compostos disponiveis para o tratamento de infec¢des flingicas,
somado ao aumento na incidéncia de doencgas causadas por fungos e ao crescente surgimento
de resisténcia aos farmacos convencionais (Després; Shapiro; Cuomo, 2024; Michalczyk;
Ostrowska, 2021). Diante disso, a quitosana e os Oleos essenciais t€ém sido amplamente
estudados por serem particulas naturais e ecologicamente sustentdveis, além de possuirem
comprovada capacidade antimicrobiana (Yammine et al., 2022). Nesse contexto, os resultados
obtidos neste trabalho destacam o potencial antifingico dos O6leos essenciais quando
encapsulados em microparticulas de quitosana contra o crescimento planctonico de cepas
de Sporothrix spp., tanto na forma filamentosa quanto na forma leveduriforme.

Na literatura hd poucos trabalhos que utilizem as microparticulas de quitosana com
6leos essenciais frente a fungos, os tnicos trabalhos encontrados foram o de Garcia et al. (2021)
frente a Candida albicans,um fungo leveduriforme, e o de Costa et al. (2025) com Histoplasma
capsulatum, um fungo dimoérfico. A partir dos dados Garcia et al. (2021), que obteve
concentracdes de 4 a 128 pg/mL para MQCL e de 8 a 256 pg/mL para MQG, vemos que
Sporothrix se mostra mais sensivel aos 6leos encapsulados se comparado a Candida albicans.
Ja os dados de Costa et al. (2025) se assemelham aos desse trabalho, tendo valores para MQCL
e MQG de 16 a 128 pg/mL para a forma filamentosa, enquanto a leveduriforme obteve 8 a 64
png/mL para MQCL e MQG.

Quanto a CIM dos 6leos essenciais isolados obtidos neste trabalho, elas indicam
que Sporothrix spp. possui perfil de sensibilidade maior frente a eles, quando comparados a
resultados obtidos por outros autores frente a outros fungos, como Garcia et al. (2021) e Rhimi
et al. (2022) frente a espécies de Candida; Mahboubi et al. (2019) com dermatdfitos; e Alizond
et al. (2023) frente a Aspergillus spp., que reportaram CIMs elevadas, variando entre 2.048 e
512 pg/mL, 2.500 e 1.250 pg/mL, 2.500 e 60 pg/mL, e 2.250 e 560 pg/mL, respectivamente.

A acdo antimicrobiana dos 6leos essenciais estd diretamente relacionada a sua
composicao lipofilica, que lhes permite atravessar e danificar a parede celular, atingindo as
membranas citoplasmaticas. Nessas estruturas, os Oleos podem inativar mecanismos
enzimdticos e transportadores de elétrons, causando desequilibrio no fluxo de elétrons,
alteracdes na permeabilidade da membranae no pH interno, e levando a perda significativade

macromoléculas e fons (Allizond et al., 2023; Basak; Guha, 2018; Jha; Mayanovic, 2023).
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Em relagcdo a MQ, os valores de Concentragdo Inibitoria Minima encontrados neste
estudo foram mais baixos que aos reportados por Garcia et al. (2021), usando microparticulas
frente a Candida albicans; por Ing et al. (2012), que trabalharam com nanoparticulas frente
a Candida albicans, Fusarium solani e Aspergillus niger; e por Brilhante et al. (2023), que
avaliaram a atividade antifiingica da quitosana de baixo peso molecular frente a Histoplasma
capsulatum. A atividade antiftingica da quitosana estd associada a sua natureza catidnica,
decorrente da presenga de grupos amino em sua estrutura, que interagem com compostos
carregados negativamente, como fosfolipideos de membrana, DNA e proteinas (Cota-Arriola
et al., 2013). Essa interacdo resulta em danos a parede celular, vazamento de contetdo
citoplasmético, interrup¢do da sintese proteica e inibi¢cao da replicacdo do DNA devido a
ligagdo com dacidos nucleicos (Wang et al., 2020). Entretanto, diversos fatores podem
influenciar sua atividade antimicrobiana. Por exemplo, quitosanas de alto peso molecular
tendem a apresentar menor atividade antifingica em compara¢do com as de baixo peso
molecular. Além disso, um alto grau de desacetilacdo estd associado a uma maior eficicia
antifingica (Poznanski; Hameed; Orczyk, 2023).

Além da atividade antifiingica, a quitosana desperta interesse devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e capacidade de atravessar tecidos com facilidade.
Essas caracteristicas a tornam amplamente estudada para o desenvolvimento de sistemas
carreadores de farmacos, especialmente na forma de nano e microparticulas (Ali; Ahmed, 2018;
Pecarski et al., 2014). O encapsulamento de farmacos oferece diversas vantagens, como o
aumento da atividade microbiana, maior controle da posologia e a estabilizacdo de compostos
volateis, como os 6leos essenciais (Jovanovi¢, 2024; Li et al., 2018; Zhang et al., 2021).

Os resultados desse estudo corroboram a ideia de que o encapsulamento
potencializa o efeito antiflingico, uma vez que os menores valores de CIM foram observados
para os compostos encapsulados. A forma filamentosa de Sporothrix spp. mostrou-se a mais
sensivel ao efeito da quitosana in vitro. Assim como ocorreu no presente trabalho, Garcia et al.
(2021), frente a Candida albicans, também observaram que os valores de CIM diminuiam para
os 6leos encapsulados em comparagdo com a quitosana e os 6leos isolados, indicando maior
atividade antifingica. Resultados semelhantes também foram reportados por El-Aziz et al.
(2018) frente a Aspergillus niger e por Mohammadi, Hashemi e Hosseini (2015) frente
a Phytophthora drechsleri, ambos utilizando placas de dgar batata-dextrose para avaliacao da
inibigao.

O género Sporothrix € conhecido por apresentar alta resisténcia antifiingica

intrinseca (Waller et al., 2020), e diversos estudos destacam que sua variabilidade genética
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impacta diretamente no perfil de sensibilidade a antifungicos (Gong et al., 2019; Huang et al.,
2016; Rangel-Gamboa et al., 2016). Dentre as espécies, S. brasiliensis e S. globosa sdo as que
apresentam menor nimero de polimorfismos, enquanto S. schenckii exibe um alto nimero de
polimorfismos cromossdmicos (Sasaki et al., 2014). Um estudo realizado por Marimon et al.
(2008) demonstrou que S. brasiliensis e S. schenckii sao mais suscetiveis a antifingicos, o que
geralmente resulta em menores valores de CIM. No entanto, em um trabalho de 2014,
Rodrigues et al. observaram variacdes dentro da prépria espécie S. brasiliensis, com andlises
filogenéticas indicando que cepas do Rio Grande do Sul diferem das cepas do Sudeste, como
as de Minas Gerais e Sao Paulo, que sao mais similares as do Rio de Janeiro. Um estudo mais
recente de Goncalves et al. (2023) corrobora esses achados, reforcando a heterogeneidade
dentro da espécie. Ao analisar os resultados deste trabalho, observa-se que eles estdo alinhados
com a literatura.S. brasiliensis apresentou padroes de resposta antifungica distintos em
comparacao com as demais cepas, principalmente as isoladas do Ceard que apresentaram as
maiores CIM para os OEs.

Em sua forma filamentosa, essa espécie mostrou-se a mais sensivel as
microparticulas de quitosana, mas também a mais resistente a acdo dos 6leos essenciais. Esse
mesmo padrdo se repetiu na forma leveduriforme, embora com uma leve reducdo na
sensibilidade as microparticulas e um aumento na sensibilidade aos 6leos essenciais. Diferencas
nos valores de CIM entre as formas morfoldgicas sdo esperadas e podem ser explicadas por
variacdes na composicio da parede celular fingica (Martinez-Alvarez et al., 2017). Estudos
como o de Sanchotene et al. (2017) com S. brasiliensise o de Song et al. (2020) com S.
globosa mostraram que a forma leveduriforme de Sporothrixtende a apresentar valores
menores de CIM. No entanto, no presente trabalho, esse padrdo sé foi observado para o 6leo
essencial de capim-limao.

A explicacdo para essa divergéncia pode estar relacionada ao mecanismo de acio
dos compostos testados e as diferencas na parede celular das duas formas morfolégicas. Os
compostos avaliados neste estudo dependem fortemente da composi¢cdo da parede celular.
Poznanski, Hameed e Orczyk (2023) sugerem que a quitosana, além de interagir com
compostos carregados negativamente, também depende da presenca de dcidos graxos poli-
insaturados na membrana. Considerando que a transicao para a forma leveduriforme envolve
remodelagdo da parede celular (Navarro et al., 2021), é possivel que pequenas alteragdes em
sua composicao afetem a eficdcia da quitosana.

Comparando os dados dos compostos testes entre si € com os do itraconazol,

observou-se que os 6leos essenciais apresentam CIMs maiores que o do ITC e suas menores
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concentracdes foram obtidas frente a forma leveduriforme. Em contrapartida, as
microparticulas de quitosana e os Oleos encapsulados obtiveram intervalos similares a do
itraconazol e demonstram maior eficacia contra a forma filamentosa.

No mais, o fato dos valores obtidos para a quitosana e para os 6leos encapsulados
serem similares ao do intervalo obtido para o itraconazol, o antifingico de primeira escolha
para o tratamento da esporotricose (Alvarez; Oliveira; Pires, 2022), ¢ um indicativo de que esses
compostos sdo promissores para o desenvolvimento de novos tratamentos para esporotricose.
Todavia, mais estudos precisam ser conduzidos para garantir a eficacia e seguranca desses
compostos como tratamento, por tanto, estudos in vivo e testes de citotoxicidade se fazem

necessarios.
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7 CONCLUSAO

e Todas as cepas de Sporothrix spp. testadas sao sensiveis as microparticulas de quitosana,
aos Oleos essenciais isolados e aos Oleos essenciais encapsulados, tanto na forma
filamentosa quanto na leveduriforme.

e Frente as demais cepas filamentosas de S. brasiliensis, as que foram isoladas no Ceara
mostraram menor perfil de sensibilidade apenas para os 6leos essenciais isolados, em
especial ao 6leo essencial de geranio.

e O encapsulamento dos 6leos essenciais com as microparticulas de quitosana aumentou
a atividade antifingica ao diminuir a concentracao necessdria para inibir o crescimento

antiftiingico frente a cepas de S. globosa e S. schenckii.
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