UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

INFLUENCIA DO FERRO NO CRESCIMENTO E NA SUSCETIBILIDADE AO
ITRACONAZOL E DEFERASIROX EM SPOROTHRIX SPP.

ALESSANDRA HELENA DA SILVA HELLWIG

Porto Alegre

2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA: CIENCIAS MEDICAS

INFLUENCIA DO FERRO NO CRESCIMENTO E NA SUSCETIBILIDADE AO
ITRACONAZOL E DEFERASIROX EM SPOROTHRIX SPP.

ALESSANDRA HELENA DA SILVA HELLWIG

Orientadora: Prof. Dra. Maria LUcia Scroferneker

Coorientador: Prof. Dr. Régis Adriel Zanette

Dissertacdo apresentada como requisito parcial
para obtencéo do titulo de Mestre em Medicina:
Ciéncias Médicas, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Programa de Pés-Graduacéo

em Medicina: Ciéncias Médicas.

Porto Alegre

2019



CIP - Catalogagio na Publicagio

Hallwig, Alasszndra H=lena da Jilwa

I TENCIAZ DO FERED N0 CRESCIMENTO E MA
SUSCETIBILIDATDE AO ITRACOMAZOL E DEFERASIROK EM
JPCROTHRIX 3FF. / Alessandra Helena da Silwva Hellwig.
-— 2015.

G0 £

Orientadora: Maria Licia 3croferneker.

Coorientador: Régis Adriel Zanette.

Ili.:szr!::l.-iﬁn:- [Mastrado) —- Universidade Faderal do
Big Grande do Sul, Faculdade de H=edicina, Programa de
Pés-Graduacdo em Medicina: Ci#ncias Médicas, Forto
Alegre, BER-R3, 2015.

1. esporotricoss. 2. micose subcutdnea. 3.
deferasirox. 4. itracomasol. 5. ferro. L.
Jcroferneker, Maria Licia, orient. IIL. Zanette, Régis
Adriel, coori=nmt. IILI. Titalo.

Hlaborada pelo Siztema de Gerago Automética de Ficha Catslogrifica da UFRGS
pelo dadoe fomecidos palojs) autora). e




AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a minha orientadora prof. Dra. Maria Lucia
Scroferneker, por todos os ensinamentos que me foram disponibilizados em todos esses
anos que se iniciaram em 2016, quando fui bolsista de Iniciacdo Cientifica no seu
laboratorio, e que continuaram a serem dados nesses dois anos como sua aluna de
Mestrado. Muito obrigada pela confianca dada a mim.

E 0 meu muito obrigada ao meu coorientador prof. Dr. Régis Adriel Zanette, que
sempre muito solicito aceitou embarcar nesse projeto conosco. Seu conhecimento foi de
extrema importancia para esse trabalho.

Agradeco ao Dr. Santin, que ndo importava se fazia chuva ou sol, se era dia ou
noite, sempre estava disposto a me receber. O senhor mostrou o real significado do que é
ser médico. Eternamente grata. Levo esse gesto comigo.

Agradeco a todos os alunos de Iniciacdo Cientifica que acompanharam essa
caminhada e que levo como meus amigos: Audren, Eduarda, Elisa, Henrique, Juliana,
Millena, Nathalia, Renata e, em especial, Amanda e lasmin, que estiveram sempre ao meu
lado durante essa caminhada.

E aos colegas do laboratorio 325, pelos momentos de distracdes no café de todo
dia e pelas conversas (cientificas ou ndo), sdo eles: Alejandra, Betina, Daiane, Fabiana,
Simone, prof. Patricia e, em especial, Danielle, que também foi minha terapeuta durante
esse caminho, sempre apoiando e dando forgas!

E meu obrigada as amigas do ‘verapamil’, Carine e Helenita, pessoas que com
certeza levarei para a vida!

Agradeco aos meus pais, Wilmar e Nésia, por sempre se mostrarem orgulhosos

com meus passos. Isso é fruto de vocés também. E as minhas irmas, Barbara, Débora e



Denise, por serem minhas confidentes e sempre me distrairem e verem o lado bom quando
as coisas nao saiam conforme o meu planejado.

Agradeco ao meu namorado Gustavo, por ser meu apoiador, meu terapeuta nas
horas vagas e por me ouvir falar sobre micologia mesmo néo entendendo nada sobre o
assunto.

Agradeco também a minha segunda familia, meus sogros Carmen Lia e Sérgio,
por sempre me receberem de bragos abertos.

Agradeco ao seguranca José, pela companhia quase diéria.

A UFRGS pela oportunidade de ensino e a CAPES pela bolsa de estudos.

Meu muito obrigada a todos voceés.



RESUMO

Introducdo: A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos do género
Sporothrix. O itraconazol é o antifungico de escolha para esporotricose humana e animal,
mas ha relatos de resisténcia ou recorréncia ao tratamento. Alguns patégenos necessitam
de ferro para o seu desenvolvimento e o quelante de ferro deferasirox tem demonstrado
atividade contra certos fungos patogénicos.

Objetivo: O presente estudo avaliou o crescimento e a suscetibilidade ao estresse
oxidativo de Sporothrix spp. in vitro quando exposto a diferentes concentragdes de ferro
e sua suscetibilidade ao itraconazol sozinho e em combinacdo com deferasirox.
Materiais e métodos: Foram utilizados 10 isolados de cada espécie de S. schenckii e S.
brasiliensis. A afinidade das cepas por ferro foi avaliada medindo o crescimento radial
em placas de &gar batata dextrose contendo diferentes concentragdes de ferro. As cepas
também foram submetidas a 40 mM de perdxido de hidrogénio para avaliacdo da resposta
ao estresse oxidativo. O crescimento dos isolados em meio com restricdo ou sobrecarga
de ferro também foi avaliado no caldo RPMI 1640 usando o ensaio colorimétrico com
2,3-Bis- (2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil) -2H-Tetrazolium-5-Carboxanilida (XTT). A
suscetibilidade dos isolados fungicos frente ao itraconazol e ao deferasirox foi avaliada
pela técnica de microdiluicdo in vitro.

Resultados: A disponibilidade de ferro afetou o crescimento e a viabilidade de S.
schenckii e S. brasiliensis ao estresse oxidativo. No entanto, a combinagéo de deferasirox
com itraconazol in vitro resultou em indiferenca para a maioria dos isolados de Sporothrix
spp.

Conclusdo: Ferro € necessario para o desenvolvimento de Sporothrix spp., sendo S.
brasiliensis mais sensivel as diferentes concentracdes de ferro que S. schenckii, embora
0 quelante de ferro deferasirox combinado com itraconazol ndo tenha sido sinérgico in
vitro para esses isolados. Adicdo de ferro no meio de cultivo também aumentou a
suscetibilidade de S. schenckii e S. brasiliensis ao estresse oxidativo. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para analisar deferasirox como adjuvante terapéutico para

Sporothrix spp.

Palavras-chaves: Esporotricose; micose subcutanea; deferasirox; itraconazol; ferro.



ABSTRACT

Introduction: Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by fungi of the genus
Sporothrix. Itraconazole is the drug of choice for human and animal sporotrichosis, but
there are reports of resistance or recurrence to treatment. Some pathogens use iron for
their development and the iron chelator deferasirox has demonstrated activity against
some pathogenic fungi.

Aim: The present study evaluated the in vitro growth and susceptibility to oxidative stress
of Sporothrix spp. exposed to different iron levels and the susceptibility of Sporothrix
spp. to itraconazole alone and in combination with deferasirox.

Materials and methods: Ten isolates of each S. schenckii and S. brasiliensis species
were used. The affinity of the strains for iron was evaluated by measuring the radial
growth in potato dextrose agar plates containing different iron levels. Strains were further
subjected to 40 mM hydrogen peroxide to evaluate oxidative stress response. Growth of
the strains to iron-restricted or iron-overload medium was also assessed in RPMI 1640
broth using the 2,3-Bis- (2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil) -2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilida (XTT) colorimetric assay. The susceptibility of fungal isolates to
itraconazole and deferasirox was evaluated using in vitro microdilution technique.
Results: Iron availability affected S. schenckii and S. brasiliensis growth and viability to
oxidative stress. Nonetheless, the combination of deferasirox with itraconazole in vitro
resulted in indifference for most Sporothrix spp. isolates.

Conclusions: Iron is required for the development of Sporothrix spp. S. brasiliensis is
more sensitive to different iron concentrations than S. schenckii, although iron chelator
deferasirox combined with itraconazole was not synergistic in vitro for these strains. Iron
addition in the culture medium also increased the susceptibility of S. schenckii and S.
brasiliensis to oxidative stress. Further studies are required to analyze deferasirox as a

therapeutic adjunct to Sporothrix spp.

Keywords: Sporotrichosis; subcutaneous mycosis; deferasirox; intraconazole; iron.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutdnea causada por fungos do género
Sporothrix que afeta humanos e animais, sendo Sporothrix schenckii a principal espécie
[1,2]. Tais micro-organismos sdo considerados dimdrficos por apresentarem dois estagios
morfoldgicos no seu ciclo de vida: a fase miceliana, encontrada em temperatura ambiente,

e a fase leveduriforme, observada nas lesdes da doenga [1,2].

Em relacdo a distribuicdo mundial, a esporotricose ocorre mais frequentemente
em regides de climas tropical, subtropical e temperado [3]. As areas endémicas, por sua
vez, s30 América Latina, Africa do Sul e Jap&o [4,5]. No Brasil, é a micose subcutanea
de maior incidéncia no estado do Rio Grande do Sul [2].

A infeccdo por Sporothrix spp. ocorre por inoculacdo traumética do micro-
organismo na pele, podendo desenvolver lesGes na forma de nddulos supurativos, que
seguem o trajeto de um vaso linfatico, ou na forma de placa cutdnea verrucosa [6].
Geralmente, apresenta-se de forma benigna e limitada a pele e ao tecido subcutaneo.
Entretanto, em pacientes imunocomprometidos, apresenta-se na forma disseminada, com

lesGes pulmonares, 0sseas, articulares e no sistema nervoso central [6].

O farmaco de escolha para tratamento de formas cutaneas e linfocutdneas em
humanos é o fungistatico azolico itraconazol que possui, como mecanismo de agdo, a
inibicdo da biossintese do ergosterol, ocorrendo alteracdo da permeabilidade da
membrana [7,8]. Entretanto, ha relatos de isolados resistentes a este tratamento, o que
leva a falhas terapéuticas e remissdo da doenca [9]. Para contornar a resisténcia dos micro-
organismos e diminuir a toxicidade dos tratamentos, variados estudos sdo feitos
combinando antifangicos com diferentes mecanismos de ac¢des, visando obter, além de

tudo, uma atividade antifungica sinérgica [10,11].

Tendo em vista que alguns agentes patogénicos necessitam de ferro para seu
desenvolvimento, por ser este um nutriente essencial, sua deficiéncia pode impactar
negativamente as fungbes bioldgicas dos micro-organismos [12,13]. O farmaco
deferasirox € um quelante de ferro utilizado por pacientes com sobrecarga desse metal
[12,13]. Em alguns estudos com fungos patogénicos, como Mucorales, viu-se o potencial
do deferasirox na intervencgdo terapéutica [12,13]. Além de ser um quelante de ferro, o
deferasirox possui propriedades imunomoduladoras ainda pouco compreendidas [12,14].
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Seguindo esta linha de raciocinio e na crescente necessidade de buscas por novos
tratamentos para a infeccdo, € interessante e conveniente avaliar a combinacdo de
itraconazol e deferasirox frente aos agentes da esporotricose e como estes se comportam

guando em contato com o ferro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A presente revisdo da literatura esta focada nos principais aspectos da
esporotricose, abordando os seguintes temas: defini¢cdo, aspectos historicos, agentes
etioldgicos, taxonomia, epidemiologia, fatores de viruléncia, manifestacGes clinicas,
diagndstico, tratamento, ensaio de suscetibilidade a antifungicos, relacédo do ferro
com fungos patogénicos, deferasirox e estresse oxidativo. Essa estratégia de busca
envolveu as seguintes bases de dados: PubMed, SciELO e LILACS, com publicagdes até
margo de 2019. As buscas nas bases de dados foram realizadas no dia 19 de margo de
2019, através do esguema representado na Figura 1, que mostra a combinacdo das
palavras-chave utilizadas, assim como o numero de artigos encontrados, incluidos,

repetidos e o numero final de estudos inseridos nesta revisdo da literatura.

Para todos os temas abordados foi utilizado filtro de idioma (inglés, espanhol e
portugués). Ja para os temas definicdo, aspectos historicos, agentes etioldgicos,
taxonomia, epidemiologia, fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas, diagnostico,
tratamento e relagéo do ferro com fungos patogénicos foram utilizados revisdes e

estudos dos ultimos cinco anos disponiveis nas bases de dados.

Base de dados: PubMed LILACS SciELO

Palavras-chave Artigos encontrados Artigos incluidos Duplicados | Total incluido
Sporotrichosis AND review 55 6 6 43 3 4 5 45
Deferasirox AND review 73 0 1 27 0 1 1 27
Sporotrichosis AND antifugal activity 60 0 0 9 0 0 0 9
Sporotrichosis AND antifugal susceptibility 48 0 0 20 0 0 8 12
Sporothrix AND antifugal activity 115 0 0 11 0 0 9 2
Sporothrix AND antifugal susceptibility 61 0 0 23 0 0 22 1
Fungus AND iron 927 2 5 21 1 1 0 23
Sporotrichosis AND iron 1 0 0 1 0 0 1 0
Sporothrix AND iron 2 0 0 1 0 0 0 1
Fungus AND deferasirox 19 0 0 16 0 0 0 16
Sporotrichosis AND deferasirox 0 0 0 0 0 0 0 0
Sporothrix AND deferasirox 0 0 0 0 0 0 0 0
Sporotrichosis AND oxidative stress 4 0 0 4 0 0 0 4
Sporothrix AND oxidative stress 4 0 0 4 0 0 4 0

Total de artigos incluidos 140

Figura 1. Esquema de busca com as palavras-chave usadas nas bases de dados.
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2.1 Esporotricose

2.1.1 Definicao

Esporotricose € uma infecgcdo fangica subaguda ou cronica causada por vérias
espécies pertencentes ao género Sporothrix, grupo de fungos dimdrficos, sendo o
principal representante S. schenckii [15-17]. Essa infeccdo € uma das micoses
subcutaneas mais frequentes e apresenta distribuicdo mundial, porém é mais comumente
encontrada nas zonas tropicais e subtropicais, como América Latina, Africa e Asia
[15,16].

A doenca pode afetar tanto humanos como animais domésticos [18], e sua
transmissao ocorre por implantacao traumatica: os propagulos infecciosos sdo inoculados,
principalmente, na pele ou mucosa, através de fontes encontradas no ambiente, como
solo, plantas e matérias organicas contaminadas pelo fungo [15,17]. Menos
frequentemente, pode ser transmitida através da inalacdo dos conidios do fungo,
ocorrendo envolvimento pulmonar [15]. Variadas manifestaces clinicas da esporotricose
sdo relatadas, desde localizada a disseminada [19]. A forma mais comum € a linfocutanea,
caracterizada pela presenca de papulas ou pustulas na forma de nédulos ulcerados com

envolvimento linfatico [17].

2.1.2 Aspectos historicos

Benjamin Schenck, estudante de medicina no Hospital Johns Hopkins
(Baltimore), em 1898, publicou o primeiro caso clinico de esporotricose cutanea [17,20-
27], a partir de amostras coletadas do braco e da méo de um paciente [24,28]. No mesmo
periodo, o micologista Smith isolou e identificou o fungo causador da esporotricose,
sendo inicialmente identificado como Sporothricum [25,27,29]. O género Sporothrix,
como é conhecido atualmente, s6 foi classificado assim mais tarde, no ano 1900, por
Hektoen e Perkins, quando isolaram o fungo a partir de um exsudato das lesdes na pele
[23-26,29].

Em 1907, Lutz e Splendore [26,30], através da observacdo da doen¢a em humanos
e ratos, relataram a fase patogénica (levedurifome) e as formas linfocutanea e

extracutanea da doenga [20]. Em 1912, Beurmann e Gougerot foram os primeiros que
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relataram casos de esporotricose disseminada e que utilizaram o termo “fungo
oportunista” [23, 29]. O teste de reacdo intradérmica, primeiro método de diagnostico da
doenca, teve seu primeiro uso relatado em 1947 por Gonzéles-Ochoa e Soto-Figueroa
[24]. Anos mais tarde, em 1961, Howard confirmou a natureza dimorfica do micro-
organismo causador da esporotricose e, em 1979, Kwon-Chung analisou a
heterogeneidade das cepas de Sporothrix spp. quanto ao seu crescimento e a viruléncia
no modelo animal [27].

Inicialmente, acreditou-se que a esporotricose era causada por um unico
organismo, conhecido como S. schenckii [17], mas com o advento das ferramentas
genéticas e moleculares e maior conhecimento da doenca [20], observou-se o
envolvimento de diversas espécies, como S. brasiliensis, S. globosa, entre outros, sendo
entdo renomeado para Complexo S. schenckii ou S. schenckii sensu lato em 2006
[17,24,26,29,31]. A descri¢do dessas novas espécies com variado grau patogénico mudou
a visdo da esporotricose em relacdo a resposta imune do hospedeiro, aos aspectos
epidemioldgicos, de diagndstico e de tratamento ja que a variabilidade patogénica entre
essas espécies difere [20].

No ano 2000, o cenario da esporotricose no Brasil mudou quando a infec¢do por
S. brasiliensis, que é transmitida principalmente por gatos, através de arranhadura e
mordidas, foi observada no estado do Rio de Janeiro, uma importante zona de epidemia
da esporotricose felina [20,32,33], sendo considerada um problema de saude publica [32-
35]. Além do Rio de Janeiro, outros estados brasileiros tém reportado esporotricose felina,
como do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo [32,33]. Consequentemente, a epidemiologia
dessa infecgdo fangica tem mudado nas ultimas décadas, sendo caracterizada como uma
doenca predominantemente zoondtica [18]. Na Figura 2 encontra-se a linha do tempo com

0s aspectos histdricos relacionados a esporotricose.
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* Relato do * Nova * Relatos da * Primeiros  Primeiro relato * Andlise da  * Analise da * Esporotricose * Filogenia
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Figura 2. Linha do tempo com os aspectos histéricos da esporotricose.

Fonte: Autor.

2.1.3 Agentes etiologicos e taxonomia

Por muito tempo, S. schenckii (sensu lato) foi considerado o Unico agente
etiologico da esporotricose. Com maior conhecimento e advento de ferramentas
moleculares, observou-se que esta infeccdo fangica era adquirida por outras espécies de
fungo - que apresentavam variabilidade morfologica [26,27,29,36,37], diferengas na
distribuicdo geografica, frequéncia, nicho ecoldgico, suscetibilidade antifingica e
diferentes niveis de viruléncia -, compondo, como é conhecido atualmente, o Complexo
Sporothrix schenckii [19,23,25,36-38].

A partir de sequéncias de genes como quitina sintase, B-tubulina e calmodulina,
as espécies que compdem o complexo S. schenckii foram agrupadas em seis clados
(Figura 3): S. brasiliensis (Clade 1); S. schenckii (Clade IlI); S. globosa (Clade I11); S.
luriei (Clade 1V); S. mexicana (Clade V); S. pallida, também conhecida como S. albicans
(Clade VI) [29,39-41]. Além dessas, outras espécies ja foram descritas posteriormente,
como S. chilensis, S. stylites, S. humicola, S. lignivora, S. inflata, S. dimorphospora, S.
variecibatus e S. brunneoviolacea [28,29,37].
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Figura 3. Analise filogenética das espécies de Sporothrix sp. realizada por agrupamento vizinho (ITS1 + 5.8s + ITS2).

Fonte: Rodrigues et al. [33].

Espécies do complexo que ja foram reportadas como agentes da esporotricose em
humanos e animais, que possuem maior viruléncia e clinicamente mais relevantes séo S.
brasiliensis (espécie mais restrita ao Brasil e que estd relacionada com transmisséo
zoonotica através de arranhdo ou mordidas de animais infectados pelo fungo) [18-20,42-
44], S. schenckii sensu stricto (América, Asia e Africa) e S. globosa (Asia) (Figura 4)
[19,25,36,40,42,45]. As espécies S. luriei, S. mexicana, S. pallida (S. albicans) e S.
chilensis sdo cepas do ambiente, mas podem atuar como fungos oportunistas em

individuos imunocomprometidos [19].
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Figura 4. Distribuicéo global das espécies Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa e Sporothrix schenckii (clade Ila representa

isolados da América do Norte e do Sul; clade Ilb é restrito a América do Sul, principalmente Peru e Argentina).

Fonte: Chakrabarti et al. [27].

Todas as espécies do complexo sdo pertencentes a familia Ophiostomataceae,
ordem Ophiostomatales, classe Pyrenomycetes, divisdo Ascomycota [23,26-28,33,37], e
sdo encontradas na vegetacdo, excremento de animais e solos ricos em celulose com pH
entre 3,5 a 9,4, temperatura média de 31 °C e umidade relativa acima de 92%
[23,24,43,45]. Além disso, esses fungos possuem como caracteristica o dimorfismo,
sendo capazes de formar conidios na fase micelial ou saprofitica, desenvolvendo-se a 25
°C, e na fase levedurifome ou parasitica, desenvolvendo-se a 35-37 °C [19,20,23-
25,28,29,42]. Dessa forma, o fungo apos ser inoculado no ser humano apresenta-se na

forma leveduriforme [28,33].
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Na fase micelial ou saprofitica, encontram-se presente hifas hialinas septadas e
ramificadas com conidios (2 a 4 um) arranjados na forma da flor margarida no apice de
conidiéforos (Figura 5). Ja a forma leveduriforme ou parasitica é considerada pleomorfica

por apresentar células com variadas formas (ovais e/ou na forma de “charuto”) e tamanhos

(2,5a5 um) (Figura 5) [24,26,28].
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Figura 5. (A-B) Cultura de Sporothrix schenckii mostrando a variabilidade de coloragdo das col®nias
formadas. Cultivo em Agar Sabouraud Dextrose em 25 °C (A) e 28 °C (B). (C) Microscopia da fase

filamentosa de S. schenckii mostrando hifas septadas com conidiéforos com conidios na forma ovoide

arranjados na forma de “flor”. (D) Microscopia da fase leveduriforme de S. schenckii com células na forma

de “charuto” e aparéncia pleomoérfica com formagio de pseudo-hifa.

Fontes: adaptado de Aung et al. [25]; Bonifaz et al. [29].

2.1.4 Epidemiologia

Geografia
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A esporotricose possui distribuicdo mundial com algumas regiGes endémicas
[17,26,29,46,47]. E comum em &reas tropicais e subtropicais [17,25] com clima quente e
umidade favoraveis para o desenvolvimento fungico [24,46-48]. A incidéncia mundial
desta doenca ¢ desconhecida, mas sabe-se que Japdo, China, Australia, india, América do
Sul e Central sdo as regides onde essa infec¢do possui uma frequéncia maior [27,38,46]
(Figura 6).

Casos de esporotricose
relatados
B Alto
¥ Moderado
Baixo

Figura 6. Distribuicdo mundial da esporotricose.

Fonte: adaptado de Chakrabarti et al. [27].

Condicéao socioecondmica

J4

Esta micose subcutinea ¢ considerada uma “doenca tropical negligenciada”,
sendo mais prevalente em populacdes de baixa renda, com pouca voz politica, baixa
visibilidade [36,49] e com dificil acesso a servi¢os de salde [27], representando um
problema de salde em paises da América Latina [49]. Além disso, esta infec¢do ndo € de
notificacdo obrigatoria, o que dificulta determinar sua incidéncia [29,49].

Estudos epidemioldgicos realizados no Peru confirmam que a distribuicéo
conhecida da esporotricose no pais € em area onde a doenca tem sido, historicamente, um
problema de satde [49], visto que as areas endémicas sao caracterizadas por condi¢cdes
sanitarias e moradias precarias alem de pouco acesso aos servicos de saude, o que dificulta

a erradicacéo e o controle da doenga [45].
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Doenca ocupacional

Por ser tipicamente adquirida por inoculagdo traumatica em &reas rurais ou por
profissionais que lidam com plantas e no campo [17,18,28,38,46-48,50,51], a
esporotricose também é considerada uma doenca ocupacional [24]. Popularmente, é

conhecida como “doenca do jardineiro™ [18,28,38].

Em um estudo de investigacdo epidemioldgica realizado na Australia, todos o0s
pacientes que trabalhavam no campo, com contato direto com feno [52]. Uma das formas
de diminuir casos de esporotricose relacionados com a manipulagdo do feno, foi realizar
recomendacOes para os produtores e trabalhadores: usar roupas que protejam o0
manipulador (luvas e camisas de manga comprida); evitar o acondicionamento do produto
durante a estacdo das moncdes, ja que a chuva favorece uma umidade favoravel pro
desenvolvimento fungico; e, ainda, a inspecdo visual do feno para evitar vendé-lo

contaminado [52].

Zoonose

A transmissdo zoondtica tem sido reportada por mordidas de inseto, manipulagao
de peixes, mordidas de gatos, passaros, cachorros, ratos, répteis e cavalos [26,46]. A
incidéncia desse tipo de transmissdo vem aumentando, principalmente no Brasil [18,34],
onde casos tém sido relatados nos estados Rio de Janeiro (com maior nimero de casos
reportados), Rio Grande do Sul e Séo Paulo [31,32,34] (Figura 7).

Gatos tém sido uma problemaética por serem fonte de infecgdo e disseminacdo na
epidemia de esporotricose no Brasil, sendo 97% dos isolados identificados como S.
brasiliensis [15,18,20,26,32,34,46]. Os casos de esporotricose felina causados por S.
schenckii e S. globosa séo ocasionais e extremamente raros, respectivamente [22]. Devido
a epidemia que ocorreu a partir do ano 2000, o nimero de infec¢bes humanas por
esporotricose aumentou de 759 (1998) para mais de 4000 (2014) no Rio de Janeiro [36]
(Figura 8).

No caso dos cdes, a esporotricose é uma doenca mais esporadica,
aproximadamente 80% dos casos identificados sdo devidos o contato deles com gatos
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Figura 7. (A) Esporotricose felina pelo mundo com casos isolados ou pequenos surtos. Regido Sul do Brasil com

maiores casos de esporotricose felina causada por S. brasiliensis. Fora do Brasil, maioria dos casos de zoonose é

causado por S. schenckii. (B) Evolugéo da esporotricose felina no Brasil.

Fonte: adaptado de Gremido et al. [34].

[53]. Como os felinos sédo a chave e fonte de transmissdo dessa doenca, foi realizada uma

avaliacdo dessa populacdo em areas endémicas [34]. A transmissdo da esporotricose por

gatos tem sido documentada em casos isolados, como Austrdlia, Espanha, Japdo e

Alemanha, e em pequenos surtos na América e Asia [34] (Figura 7).
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Figura 8. Casos de esporotricose felina em humanos de 1998 a 2012 no estado do Rio de Janeiro.

Fonte: adaptado de Queiroz-Telles et al. [36].

Idade, género, fatores de risco

A esporotricose pode ocorrer em qualquer pessoa, independentemente da idade,
do género ou das comorbidades [24,27,51]. Dois tercos dos casos de esporotricose sdo
em jovens adultos, maioria entre 16 a 35 anos, e um ter¢co dos casos ocorre em criangas
entre 5 a 15 anos [29]. Habitos ocupacionais, recreacionais e aspectos culturais das

diferentes populagfes que aumentam o risco de infecgéo [27].

Em alguns estudos realizados no Peru, foi possivel verificar que a maioria das
pessoas acometidas por essa infec¢do € do sexo masculino, faixa etaria menor que 15
anos, e forma clinica mais comum é a linfocutanea, sendo o rosto a principal regido
acometida [49,54]. Essas caracteristicas variam de acordo com a regido devido as
diferentes culturas: na India e no Japéo, a esporotricose ¢ mais frequente em mulheres
devido seu maior envolvimento na agricultura [17,24]. No caso do Brasil, a maioria das
infecgOes por esporotricose ocorre em homens adultos que possuem contato frequente
com o solo devido a sua situacdo ocupacional [27]. Em relacdo a transmissdo zoondtica,

a prevaléncia € maior em mulheres do lar, com média de 39 anos [27,29].

As partes mais acometidas numa infeccdo por Sporothrix spp. sdo as mais
expostas devido a inoculagdo traumatica, principalmente as extremidades do corpo [46].

Os membros superiores sdo mais comumente afetados do que os membros inferiores [46].

Além disso, a esporotricose tem aumentado sua incidéncia em pacientes
imunodeprimidos, aparecendo como uma coinfeccdo em pacientes com virus da

imunodeficiéncia humana (HIV), por exemplo [15,48]. Nesses casos, a manifestacdo
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clinica mais comum € a disseminada devido a imunossupressao associada com o virus
[24,26,48].

Outros fatores de risco também sdo relatados além da atividade ocupacional:
alcoolismo, diabetes mellitus, neoplasias, doenga pulmonar obstrutiva crénica,

transplante de 6rgdos, uso de imunossupressores, entre outros [15,24].

2.1.5 Fatores de Viruléncia

Diferentes perfis de viruléncia sdo relatados em micro-organismos capazes de
sobreviver no ambiente [23]. Isso ocorre devido a diversidade encontrada decorrente do
polimorfismo genético e, consequentemente, surgimento de cepas resistentes aos
antifangicos utilizados na clinica [23]. Além disso, o entendimento desses fatores de
viruléncia também ¢é importante na diferenciacdo das espécies fangicas [19].
Aminopeptidase |, glucanase, Mn- superoxido dismutase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), 3-hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A liase (HMG-CoA),
acetil-CoA hidrolase, proteina de ligacdo a progesterona e biossintese de ramnolipideos
estdo todos envolvidos com a evasdo do sistema imune do hospedeiro e sdo expressas

diferentemente em S. brasiliensis quando comparado com S. schenckii [19].

O género Sporothrix, na literatura, possui relatos de diferentes moléculas e

mecanismos que agem como fatores de viruléncia [19], conforme descritos a seguir.

Dimorfismo fangico

Dimorfismo é a habilidade que alguns fungos exibem [29] na dualidade fenotipica
que ocorre a partir de um processo de diferenciagdo celular, que pode estar relacionado
com a patogenicidade [19]. Em resposta a um estimulo térmico e outras condi¢Bes
ambientais [23], h& a troca entre as fases leveduriforme e filamentosa de um fungo
[17,23]. Quando encontrado no ambiente, Sporothrix spp. cresce na forma filamentosa
(25 °C) e produz conidio que, quando transmitido aos humanos ou outro hospedeiro, é
capaz de se converter na forma de levedura (37 °C), conhecida como a fase patogénica,
responsavel por instalar a infecgéo [23].
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O dimorfismo estd muito relacionado com a adaptagdo do fungo com mudangas
que ocorrem no ambiente e, a forma leveduriforme, de aumentar sua viruléncia [23]. Uma
das explicagOes para o dimorfismo esta relacionada com a histidina quinase (SSDRK1)
[19,20,23], proteina que regula a expressdo de genes de viruléncia e patogenicidade in
vivo [19].

Termotolerancia

Esse fator de viruléncia esta diretamente relacionado com o dimorfismo, o qual é
essencial para a sobrevivéncia do fungo no hospedeiro [19]. Um isolado ambiental de
Sporothrix spp. que ndo se adapta a temperatura corporal do hospedeiro, ndo é capaz de

produzir infecgédo [19].

Melanina

Conhecida como “armadura do fungo”, a melanina ¢ um importante fator de
viruléncia para muitos fungos patogénicos [19,23]. O pigmento na célula fungica aumenta
a sobrevivéncia do micro-organismo no hospedeiro, uma vez que a célula se torna mais
resistente a processos de defesa do hospedeiro, como a fagocitose, morte pelos
macrofagos e neutrofilos [19,23,34]. Além disso, a melanizacdo também reduz a
suscetibilidade de degradacao enzimatica e protege o fungo contra toxicidade de metais
pesados, luz ultravioleta, radiacdo nuclear, temperaturas extremas e radicais livres de
oxigénio e nitrogénio [18,19,23], tendo acdo antioxidante ao prevenir a morte da célula
fungica pelo peroxido de hidrogénio [26]. Na area clinica, a melanina fungica é um
problema ao reduzir a suscetibilidade do fungo patogénico contra antiflngicos [23,34],

como anfotericina B [19].

As rotas de producdo de melanina pelo Sporothrix spp. sdo 1,8-di-hidroxi-
naftaleno e L-DOPA [19,23]. Porém, uma terceira rota foi observada nas espécies S.

brasiliensis, S. schenckii e S. globosa, conhecida como L-tirosina (piomelanina).

Vesiculas
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Varias vesiculas associadas a proteinas ja foram relatas em Sporothrix spp. [19].
A glucanase extracelular é uma proteina que se encontra na parede celular fingica
transportada por vesiculas, que induz lise de macréfagos e outras células do hospedeiro

devido a remodelacdo de sua superficie [19].

Parede celular fungica

Estrutura essencial para viabilidade e interagdo do micro-organismo com o
ambiente, ao proteger a célula das drasticas mudancas ao meio externo [23,24], além de
conter macromoléculas envolvidas na viruléncia de fungos patogénicos [20]. No tecido
do hospedeiro, a parede celular fingica protege o micro-organismo contra condicdes
agressivas [23], a exemplo do ergosterol [24], presente na membrana celular do fungo

que o protege contra morte oxidativa pelas células fagociticas do hospedeiro [17,23,34].

A parede do género Sporothrix € composta por glicanos, galactomananas,
ramnomananas, quitina, glicoproteinas, glicolipideos e melanina [20,23,25]. Os
glicoconjugados peptideoramnomanana (PRM) e peptideoramnogalactano, compostos
por manose, ramnose e galactose, também estdo presentes na parede celular de Sporothrix
spp. [26]. A PRM é uma molécula de estudo, uma vez que esta é reconhecida por
anticorpos 1gG presentes no soro e proteinas da matriz celular do hospedeiro quando
ocorre a infecgdo por Sporothrix spp. [26].

Outra molécula importante da parede celular fungica é a superéxido dismutase
[19,23]. Esta proteina contribui para o desenvolvimento e sobrevivéncia do patdgeno em

condicBes de estresse oxidativo, como quando fagocitado pelo macréfago [19,23].

Producéo enzimatica

Algumas proteases, como a proteinase I, possuem papel importante na interacéo
do fungo Sporothrix spp. com as células do hospedeiro, sendo associada com a habilidade
de invadir tecidos cutaneos [19,23]. Outras enzimas sdo relatadas na literatura para

Sporothrix spp.: Urease e DNases também contribuem para o dano no tecido do
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hospedeiro e sintomas clinicos [25]. No ambiente, a proteinase tem funcéo nutricional
[23]. Catalase, que estd envolvida na protecdo do fungo contra radicais livres;
nitrorredutase, que confere resisténcia ao fungo contra 0xido nitrico dentro dos fagocitos
[23].

Adesinas

Importante fator de viruléncia na patogenicidade dos fungos [19], sendo essencial
para a colonizacdo e estabelecimento da infeccdo [23]. No caso do Sporothrix spp., as
adesinas medeiam a ligagéo de leveduras na matriz da derme [19,25]. A principal adesina
relatada para Sporothrix spp. é a glicoproteina de 70 kDa, conhecida como Gp 70 [18], a
qual participa da adesdo do fungo na derme e na matriz subendotelial do hospedeiro
[23,25,26]. Essa proteina é fundamental na modulacao da resposta imune do hospedeiro
e é altamente imunogénica [18,19,26,44]. A alta expressdo dessa molécula é associada
com um perfil de menor viruléncia das cepas, 0 que resulta em uma resposta protetora
desse antigeno ao hospedeiro [23,26]. A presenca da Gp 70 ja foi confirmada nas espécies
S. schenckii, S. brasiliensis e S. globosa [44]. Outra glicoproteina estudada como fator de
viruléncia é a 60 kDa, a qual estabelece funcao de adesdo do fungo na matriz extracelular
[34].

Sideréforos

A capacidade de acumulo de ferro é crucial para a sobrevivéncia do fungo em
diferentes condicdes [23]. Sporothrix spp. é capaz de produzir seus préprios sideréforos
quando héa baixa disponibilidade de ferro [23]. Essas estruturas auxiliam o fungo na
captacdo de ferro no ambiente e no hospedeiro ao apresentarem acao de quelante [23].
Esse mecanismo pode estar envolvido na patogenicidade e sobrevivéncia do fungo

quando este e submetido a condi¢Bes de estresse no ambiente ou no hospedeiro [23].

Fatores de viruléncia estdo relacionados com os diferentes niveis de

patogenicidade encontradas nas espécies de Sporothrix: S. brasiliensis é a espécie mais
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patogénica, seguida por S. schenckii, quando comparada com S. albicans, S. globosa e S.
mexicana [15], isso porque S. brasiliensis expressa mais fatores de viruléncia, como
urease e melanina [15,18], e sdo mais suscetiveis a causar doenca disseminada [15]. O
aumento da viruléncia de S. brasiliensis tambeém est4 relacionado com a sua resisténcia
contra estresse oxidativo no hospedeiro, o que explicaria sua maior carga fungica, ser
mais invasivo e resultar danos extensos nos tecidos do hospedeiro quando comparado
com outras espécies do complexo [34]. Nao obstante, células mononucleares do sangue
periférico humano reconhece diferentemente S. schenckii e S. brasiliensis, o que
explicaria também a maior patogenicidade de S. brasiliensis: S. schenckii estimularia
maiores niveis de citocinas pré-inflamatorias e S. brasiliensis maiores niveis de 1L-10
[15].

2.1.6 Manifestacdes Clinicas

A esporotricose, em humanos, pode-se apresentar como micose aguda e cronica
[18] com variadas manifestagdes clinicas [23]. Ainda ndo é conhecido o periodo exato de
incubacdo dessa infeccdo fungica, mas oscila de alguns dias a alguns meses para o

desenvolvimento de sintomas [28,46,51], geralmente, em média, trés semanas [46,55].

Basicamente, a esporotricose é dividida em duas categorias [15]: forma clinica
cuténea (linfocutanea, cutanea fixa e cutanea disseminada ou multifocal) e extracutanea
[29,36,46,47].

Linfocutanea

Lesdo mais comum de ser desenvolvida pela esporotricose, variando entre 70-80%
dos casos de lesdo cutanea [18,23,35,47,56]. Primeiramente, a pele e o sistema linfatico
que sdo acometidos [46,57] a partir do aparecimento de um nddulo papular pequeno e
endurecido [46,55], que pode ulcerar (cancro esporotricético) [28,46], no sitio da
inoculacdo traumatica, com progressivo aumento [46]. N&o causa sintomas sistémicos e,
com o decorrer do tempo, ha& o aparecimento de multiplas lesdes com nodulos similares
no decorrer dos vasos linfaticos (padréo esporotricoide) [23,28,35,43,46,51,55], com ou

sem a presenca de adenopatia satélite transitoria [28,46].
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As lesBes secundarias que surgem pelos vasos linfaticos possuem morfologia
variada, como papulas eritematosas, nddulos ou, na fase cronica, placas com superficie
lisa ou verrucosa, que podem amolecer ou ulcerar [24,29,46,51]. Na forma linfocutanea
(Figura 9), as areas mais afetadas, geralmente, sdo as extremidades [24,46], como as
maos, pés, pernas e face [28]. A maioria dos casos € assintomética [46,55,58], mas pode

tornar-se dolorida, com prurido, além de ocorrer febre ou calafrios [35,40,46].

Figura 9. (A-H) Apresentacdo clinica da forma linfocutanea da esporotricose.

Fonte: adaptado de Conceicao-Silva et al [18]; Gaviria-Giraldo et al [24]; Rasamoelina et al [28]; Govender et al [40];
Carrasco-Zuber et al [43]; Mahajan et al [46].

Cutanea fixa

Este tipo de esporotricose é tipico das areas endémicas [43], e representa em torno
de 20-30% dos casos de esporotricose [24,56]. A forma cuténea fixa (Figura 10) é

caracterizada por ser localizada no sitio de inoculagdo [18,23,29,43,46,55], sem
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envolvimento linfatico [23,35,55]. A area da face é a mais afetada nessa forma clinica
quando comparada com a linfocutanea [24,46], podendo ter a presenca de lesdes satélites
[24]. O pescocgo e o tronco também sdo regides comuns de serem acometidas nesse tipo
de manifestagéo da esporotricose [28].

Essas lesdes sdo assintomaticas, eritematosas, com papulas, papulopustulas,
nodulos ou placas verrucosas [24,29,46], halo violaceo [29] e, ocasionalmente, presenca
de Ulcera ou pequenos abcessos que ndao melhoram com o passar do tempo [46].
Hospedeiros ditos como resistentes ao agente etiologico da esporotricose, com lesdes
minimas e boas respostas ao tratamento, geralmente desencadeiam a forma clinica

cuténea fixa [46].

Figura 10. (A-C) Apresentacdo clinica da forma cuténea fixa da esporotricose.

Fonte: adaptado de Conceicéo-Silva et al [18]; Mahajan et al [46].

Cutanea disseminada ou multifocal

Manifestacdo rara de ocorrer, sendo a maioria dos pacientes imunocomprometidos
[29]. Geralmente, o hospedeiro apresenta trés ou mais lesGes em diferentes sitios
anatémicos [15,46,55] com multiplas implantagcfes traumaticas do fungo ou, com menos
frequéncia, propagacdo hematogénica em individuos que, aparentemente, ndo possuem
fatores de predisposi¢do para imunossupressao [23,29,46].

Esta forma clinica é caracterizada por nddulos ulcerados e placas verrucosas,
podendo afetar mucosas (boca, glande do pénis, faringe), ossos, articulacbes [29] e,
possivelmente, ocorrendo envolvimento osteoarticular [15,55]. Esporotricose

disseminada (Figura 11) pode acometer outras areas, como figado, coracdo (endocardite),
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genitélia, seios nasais (sinusite) e rim, muitas vezes sendo identificado apenas na

necropsia [29].

Figura 11. Apresentacdo clinica da forma cutinea disseminada da
esporotricose associada ao alcoolismo.

Fonte: adaptado de Bonifaz et al [29].

Extracutanea

Dentre todas as lesGes possiveis da esporotricose, a forma extracutanea, também
conhecida como sistémica, € a mais rara de ocorrer e esta diretamente ligada com a
imunossupressao [23,28,29,31,36,46,55,57] sendo mais frequente em pacientes
alcoolatras, diabéticos, usuarios de corticoesteroides ou imunossupressores, entre outros
[46]. Para pacientes HIV positivos, a esporotricose é considerada uma micose emergente
[55]. Basicamente, a esporotricose extracutanea ocorre por propagacdo hematogénica
[16,46,55] a partir do sitio primario da inoculacao traumatica ou por doenca pulmonaria

existente em pacientes imunocomprometidos [15,35,36,46].

As manifestagdes mais usuais para a forma extracutanea sdo sinusite, doenca
pulmonar, ocular, sistema nervoso central, meningite e endoftalmite [46,58,59].

Esporotricose ocular é raramente descrita, porém ha relatos na literatura sobre
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esporotricose causando dacriocistite aguda, com presenca de fistula e podendo tornar-se
crénica [60]. Para individuos imunocomprometidos e imunocompetentes, esporotricose
osteoarticular é a manifestacdo mais comum [15,28,43,46,61] e, geralmente, comeca
como uma doenga monoarticular sem acometimento sistémico [46]. Nesses casos ha dor,

e pode ocorrer comprometimento funcional em casos nao tratados [46].

Doenca pulmonar a partir da inalacao de conidios é incomum [16,23,28,43,46,62]
e é caracterizada por tosse, febre baixa, perda de peso, fibrose, cavitacdo parecida com
tuberculose [25,43,46,62] e, raramente, hemoptise macica [46]. Pacientes
imunodeprimidos, particularmente individuos com HIV, podem desenvolver
esporotricose pulmonar metastatica [43]. Além disso, ha relatos de esporotricose com
envolvimento no sistema nervoso central, com sintomas de meningite, confusdo mental,

dores de cabega, febre, vomitos, meningoencefalite e hidrocefalia [29,46].

Pacientes brasileiros com esporotricose possuem um quadro clinico variado, como
presenca de eritema multiforme, lesGes cutaneas disseminadas e formas atipicas [46].
Essas diferentes manifestacGes clinicas sdo atribuidas pelas formas de inoculagdo (como
tamanho e profundidade), pela imunidade do hospedeiro, pela viruléncia do fungo e,

apesar de ainda ndo bem compreendido, pela termotolerancia do fungo [24,27,29,46].

2.1.7 Diagnostico

O diagnostico da esporotricose é realizado através da anamnese do paciente, sinais
clinicos, exames histopatoldgicos e culturas positivas [57]. Outras ferramentas podem
auxiliar nessa etapa, porém a mais relevante € o isolamento do agente etiolégico a partir

de espécimes clinicos [15] e na cultura fangica [51].

Os sinais clinicos da esporotricose sao variados, logo, é necessario um diagnostico
diferencial, principalmente para histoplasmose, fungemia [29], tuberculose cutanea,
leishmaniose cuténea, nocardiose, cromoblastomicose, blastomicose,

paracoccidioidomicose e micobactéria atipica [46].

Exame micoldgico direto
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Exame micoldgico direto utiliza o hidréxido de potassio (KOH) em pus obtido de
nodulos [43,46], porém a positividade nesse tipo de analise € baixa devido a baixa carga
de elementos fungicos (pequenas leveduras esfericas ou alongadas no formato de
“charuto” [28,29]) na maioria das amostras clinicas [16], principalmente nas formas
linfocutdnea e cutanea fixa [20,29,43,56]. A observacgédo de leveduras ocorre apenas em
uma pequena porcentagem de casos (5-10%) e geralmente nas formas cuténea
disseminada e na esporotricose pulmonar [29]. Hospedeiros imunocomprometidos podem
representar uma maior sensibilidade no exame direto, especialmente pacientes HIV
positivos com baixa contagem de células CD4, visto que a carga flngica nesse grupo é
alta [15].

Coloraces do tipo Gram, Giemsa, acido periodico de Schiff (PAS) e Grocott-
Gomori podem ser utilizadas com sucesso nas formas clinicas disseminadas [20,28,29] e
extracutanea [46]. No Gram, é possivel visualizar a forma parasitica proxima de células
polimorfonucleares ou multinucleadas [56]. No PAS, é possivel analisar leveduras
alongadas [56]. Ao inves de colorac@es, pode-se utilizar a técnica de imunofluorescéncia
direta [29,56], uma ferramenta com alta sensibilidade para diagndsticos, mas em paises
subdesenvolvidos ndo é usada na rotina [56]. E importante salientar que o exame direto

ndo permite a diferenciacdo das espécies de Sporothrix spp. [20].

Exame micoldgico cultural

O padrdo ouro para diagnosticar esporotricose é baseado no exame cultural
convencional dos espécimes clinicos a partir de lesdes ativas, pus, secre¢des ou biopsias
[16,36,38,46,56]. Por ndo ser considerado um colonizador natural, amostras clinicas
positivas para Sporothrix spp. sdo consideradas diagnostico [16]. As amostras sdo
cultivadas em &gar Sabouraud (AS) com antibiotico [20,28,29,43], agar sangue e agar
Brain Heart Infusion (BHI) [15], podendo ser realizado testes adicionais, tais como
ensaios de suscetibilidade aos antifungicos [25] e caracterizacdo fenotipica, que €
compartilhada por varias espécies ambientais de Sporothrix spp. [20]. Na prética,
Sporothrix spp. € identificado pelas caracteristicas morfoldgicas das colbnias, aparéncia
microscépica (principalmente quando ha alta carga fangica [36]) e analise da presenca de
dimorfismo [46].
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O cultivo das amostras em AS entre 25 a 28 °C geralmente é rapido, de 5 a 8 dias,
porém séo necessarias duas semanas [20] para a identificacdo do fungo e confirmacéo do
diagnostico [25,29,43,46] e, em alguns casos, pode ser necessaria a observagdo por um
més antes do diagnéstico negativo e descarte da cultura [15,20,36]. Coldnias
caracteristicas sdo, inicialmente, brancas amareladas, cremosas e brilhantes, e com o
passar dos dias acabam ficando branco bege, com pigmento escuro no centro e radiada
[28,43,56]. Microscopicamente, apresenta o desenvolvimento de hifas finas e ramificadas
(1-2 pm) com conidiéforos eretos com numerosos conidios unicelulares hialinos,
dispostos no formato de flor de margarida [28,29,46,50,56]. Numerosos conidios sésseis,
amarronzados, globosos ou triangulares, sdo observados ao longo de hifas indiferenciadas
[20].

A demonstracdo do dimorfismo é importante para confirmar o suposto agente
etiologico [20,25], e pode ser analisada em agar sangue, agar chocolate ou agar BHI a 37
°C para observacao da forma levedurifome [28,29,46,56], com células que variam de 2,5-
5,0 x 3,5-6,5 um de tamanho [28]. Para observacao da forma filamentosa, pode-se incubar

a cultura em temperatura ambiente [15].

Para diferenciacdo de espécies clinicamente relevantes, as caracteristicas
morfoldgicas sdo insuficientes [15,20]. O diagndstico morfologico completo é finalizado

pela técnica molecular dos espéecimes clinicos ou das coldnias cultivadas [28].

Biologia molecular

Ferramentas moleculares sdo necessarias para a identificacdo definitiva das
espécies cripticas [15,20,40]. O diagnostico molecular é uma etapa chave no manejo do
tratamento do paciente e, no ponto de vista epidemioldgico. Também auxilia no
reconhecimento e controle de surtos decorrentes de especies distintas de Sporothrix spp.
[20,26].

A técnica de reacdo da cadeira de polimerase (PCR) pode ser utilizada em tecidos
provenientes de bidpsia para rapido diagnostico [57] a partir da amplificacdo de regifes
genéticas especificas, com o objetivo de identificar o patégeno [17,25,29,43,46,56].
Testes imunoenzimaticos, como ELISA e Western blot, apresentaram bastante acuracia e

pouca reatividade cruzada para detectar variadas formas clinicas de esporotricose [36].
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A abordagem molecular € um bom método de diagndstico e progndstico [29], e é
atil para as formas clinicas cutaneas, sistémicas e atipicas ou quando nédo ha lesdo visivel
paraa identificacdo da presenca do patogeno [56]. Uma maneira é a utilizacdo do antigeno
para esporotricose: SSCBF (Sporothrix schenckii Con A-Binding Fraction) se liga aos
anticorpos 1gG e podem ser detectados na pele, no soro e em outros fluidos com alta
sensibilidade e especificidade (90 e 80%, respectivamente) [29,56]. Essa analise pode ser
utilizada para monitoramento do tratamento da infeccao, pois possui alta correlacdo com

a clinica [56].

Exame histopatol6gico

E rara a identificacdo do fungo na analise histopatolégica devido & baixa carga
fangica obtida de bidpsias [56]. Sao realizadas duas biopsias de puncao ou, dependendo
do caso, € realizada uma s6 e dividida em duas partes: um fragmento € destinado para
analise histopatoldgica e outro para o cultivo do fungo [56]. Como ha dificuldade em ver
as estruturas fungicas no tecido, um minimo de 20 cortes seriados de blocos de parafina

é recomendado [56].

Coloragbes do tipo PAS e Gomori-Grocott sdo obrigatorias para analise
histopatoldgica, e podem ser observados corpos asteroides (Figura 12) (15-35 um de
diametro) [15,25,28,56], que sdo encontrados entre 40-85% dos casos de esporotricose
crénica, principalmente na forma cutanea fixa [15,56], ou formas pleomorficas do fungo
[25].

Para observar corpos asteroides, também conhecido como o fenémeno Splendore-
Hoeppli [17,28,29,43,50,56], uma técnica foi descrita onde os exsudatos das lesdes séo
colocados em uma superficie com solucdo salina e uma gota de solucéo de formaldeido
10% [56]. Apos isso, é observado ao microscépio a presenca de leveduras cercadas por
material eosinofilico do hospedeiro [43,46,56]. Devido a alta sensibilidade
(aproximadamente 93,75%), essa técnica permite o diagnostico e o tratamento precoces
[56]. Esse tipo de estrutura € mais visivel em cortes histoldgicos, mas s@o raros pela
dificuldade de observacdo [28]. Corpos asteroides extracelulares sdo mais caracteristicos
de esporotricose [43] e sdo mais faceis de serem encontrados em casos de doenca

disseminada ou visceral [43].
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Figura 12. Corpo asteroide cercado por neutrdfilos em um
corte histopatolégico corado com PAS.

Fonte: adaptado de Arenas et al [56].

Métodos soroldgicos, imunologicos e teste esporotriquina

Métodos soroldgicos com diferentes antigenos para detectar anticorpos
circulantes sdo mais acurados no diagnostico de esporotricose em humanos e espécimes
clinicos [16,25,26,38], principalmente grupos especiais, como pacientes HIV positivos,
pediatricos ou para aqueles que a infeccdo possui uma diversidade clinica como a artrite
[26]. Especificidade e sensibilidade dos testes variam de acordo com a detecgdo do
anticorpo, antigeno empregado e fase de crescimento do fungo (se micelial ou
leveduriforme) [25]. Teste na pele da esporotriquina [16,17,25,28,46] é uma reacdo
intradérmica que pode auxiliar no diagndstico dos casos de esporotricose linfocutanea e
cutanea fixa [29]. Outros métodos utilizados na deteccdo de anticorpos em pacientes
infectados também foram descritos, com niveis diferentes de sensibilidade, especificidade
e reagOes cruzadas [28].

Alguns testes imunoldgicos ainda ndo sdo aceitos em alguns lugares da Unido
Europeia e nos Estados Unidos devido a falta de padronizacdo [56]. Porém, em outros
paises, como o México, sdo ferramentas Uteis para informar sobre o sistema imune do
paciente, principalmente a imunidade celular, e para compor dados epidemiolégicos [56].
Além disso, os testes imunologicos ajudam a compreender melhor a hipersensibilidade
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contra o fungo, e podem ser utilizados em ambas as formas da esporotricose, cutanea e
extracutanea [56]. Atualmente, o Unico teste imunologico comercialmente disponivel

para esporotricose é a técnica de aglutinacdo em latex [15].

Exames de imagem

Dependendo da forma clinica e do érgdo acometido, 0s exames de imagem podem
auxiliar no diagnostico, como radiografia do peito em casos de manifestacdo da

esporotricose pulmonar e osteoarticular [16,46].

2.1.8 Tratamento

A resolugdo esponténea da esporotricose € rara, sendo necessaria a realizagdo de
um tratamento na maioria dos casos [24,25], o qual ira depender de vérios fatores, como
manifestagdes clinicas, sistema imune do hospedeiro e a espécie causadora da doenca
[19]. Devido as diferencas na suscetibilidade aos antifingicos entre as espécies, o longo
periodo de tratamento, o alto custo, os efeitos colaterais, entre outros, terapias
alternativas, como termoterapia e excisao cirdrgica [63], sdo recomendadas para tratar
infecgOes por Sporothrix spp. [19]. A terapia convencional para esporotricose pode ser

visualizada na Tabela 1.

O itraconazol (ITZ) é o farmaco de escolha no tratamento da maioria dos pacientes
com esporotricose [17,35,57,64], sendo utilizado para todas as formas da doenca [36].
Para as formas linfocutanea e cutanea fixa, recomenda-se o uso de ITZ por 3 a 6 meses
[15,24,29,43]. Em casos especificos, quando a imunossupressdo ainda é mantida, um
periodo maior de tratamento é necessario [15]. O ITZ é contraindicado para mulheres

gravidas ou no periodo de lactacdo [38,43].

Solucdo saturada de iodeto de potassio (KI) também se mostra efetiva para formas
de esporotricose ndo severas [15,50] com resposta imune celular adequada, com resultado
positivo para o teste de esporotriquina [35], mas € facil a inducdo de efeitos
gastrointestinais [64]. Devido ao seu baixo custo, ainda é tratamento de escolha em alguns
paises que possuem recursos limitados [28,38,57], como Peru [38]. Antes da introducéo
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dos azdlicos em 1990, KI era o tratamento de escolha para esporotricose [17]. E um
farmaco barato e, na sua grande maioria, bem tolerado [28]. KI modula o sistema imune,
porém seu mecanismo ainda ndo é bem explicado [43]. A cura da forma linfocutanea ao
usar Kl varia de 2 a 3 meses, e para esporotricose extracutanea Kl ndo se mostra efetivo

[28]. KI é contraindicado para mulheres gravidas ou no periodo de lactacdo [38,43].

A terbinafina (TRB) é utilizada se o tratamento com ITZ for contraindicado [15],
sendo uma opgdo efetiva para esporotricose [35,57]. Para 0s casos de esporotricose

cuténea é necessario realizar o tratamento por um periodo de 3 a 6 meses [43].

O fluconazol (FCZ) é utilizado apenas se o paciente ndo tolera os farmacos

descritos anteriormente [24]. O periodo de tratamento com FCZ varia de 3 a 6 meses [43].

Anfotericina B (AMB) é utilizada em casos de esporotricose disseminada,
sisttmica, pulmonaria, osteoarticular [19] e meningite [36]. Nesses casos, 0 paciente
inicia AMB até obter melhora clinica para, entdo, trocar o tratamento para 1TZ [15,25,29].
No caso de mulheres gravidas (com 12 semanas ou mais de gestacdo) com esporotricose
grave, como formas disseminadas, pulmonares e presenca de imunossupressdo,
recomenda-se 0 uso de AMB [17,24,38].

Em relacdo as terapias alternativas, tém-se como opcles a termoterapia e
criocirurgia [35]. A termoterapia age a partir da aplicacdo de calor (42 a 43 °C) nas les0es,
de uma a trés vezes por dia, com um total de 40 a 60 minutos a sesséo, por dois a trés
meses [43], até resolucdo das lesdes [29]. A cirurgia envolve a remocgdo da lesdo e
apresenta importancia em alguns casos, como nas formas osteoarticular [43]. Ambas as
opcOes sdo consideradas como terapias complementares em situac@es especificas, como

em casos de gravidez, interagcdo medicamentosa, entre outros [35].

Estuda-se formulacdo de vacinas para prevenir infeccbes de esporotricose e
controlar a carga fungica [19,34]. Anticorpos monoclonais que reconhecem Gp 70 e Gp
60 no soro de pacientes sdo candidatos a vacinas para reduzir a transmissao dos agentes
etiologicos da esporotricose [34]. A participacdo de proteinas presentes na parede celular
de Sporothrix spp. pode gerar respostas imunes no hospedeiro, podendo ser uma

alternativa para obtencéo de efeito imunoprotetor [19].
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Tabela 1. Tratamento para esporotricose recomendado pela Sociedade de Doencas

Infecciosas da América.

Manifestacdo

clinica

Tratamento de

escolha [dose]

Tratamento

alternativo

Comentdérios

Esporotricose

ITZ [200 mg/dia]

ITZ [200 mg, b.i.d];

Tratar por 2 a 4

linfocutanea ou TRB [500 mg, semanas apos
b.i.d]; ou KI com resolucdo das
aumento de dose; lesdes.
ou FCZ [400-800
mg/dia]; ou
hipertermia local

Osteoarticular ITZ[200 mg, b.i.d] AMB lipidica [3-5 Trocar para ITZ

mg/kg/dia]; ou
AMB desoxicolato
[0,7-1 mg/kg/dia]

apos obter resposta
favoravel com
AMB,; tratar por um
periodo de, no

minimo, 12 meses.

Pulmonar

Meningite

AMB lipidica [3-5
mg/kg/dia] e apds
ITZ [200 mg, b.i.d];
ou ITZ [200 mg,
b.i.d]

AMB lipidica [3-5
mg/kg/dia] e apos
ITZ [200 mg, b.i.d]

AMB desoxicolato
[0,7-1 mg/kg/dia] e
apos ITZ [200 mg,
b.i.d]; ou remocéo

cirdrgica

AMB desoxicolato
[0,7-1 mg/kg/dia] e
apos ITZ [200 mg,
b.i.d]

Tratar doenca

Severa com

formulacio AMB

sequido de ITZ;
tratar doenca menos
severa com ITZ;

tratar  por um
periodo de, no
minimo, 12 meses.
Duracédo de terapia
com AMB ainda
ndo estabelecida,
mas recomenda-se,
pelo menos, 4 a 6
semanas; tratar por

um periodo total de
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12 meses; pode

exigir  supressao
com ITZ a longo

prazo.

Disseminada

Mulheres gravidas

AMB lipidica [3-5
mg/kg/dia] e apds
ITZ [200 mg, b.i.d]

AMB lipidica [3-5
mg/kg/dia] ou

AMB desoxicolato
[0,7-1 mg/kg/dia] e
apos ITZ [200 mg,
b.i.d]

Terapia com AMB
deve ser utilizada
até  melhora do
paciente; tratar por
um periodo total de
12 meses; pode
exigir  supressao
com ITZ a longo
prazo.

E preferivel

aguardar até ap6s o

AMB desoxicolato parto para tratar
[0,7-1 mg/kg/dia] formas de
para esporotricose esporotricose  ndo
severa; hipertermia fatais.
local para doenca
cuténea

Criangas ITZ [6-10 KI com aumento Tratar formas
mg/kg/dia; madximo gradual da dose severas da

de 400 mg/dia] para

doenca branda;
AMB desoxicolato
[0,7 mg/kg/dia]

para doenga Severa

para doenca branda

esporotricose  com
formulacao de
AMB seguido de
ITZ.

b.i.d, duas vezes por dia; ITZ, itraconazol; TRB, terbinafina; Kl, solu¢éo saturada de iodeto de

potassio; FCZ, fluconazol; AMB, anfotericina B.

Fonte: adaptado de Kauffman et al [65].
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2.1.9 Ensaio de suscetibilidade aos antifungicos

Os estudos que realizaram o teste de atividade antifungica baseado no protocolo
para fungos filamentosos M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
de 2008 [66] foram selecionados para analise do ensaio de suscetibilidade dos isolados
de Sporothrix spp. a antifungicos.

Realizar testes de suscetibilidade aos antifingicos em Sporothrix spp. pode
auxiliar na identificacao de cepas multirresistentes aos antifingicos, aléem de melhorar a
capacidade de ajustes terapéuticos e reducdo de recorréncia [67].

Como ainda ndo existem pontos de corte estabelecidos para Sporothrix spp., 0
documento M38-A2 [66] sugere que, para questdes analiticas e comparativas, isolados
que possuem uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ou Concentracdo Efetiva
Minima (CEM) > 4 pg/mL séo resistentes; 2 pg/mL sdo intermediarios; < 1 pg/mL s&o
suscetiveis para ITZ, AMB, voriconazol (VRZ), posaconazol (PSZ) e caspofungina
(CAS). Importante lembrar que ainda ndo ha estudos que correlacionem resultados
CIM/CEM obtidos in vitro com o resultado na clinica in vivo [66].

Na Tabela 2 encontram-se os estudos incluidos na analise, com as respectivas
espécies e antifungicos testados, os tamanhos amostrais, as CIM ou CEM obtidas e o tipo

de distribuicéo utilizada.
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Tabela 2. Concentrages inibitorias minimas (CIM) e concentragfes efetivas minimas (CEM) de antifngicos contra espécies de Sporothrix spp.

descritos nos 23 estudos encontrados na literatura até marco de 2019 que utilizaram o protocolo para fungos filamentosos M38-A2 do CLSI.

CIM / CEM (ug/mL)

Isolados n Distribuicéo Referéncia
TRB VRZ Kl pPSz KTz 1TZ AMB FCz MCz 5-FC CAS ANI MFG
S. pallida / S. albicans
1 8 4 >16 >256 >256 4 1 2 73
1 0,25 78 0,13 >16 4 68
1 0,25 8 4 >128 69
1 0,125 4 4 32 1 128 8 32 70
S. schenckii
37 Min-Méax 0,03-,025 1-16 0,06-2 0,06-1 0,03-2 16-128 0,5-4 8-32 70
2 Min-Méax >16 0,5-1 0,5->16 0,25 32-64 >16 71
22 Min-Méx 0,01-0,5 0,03-1 0,06-2 0,5-2 32->128 72
39 Min-Méax 4->16 0,06->16 0,25->16 1->16 >64 6->64 2->16 67
4 Min-Méax 0,03-0,12 0,5-1 1-8 4-8 74
38 Min-Méx 0,06-1 0,5-8 0,5-8 0,125-2 0,54 64->64 05-8 0258 0,58 75
1 1 250 2 1 >64 68
5 Min-Méax 0,13-1 16->16 0,25-2 1-8 64->64 76
36 Min-Méax 0,03-0,25  1-16 0,06-2 0,03-1 69
10 Min-Max 0,03-0,25 0,125-1 0,06-1 7
9 Min-Méax 8->16 0,5->16 1-4 32->128 0,03-1 0,12->128 0,12-1 78
1 0,25 >16 2 4 16 8 >64 79
2 Min-Méx 0,03-0,12 0,252  0,25-16 32-64 80
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S. brasiliensis

S. luriei

S. globosa

25
13

13
22
35
48
335
25

32

10

13
16
38

Min-Max
Min-Max

Min-Méax
Min-Méax
Min-Max
Min-Méax
Min-Max
Min-Méax

Min-Méax
Min-Méax
Média
Min-Méax
Min-Méax

Min-Méax
Min-Méax
Min-Méax
Min-Méax
Min-Méax

0,06-0,5 8-16
0,25 8
0,01-0,25
2->16
0,0156-4
2-64
0,015-1
0,03-0,12 2->16
0,25 8
0,03-0,06
0,06
0,1 6,15
0,13-0,5 8-16
8->16
0,25 2
1
2-8
0,25-0,5 0,5-4
0,06-1
8->16
0,25 16

31,25

31,25->500

0,13-1

0,5-2

0,06-2
0,5-1

0,7
0,25-2

0,5-16
0,5

0,13-4

0,5
0,12-0,5

0,0312-2
0,03-2
0,5-2
0,5
0,5
0,25-0,5

0,13-2
0,0625-1

2

0,06->16

0,13-2

0,25
0,06-2
0,25-4
0,25-8

0,125-2
0,06-16
1-2
0,25
1
0,5

2,55
0,25-2
0,25-2

32

0,5->16

0,06-1
0,5-1
0,5-1

05-4

0,5
0,5-2
1-8
0,125-8
0,125-4
0,12-8
0,5-4

0,5-4
0,25-1

128-256

64

32->128

>64

62,5-500

128
64->64

64
>64

>64
128

0,5->64
>128

0,03-0,5

8-128

64->64

64-128

>64
16-128

0,5-4

16

>16

0,25-32

>16

32

8->16

0,12->16

81
82

70
72
67
83
84
85
86
69
74
53
87
82
71

70
68

67
82
81
68
78
69
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2 Min-Méax 1-2 16 4-8 4-8 16 88
4 Min-Méax 1-2 4->16 1->16 4-8 32->64 76
2 Min-Méax >16 0,5 1-2 0,5 16-32 >16 71

4 Min-Max 16->16 0,5-2 0,5-1 1-8 32->64 >16 71
13 Min-Max 0,01-0,5 0,03-1 0,03-2 0,5-4  32->128 72
3 Min-Max 1->16 1->16 2->16 8->16 >64 >64 8->16 67
1 8 62,5 4 8 >64 68
1 0,25 16 4 32 69
1 2 62,5 1 1 4 68
1 2 31,25 0,06 8 >64 68
1 0,06 31,25 1 0,25 >64 68
1 0,06 31,25 1 1 4 68
1 1 62,5 >16 8 1 68
1 1 - 2565 4 4 1 68

TRB, terbinafina; VRZ, voriconazol; Kl, iodeto de potassio; PSZ, posaconazol; KTZ, cetoconazol; 1TZ, itraconazol; AMB, anfotericina B; FCZ, fluconazol;

MCZ, miconazol; 5-FC, flucitosina; CAS, caspofungina; ANI, anidulafungina; MFG, micafungina.
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As CIM dos antifungicos mais baixos sugerem melhor atividade em rela¢do a cepa
analisada [66]. Ao analisar os estudos incluidos e os dados obtidos na tabela 2, pode-se
observar que:

- ITZ, AMB e FCZ foram os antifungicos mais avaliados nos estudos. Das 12
espécies de Sporothrix spp. analisadas, todas foram avaliadas para esses antifingicos;

- ITZ e AMB obtiveram amostras sensiveis, intermediarias e resistentes a eles.
Oito e nove espécies de Sporothrix spp. mostraram resisténcia para ITZ e AMB,
respectivamente: S. albicans, S, schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S.
lignivora e S. dimorphospora e S. luriei (para ambos os farmacos); Apenas S. humicola
mostrou-se resistente para AMB;

- Todas as amostras avaliadas para TRB mostraram CIM baixos, com apenas dois
estudos com espécies resistentes a esse antifungico: S. mexicana [68] e S. brasiliensis
[83]. De todos os antifungicos testados, TRB foi a que obteve melhores resultados para
os isolados de Sporothrix spp.;

- Altas CIM para FCZ foram encontradas (8/12; CIM > 64 ug/mL);

- Voriconazol (VRZ) ndo foi analisado em todos os estudos, porém CIM > 4
pug/mL foram encontradas quando esse foi analisado para S. albicans, S. schenckii, S.
brasiliensis, S. globosa e S. mexicana;

- Miconazol (MC2Z2) e KI foram pouco testados e ndo possuem sugestdes de ponto
de corte;

- Flucitosina (5-FC) foi pouco testada e possui baixa atividade para os isolados
testados;

- Caspofungina (CAS) foi a equinocandina mais testada para Sporothrix spp. CAS
ndo foi analisada em todas as espécies, mas foi observada resisténcia a este antifungico
nas que foram avaliadas;

- Anidulafungina (ANI) e micafungina (MFG) séo da classe das equinocandinas
e foram pouco avaliadas. Isolados testados a estes antifingicos mostraram respostas

variaveis de suscetibilidade.

2.2 Relagéo do ferro com fungos patogénicos

Ferro € um elemento essencial para todos 0s organismos vivos [89-94], sendo um

componente-chave em muitos processos metabdlicos [90,95], tais como transporte de
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oxigénio, estoque de moléculas, catalisador de reac@es, entre outros [90,96-101]. Apesar
de essencial, o ferro apresenta toxicidade [90,91] em sistemas biologicos e prejudicial

quando presente em altas quantidades [90,101].

A competicdo pelo ferro entre hospedeiro e patdgeno durante infeccdo é critico
para 0 micro-organismo obter sucesso no estabelecimento da infeccdo [100,102]. O
sistema imune inato do hospedeiro diminui a disponibilidade de ferro livre a fim de limitar
0 crescimento do micro-organismo [94,100,102], estratégia defensiva conhecida como
imunidade nutricional [98,100,103,104]. Estudo anterior realizado com Aspergillus
fumigatus analisou a capacidade do fungo em remover ferro da transferrina sérica
produzido durante a infeccdo [105]. Micro-organismos fangicos ja desenvolveram
mecanismos capazes de obter ferro do hospedeiro ao empregar multiplos sistemas
especializados para adquirir este elemento de ambientes onde ha limitacdo de ferro, como
sideroforos, que sdo moléculas quelantes de ferro com alta afinidade, e/ou sistemas de

assimilacdo redutora de ferro ligada @ membrana [91].

Foi demonstrado em estudos que o ferro € essencial para o crescimento fungico,
sendo considerado um fator limitante para seu crescimento e desenvolvimento [92], além
de ter um papel critico na viruléncia do micro-organismo, principalmente pela sua
resisténcia a espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas por células fagociticas e
capacidade de adaptacdo em condi¢des de hipoxias geradas durante a infec¢do [105]. O
uso de quelantes de ferro poderia ser utilizado como adjuvante em tratamento de infecgfes

fangicas como inibidor do crescimento conidial de micro-organismos [105].

2.3 Deferasirox

Deferasirox (DEF) foi aprovado nos Estados Unidos pela Food and Drug
Administration (2005) e European Medicine Agency (2006) para tratamentos da
sobrecarga cronica de ferro devido transfusdes de sangue frequentes (> 2 anos de idade)
ou pacientes com talassemia (> 10 anos de idade) [106-118]. E um quelante de ferro
tridentado [111,113,119-121] (Figura 13) que se liga ao ferro numa proporcdo 2:1
(DEF:ferro) [111,113,119,121]. Isso permite uma maior afinidade ao ferro, ao se ligar
seletivamente ao ferro plasmaético [122,123], e menor afinidade para outros elementos,
como cobre e zinco [119,122].
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Figura 13. Estrutura quimica de deferasirox sozinho (A) e quando complexado com o ferro (B).

Fonte: adaptado de Diaz-Garcia et al [111] e Kontoghiorghe et al [124].

A dose recomendada de DEF para sobrecarga de ferro vai depender da
apresentacdo do farmaco: dose inicial de 20 mg/kg/dia e dose méaxima de 40 mg/kg/dia
(tablets dispersiveis) [106,121,124]; dose inicial de 14 mg/kg/dia e dose maxima de 28
mg/kg/dia (comprimido revestido) [106,113]. O tempo de meia vida é de 8 a 16 horas, 0
que permite sua administracdo uma vez ao dia [110,112-114,117,121,122,125,126], e sua

excrecao e fecal [106].

Os principais desafios no uso de DEF é seu custo (principalmente em doses
maiores) e os efeitos adversos [121], sendo este Ultimo mais comum em pacientes idosos
com predisposicdo a sindrome mielodisplasica, doenca renal ou hepatica e as queixas sao
dores abdominais, nauseas, vomitos, diarreia, rash cutanea, complicacdes oftalmicas
[106,109,119,123,127,128] além de nefrotoxicidade [111,113,125,127,129-131] e
hepatotoxicidade [129,131]. No entanto, na grande maioria, DEF é bem tolerado e com

efeitos adversos manejaveis [110].

A administracdo de DEF oral pode evitar dano tecidual, principalmente para o
figado e pancreas [120]. Pacientes que utilizam DEF pode necessitar ajuste de dose em
resposta a toxicidade renal e hepética [106]. DEF € contraindicado em pacientes com
clearance de creatinina < 40 mL/min ou creatinina sérica maior que o dobro do limite

normal de acordo com sua idade [131]. Também n&o é recomendada a utilizacdo de DEF
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por mulheres gravidas, ja que estudos em animais evidenciaram toxicidade fetal, salvo

casos em que os beneficios do uso de DEF supere 0s riscos potenciais ao feto [122].

Ao utilizar DEF, deve ser realizado monitoramento do paciente através dos
exames: creatinina sérica, clearance creatinina, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e bilirrubina [106,129]. Esse monitoramento deve ser realizado no
inicio do tratamento, a cada duas semanas no primeiro més e, depois, mensalmente
[106,129].

2.3.1 Deferasirox e fungos patogénicos

O ferro é essencial para a viruléncia de micro-organismos, como Aspergillus spp.
e Mucorales [132,133], e a sobrecarga desse elemento pode predispor infeccdo fungica
[132,134]. A quelacdo de ferro pode ser promissora como adjuvante na terapia dessas
infecgbes [105,132]. Alguns estudos ja analisaram a utilizacdo de DEF contra alguns

micro-organismos.

Zigomicetos:

-DEF foi fungicida contra Zigomicetos, bem abaixo dos niveis séricos
clinicamente alcancgaveis [105,132];

-Realizou prote¢do em ratos contra a morte quando infectados por mucormicose
[132];

-Sinergismo foi obtida pela combinagédo entre DEF + AMB lipidica + MFG com
aumento consistente na sobrevivéncia dos camundongos e reducédo da carga fungica nos
tecidos [133];

-DEF possuiu atividade fungicida in vitro [135,136] contra 28 de 29 isolados
clinicos de Mucorales; aumentou a resposta inflamatéria do hospedeiro; quando
combinado com AMB lipidico aumentou significativamente a sobrevivéncia dos
camundongos e reduziu a carga fangica tecidual [136];

-DEF protegeu significativamente Drosophila melanogaster WT infectado com

Rhizopus oryzae quando comparado com as moscas controle [137].

Aspergilose:
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-DEF + AMB lipidica foi eficaz no tratamento experimental em camundongo
[132];

-Sinergismo foi obtido pela combinacéo entre DEF + AMB lipidica + MFG com
aumento considerével na sobrevivéncia dos camundongos e redugdo da carga fangica nos
tecidos [133];

-DEF foi fungicida in vitro contra A. fumigatus; monoterapia com DEF prolongou
a sobrevida dos camundongos com aspergilose invasiva pulmonar; combinacdo DEF +
AMB lipidica foi sinérgica, aumentou sobrevida e reduziu a carga fungica nos pulmdes
[138].

Outros:

-DEF inibiu crescimento de Cryptococcus spp. € Saccharomyces spp. mas nédo
houve sinergismo consistente com diferentes antifungicos: AMB, ITZ, CAS, FCZ, VRZ
[139];

-CIM e concentracdo fungicida minima (CFM) de DEF in vitro para isolados de

Fusarium spp., Scedosporium spp., Alternaria spp. e Bipolaris spp. foram altas [140];

A padronizacdo das condicdes do teste de DEF como adjuvante no tratamento de
infec¢cbes fungica ainda sdo criticas para desenvolvimento e interpretacdo dos testes in

vitro para essa nova classe terapéutica [141].

2.4 Estresse oxidativo

A habilidade do fungo em causar doenca depende da sua capacidade de
sobrevivéncia no hospedeiro [142], como a aderéncia as células, secretar enzimas
extracelulares e resposta ao estresse oxidativo [143], sendo este Gltimo muito importante
para a patogénese de muitas doencas fungicas [144]. Esses mecanismos de
patogenicidade sdo complexos, podendo ocorrer variabilidade intra- e interespécies
dependendo da resposta imune do hospedeiro [142].

Sporothrix spp. passa por algumas barreiras para estabelecer a infeccdo, sendo a
mais importante o sistema imune do hospedeiro [145]. Durante a fase oxidativa, ao
interagir com o patdgeno, os fagocitos do hospedeiro produzem EROs, componente

essencial da resposta imune contra invasdo de micro-organismos [142,143,145]. Em
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suma, EROs sdo formados pela cadeia transportadora de elétrons mitocondrial pela
reducéo parcial de Oz, gerando anions superoxidos — que possuem atividade fungicida e
fungistatica - peroxido de hidrogénio e radicais de hidroxil [145]. O sistema imune utiliza
0s EROs como uma maneira de eliminar o agente infeccioso ao causar danos irreversiveis

em seus componentes celulares e, eventualmente, a morte celular [142,143].

A funcdo da célula do sistema imune esta intimamente ligada com a geracédo de
EROs, o qual é fortemente influenciada pelo potencial redox do ambiente extracelular
[142]. O equilibrio entre as formas oxidantes e antioxidantes é importante e determinante
na atividade da célula imune [142]. A forma antioxidante tem um papel crucial para
proteger e preservar as células contra o estresse oxidativo [142]. Quando ha um erro nesse
balanco entre a forma oxidativa (onde ha formacdo de componentes oxidantes) e
antioxidante (sistema defensivo) ocorre estresse oxidativo, tendo, como resultado, um
aumento nas EROs como tentativa de exterminar a infecgdo flngica, porém o seu excesso

pode causar dano tecidual, contribuindo para fisiopatologia da doenca [144].

Alguns micro-organismos desenvolveram mecanismos enzimaticos e ndo
enzimaticos que os capacitam a detoxificar as EROs e evadir células fagociticas. Ao
analisar a resposta de algumas espécies de Sporothrix spp. ao estresse oxidativo por
peréxido de hidrogénio, observou-se que S. brasiliensis € mais resistente quando
comparado com S. schenckii (apresenta heterogeneidade nos perfis de viruléncia)
[142,143,145], o que sugere diferentes estratégias de adaptacdo entre as espécies,
expressao de proteinas, além da resposta humoral do hospedeiro, fendmenos os quais
estdo relacionados com a viruléncia [145]. Tais resultados corroboram com estudos que
mostram que patogenos provenientes de plantas sdo menos resistentes ao estresse
oxidativo pelo perdxido de hidrogénio do que aqueles patdégenos humanos [142]. S.
brasiliensis esta normalmente associado com surtos e zoonoses no Brasil devido a sua
adaptacdo aos felinos, os quais sdo capazes de infectar os humanos [142]. Ja S. schenckii
estd muito relacionado em causar infeccdo por inoculacédo traumatica a partir de plantas,

solo e vegetais contaminados por esse fungo [143].

Espécies do complexo Sporothrix desempenham diferentes estratégias adaptativas
que influenciam a rota de infeccdo [142]. Essas diferencas também podem afetar a
patogenicidade resultante de cada espécie no hospedeiro [142]. A espécie mais virulenta
e patogénica e S. brasiliensis, seguido de S. schenckii, S. globosa, S. mexicana e S. pallida
[142].
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3. MARCO CONCEITUAL

O conceito da pesquisa foi averiguar a relacdo de Sporothrix spp. com o elemento
ferro, delineando um perfil de suscetibilidade a fim de analisar como este se comporta
nas diferentes concentracfes desse metal. Além disso, analisar como o quelante de ferro
DEF atua em conjunto com o antifingico 1TZ, farmaco de escolha para esporotricose,
mas que possui relatos de resisténcia na literatura. Na Figura 14 estd representado o
conceito de pesquisa deste estudo, apresentando a problematica existente - resisténcia ao
antifingico I1TZ para esporotricose — assim como os testes desenvolvidos. Tal cenario
impulsiona a novas buscas de tratamento alternativos, como a combinacéo de farmacos
existentes na industria farmacéutica. O presente estudo visa justamente fazer uma analise
in vitro entre DEF e ITZ com isolados clinicos de S. schenckii e S. brasiliensis, através
da técnica de microdilui¢do, determinando as CIM desses farmacos isoladamente e os
indices de Concentracdo Inibitoria Fracionada (FICI) para determinar qual tipo de
interacdo prevalece. Outras analises foram realizadas para analisar o comportamento de
Sporothrix spp. quando exposto ao ferro: afinidade de Sporothrix spp. ao ferro; resposta
de Sporothrix spp. ao estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio e taxa de
crescimento/viabilidade com 2,3-bis- (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazélio-5-

carboxanilida (XTT) quando cultivados em diferentes concentracdes de ferro.
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Figura 14. Mapa conceitual da dissertacdo de mestrado sobre Sporothrix spp. e sua relagdo com o ferro e estudo de sinergismo entre deferasirox e
itraconazol. FICI (indice de concentracdo inibitéria fracionada); CIM (concentragdo inibitoria minima); UFC (unidade formadora de colonia).
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento deste trabalho justifica-se pelo fato que ndo ha relatos da
suscetibilidade de Sporothrix spp. frente a combinagdo de DEF e ITZ. O DEF pode vir a
ser um aliado no tratamento da esporotricose, visto que € um quelante de ferro, nutriente
necessario para desenvolvimento de alguns micro-organismos, como ja verificado para

outros fungos patogénicos, como 0s pertencentes ao grupo Mucorales.

4 OBJETIVOS

5.1 Primarios

Avaliar a suscetibilidade de Sporothrix spp. frente a combinacdo de DEF e ITZ.

5.2 Secundarios

a) Avaliar o crescimento de Sporothrix spp. em placas de &gar batata dextrose,
contendo diferentes concentragdes de ferro;

b) Awvaliar a resposta de Sporothrix spp. quando submetido ao estresse oxidativo ao
ser cultivado em meios de cultura com diferentes concentracGes de ferro;

c) Determinar a taxa de crescimento de Sporothrix spp. frente a diferentes
concentrac@es de ferro, através do ensaio de reducdo com XTT;

d) Determinar as CIM de DEF e ITZ e os FICI, através da técnica de microdiluicéo.
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ABSTRACT

Background: Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by fungi of the genus
Sporothrix spp. Itraconazole is the drug of choice for human and animal sporotrichosis,
but there are reports of resistance or recurrence. Some pathogens use iron for their
development and the iron chelator deferasirox has demonstrated activity against
pathogenic fungi. Aims: Evaluate the in vitro growth and susceptibility to oxidative stress
of Sporothrix spp. exposed to different iron levels and the susceptibility of Sporothrix
spp. to itraconazole alone and in combination with deferasirox. Materials and methods:
Ten isolates of each S. schenckii and S. brasiliensis species were used. The affinity of the
strains for iron was evaluated by measuring the radial growth in potato dextrose agar
plates containing different iron levels. Strains were further subjected to 40 mM H20; to
evaluate oxidative stress response. Growth of the strains to iron-restricted or iron-
overload medium was also assessed in RPMI 1640 broth using the XTT colorimetric
assay. The susceptibility of fungal isolates to itraconazole and deferasirox was evaluated
using in vitro microdilution technique. Results: Iron availability affected S. schenckii and
S. brasiliensis growth and viability to oxidative stress. The combination of deferasirox
with itraconazole in vitro resulted in indifference for most isolates. Conclusions: Iron is
required for the development of Sporothrix spp., being S. brasiliensis more sensitive to
different iron concentrations than S. schenckii. This study adds important information on

iron metabolism in Sporothrix spp. and may pave the way for further studies.

Keywords: Sporotrichosis; subcutaneous mycosis; deferasirox; itraconazole; iron.
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INTRODUCTION

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by Sporothrix schenckii species
complex, which affects humans and animals. S. schenckii is the main causative agent,
although in Brazil S. brasiliensis has spurred as the most prevalent species!?.
Sporotrichosis occurs most often in regions of tropical, subtropical, and temperate
climates®. The endemic areas include Latin America, South Africa, and Japan®*, and, in

Southern Brazil, it is considered the most common subcutaneous mycosis?.

The drug of choice for the treatment of cutaneous and lymphocutaneous forms in
humans is the azole fungistatic itraconazole, an ergosterol biosynthesis inhibitor®.
However, there are reports of isolates resistant to this treatment, which leads to

therapeutic failures and disease remission®.

Given that some pathogens need iron for their development, as this is an essential
nutrient, its deficiency may negatively impact the biological functions of the
microorganism’8. The iron chelator deferasirox have been successfully tested against
pathogenic fungi, such as Mucorales’®. In addition to the iron chelation, deferasirox has
immunomodulatory properties that are still poorly understood”°. Following this line of
reasoning and the growing need for new treatments for sporotrichosis, the aims of this
study were to evaluate the growth of Sporothrix spp. in medium containing different iron
levels and the in vitro susceptibility of the strains against deferasirox alone and in

combination with itraconazole.

MATERIALS AND METHODS
Microorganisms

Ten clinical isolates of each S. schenckii and 10 S. brasiliensis species obtained
from the fungal culture collection of Laboratory of Pathogenic Fungi, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, were evaluated. All samples were previously identified by
molecular biology?. The strains were cultivated in potato dextrose agar (PDA)
(Acumedia, USA) at 30 °C. After 7 days, conidial suspensions were prepared by scraping
across the surface of the fungal colonies with sterile plastic loops and sterile phosphate
buffered saline (PBS), pH 7.4, or sterile saline solution 0.85% (growth assay). The
suspensions were filtered through filter paper to separate hyphae and conidia. Inoculum

suspensions were adjusted by using a Neubauer chamber.
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Evaluation of the growth of Sporothrix spp. in medium containing different iron

levels

Inoculum suspensions were standardized at the concentration of 108 conidia/ml
and inoculated 10 pL at the center of Petri plates containing PDA, PDA plus iron (FeCls)
at the concentrations of 0.0625% and 0.125%; and PDA containing 1 mM ascorbic acid
(AA; Merck Pro Analysis, Germany) and 1 mM ferrozine (FZ; Sigma, USA) to eliminate
traces of iron present in the medium’. The plates were incubated in triplicates at 30 °C for

21 days to measure the diameter of the colonies.

Oxidative stress testing

The strains were cultivated in the four different media previously described. After
seven days, aliquots containing an inoculum suspension of 2 x 10° conidia/mL were
exposed or not (viability control) to 40 mM H>O- and incubated for 1 h at 37 °C!1,
Samples were then centrifugated at 14000 rpm for seven min. Supernatant was discarded
and the pellet was diluted 1:10. For colony count, 100 uLL were spread onto Sabouraud

dextrose agar plates in triplicate and incubated for seven days at 30 °C.

Determination of minimum inhibitory concentrations (MIC) of deferasirox and

itraconazole

The MIC of the drugs deferasirox (Toronto Research Chemicals, Canada) and
itraconazole (Cayman Chemical, USA), alone or in combination, were determined using
the checkerboard method. Dilutions were prepared in RPMI 1640 and ranged from 16 to
0.125 pg/mL for itraconazole and 128 to 1 pg/mL for deferasirox. Initial inoculum
concentration was standardized at a range 0.4 - 5 x 10* conidia/mL, according to the M38-
A2 protocol of the Clinical Laboratory Standards Institute'?. Plates were incubated for 10
days at 30 °C and growth evaluated visually. The MIC was defined as the minimum drug
concentration that caused 100% inhibition of fungal growth. All experiments were
performed in triplicate.

The interpretation of the results was evaluated quantitatively through the

calculation of the fractional inhibitory concentration index (FICI), using the following
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formula: FICI = (MICA™#*PEF/MICAT?) + (MICg'T#*PEF/MICEPEF). A FICI of <0.5 was
defined as synergistic; a FICI of >0.5 but <4.0 was defined as indifferent; and a FICI of

>4.0 was defined as antagonistic®.

Determination of the growth rate of Sporothrix spp. in the XTT reduction assay

We determined the time course of deferasirox-induced hyphal damage with the
use of the 2, 3- bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide
(XTT; Santa Cruz Biotechnology, USA) colorimetric formazan reduction assay.
Triplicate Eppendorf tubes containing 10° conidia/mL of S. schenckii ATCC 201679 or
S. brasiliensis ATCC 201681 were diluted in 1 mL RPMI 1640 containing 0.0625%
FeCls, or 0.125% FeCls, deferasirox at the MIC concentration (32 pg/ml for S. schenckii
ATCC 201679 and 64 pg/ml for S. brasiliensis ATCC 201681), or both deferasirox and
0.0625% FeCls. A tube containing RPMI only was used as control. Tubes were incubated
at 35 °C with shaking®, and at 0-, 24-, 48-, 72- and 96-h time points tubes were removed
from incubation and centrifugated at 14000 rpm for 5 min. The medium was aspirated,
and 1 ml of PBS containing 1 mg of XTT plus 0.17 mg of menadione (Sigma, USA) were
added to each tube!®. The optical density curves were measured at 492 nm with use of a
plate reader (Anthos Zenyth 200; Biochrom). Wells without conidia served as blank

controls.

Statistical analysis

The variables were compared among groups by analysis of variance (ANOVA)
and Tukey’s test (evaluation of growth in different concentrations of iron) or Bonferroni’s

test (oxidative stress), o = 0.05.

RESULTS

Iron availability affects Sporothrix spp. growth

Both iron-restricted (PDA + AA + FZ) and iron-overload culture media

significantly impaired Sporothrix spp. growth (p <0.001) (Fig. 1). Indeed, the effect was
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more pronounced for S. brasiliensis isolates, where no growth was observed in medium
containing 0.125% FeCls.

The XTT assay showed that, at the MIC concentration, the iron chelator
deferasirox fully inhibited S. schenckii (Fig. 2A) and S. brasiliensis (Fig. 2B) growth.
This inhibition was reversed by the concomitant addition of 0.0625% FeCls. The highest
growth rate of S. schenckii was observed for the group supplemented with 0.125% iron.
Interestingly, for S. brasiliensis, the highest growth rate was observed for the group

supplemented with 0.0625% iron plus deferasirox at the MIC concentration.

Addition of iron to culture medium make S. schenckii and S. brasiliensis more
prone to oxidative stress

S. schenckii and S. brasiliensis had a similar response against oxidative stress
when grown at different iron concentrations. Intraspecies comparison among the different
iron level groups showed that both S. schenckii (Fig. 3A) and S. brasiliensis (Fig. 3B),
when cultivated in the presence of 0.0625% and 0.125% iron added do PDA plates and
further exposed to oxidative stress, showed a significantly lower (P < 0.001) colony

forming unit (CFU) count when compared to their respective controls.

Interspecies comparison showed that, in normal conditions, i.e., when not
submitted to oxidative stress (control groups), higher CFU counts (P < 0.05) were
obtained for S. schenckii when compared to S. brasiliensis in the iron-restricted medium
(PDA + AA + FZ) and in the iron-overload medium (0.125% FeCls) (Fig. 3C).
Nonetheless, no significant difference in CFU counts was observed when S. schenckii and
S. brasiliensis isolates were exposed to oxidative stress (Fig. 3D).

Deferasirox and itraconazole have no interaction in vitro for most isolates of

Sporothrix spp.

Six strains were excluded in the susceptibility analysis due to their difficult to
grow in RPMI 1640. MIC values of itraconazole against S. schenckii and S. brasiliensis
ranged from 0.25 to 2 pg/mL (geometric mean [GM] of 0.9) and 0.5 to 1 pg/mL (GM of
0.7), respectively, whereas deferasirox MIC values ranged from 4 to 32 pg/mL (GM of
13.1) and from 16 to 64 pg/mL (GM of 43.1), respectively. The combination of the drugs
resulted in indifference for most of the isolates, with synergism observed for only three
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isolates, all belonging to S. schenckii (Table 1). Conversely, antagonistic interaction was

not observed.

DISCUSSION

Iron is an essential element required by all microbial pathogens for growth and
virulence?®. Iron chelators have been studied as therapeutic adjuvants in infections caused
by Mucorales and Aspergillus spp.21>%. This is the first study to evaluate the growth of
S. schenckii and S. brasiliensis isolates in iron-restricted and iron-overload culture media,
the effect of iron levels in the response of Sporothrix conidia to oxidative stress, and the
in vitro activity of the iron chelator deferasirox, alone and in combination with

itraconazole, against S. schenckii and S. brasiliensis isolates.

Studies have shown that iron is essential for fungal growth and is considered a
limiting factor for its development’. This was observed in our study, where there was a
greater radial growth of S. schenckii colony when supplemented with 0.0625% of iron
when compared to the colony developed in the iron-restricted medium (PDA + AA + FZ).
Nonetheless, the highest development of S. schenckii and S. brasiliensis isolates occurred
in plates containing only PDA. One hypothesis to this phenomenon may be due to the
existence of iron in the PDA medium itself, conferring the ideal iron concentration for
the development of the strain. High amounts of iron are known to become toxic to the
biological system®8. By supplementing the PDA medium with iron, the concentration of
this element may have reached a level no longer well-tolerated by the strains, impairing
their development. This was especially observed in S. brasiliensis, where colony
development in PDA supplemented with 0.0625% iron did not differ to iron-restricted
medium (PDA + AA + FZ). Moreover, PDA supplemented with 0.125% iron fully

abrogated S. brasiliensis growth, where a small growth was still observed in S. schenckii.

Furthermore, in the XTT colorimetric assay, it was also possible to evaluate the
growth of S. schenckii and S. brasiliensis strains at different iron concentrations,
confirming the essentiality of this element for fungal development. Importantly, the
RPMI 1640 broth also contains traces of iron®, but apparently, less than PDA, which is
likely to explain the difference in the results when compared with the previous
experiment. In the XTT colorimetric assay, S. schenckii was more viable when
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supplemented with 0.125% FeCla. Interestingly, S. brasiliensis proved to be more viable
when supplemented with 0.0625% FeCl3z and 64 pug/ml deferasirox, probably reaching the
optimum concentration of iron by combining FeCls, deferasirox, and traces of iron in the
medium. As S. brasiliensis was more sensitive to variation in iron concentrations, the

optimum concentration of this metal for its development seems to be very restricted.

Besides its importance for growth, iron also plays a crucial role in the virulence
of microorganisms, such as resistance to reactive oxygen species (ROS) produced by
phagocytic cells during infection®®. Matsuo et al?® analyzed the growth of Saccharomyces
cerevisiae yeast when cultivated at different iron concentrations and submitted to
oxidative stress. The authors found increased growth of the yeast under oxidative stress
when the medium was supplemented with iron and decreased growth when medium was
not supplemented with iron, suggesting that iron would increase resistance to ROS in an
oxidative stress process. When cultivating S. schenckii and S. brasiliensis in different iron
concentrations and submitting them to oxidative stress with hydrogen peroxide, we
observed a divergent result to Matsuo et al?%: both species showed increased susceptibility
to oxidative stress when grown in medium supplemented with iron. This finding is in line
with common sense, where iron would be involved in the generation of ROS through the
Fenton Reaction by generating hydroxyl radicals, which would result in oxidative damage
to cells?*. Mario et al?? analyzed the behavior of Sporothrix spp. when under oxidative
stress in vivo and observed higher resistance of S. brasiliensis when compared to S.
schenckii, but our study did not obtain statistically significant difference between the two
species when subjected to oxidative stress in vitro. These differences in results may be
due to differences between in vivo and in vitro experiments, since the humoral response
of the animal infected by different species of Sporothrix spp. may have a different
response and therefore have a differentiated profile of secreted proteins that would be

involved in the fungal resistance to ROSZ,

As iron showed to be essential for the development of Sporothrix spp., we
evaluated the in vitro activity of the iron chelator deferasirox alone and in combination
with itraconazole against S. schenckii and S. brasiliensis. Deferasirox MIC for S.
schenckii and S. brasiliensis exceeded serum levels of deferasirox reported in
pharmacokinetic studies reported in healthy volunteers®*. The attenuation of deferasirox
activity by FeCls observed in the XTT colorimetric assay highlights that the fungistatic
action of the iron chelator is mediated by iron deprivation. When deferasirox was
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combined with itraconazole, only three isolates had FICI < 0.5, which defines a
synergistic combination, all belonging to S. schenckii. For S. brasiliensis, this
combination was indifferent. No antagonism was found. The activity and the mechanism
of action of deferasirox have been studied against other pathogenic organisms”®, but
information on the combination of deferasirox and itraconazole is scarce. Lai et al?®
studied the combination of a set of iron chelators combined with antifungals for
Cryptococcus spp., among them deferasirox and itraconazole, obtaining predominantly
indifferent or antagonistic results to this combination. The mechanisms behind these

interactions are still unknown.

CONCLUSION

In this study, we showed the biological importance that iron has for S. schenckii
and S. brasiliensis by promoting their development, and that S. brasiliensis is more
sensitive to changes in iron concentrations in comparison to S. schenckii. Nonetheless,
excess of iron impaired growth and increased susceptibility of the isolates to oxidative
stress. In addition, the iron chelator deferasirox was fungistatic for S. schenckii and S.
brasiliensis isolates, but indifference or synergism was found when used in combination
with itraconazole in vitro. Further studies are needed to analyze the role of iron and

deferasirox as a therapeutic adjunct to Sporothrix spp.
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TABLE

Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) of deferasirox (DEF) and itraconazole
(ITZ), alone and in combination, and their fractional inhibitory concentration index
(FICI), against Sporothrix spp.

MIC
Strains (n = 14) Alone Combination Fict
(Interpret.)
DEF 1Tz DEF ITZ

S. schenckii ATCC 201679 32 1 16 1 1.5 (1)
S. schenckii 11 UFSM 16 2 16 1 1.5()
S. schenckii 329 4 2 4 0.25 1.1(1)
S. schenckii 424 32 1 4 0.25 0.4 (S)
S. schenckii 02 UFSM 8 0.25 <1 <0.125 0.3(S)
S. schenckii 07 UFSM 8 1 4 1 1.5(1)
S. schenckii 09 UFSM 16 0.5 <1 <0.125 0.2(S)
S. brasiliensis ATCC 201681 64 0.5 64 1 3
S. brasiliensis 8309 64 0.5 32 1 2.5 (1)
S. brasiliensis 13 64 0.5 64 1 3(
S. brasiliensis CV 32 1 16 1 1.5()
S. brasiliensis JAT6MG 32 1 32 1 2 ()
S. brasiliensis 15572 64 0.5 32 1 2.5 (1)
S. brasiliensis 16042 UFMG 16 1 16 1 2()

S, synergism; I, Indifference; Interpret., interpretation.
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Figure 1. Bar plots showing the difference in growth of the species Sporothrix schenckii
(A) and S. brasiliensis (B) between groups. Statistical analysis of these values was
performed by ANOVA (p <0.0001), with Tukey post-test with a significance level of 5%.
Different concentrations of iron that follow the same letter do not differ significantly from

each other. PDA, potato dextrose agar; AA, ascorbic acid; FZ, ferrozine.
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Figure 2. XTT reduction assay. S. schenckii (A) and S. brasiliensis (B) were grown in

RPMI 1640 in the presence of deferasirox (32 pg/ml for S. schenckii and 64 pg/ml for S.
brasiliensis), 0.0625% and 0.125% of iron (FeCls) or 0.0625% of iron plus deferasirox.

Values represent the means + SD of triplicates.
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Figure 3. Effect of iron levels on colony forming unit (CFU) of Sporothrix species when
exposed or not to H>O,. Bar plots A and B highlight differences on CFU counts among
the groups within S. schenckii and S. brasiliensis isolates, respectively (*P < 0.05,
ANOVA followed by Tukey test). #P < 0.001, in comparison to respective control
(ANOVA followed by Bonferroni test). Bar plots C and D highlight differences on CFU
counts between S. schenckii and S. brasiliensis when not exposed (C) or exposed to H20;

(D) (*P < 0.05, ANOVA followed by Bonferroni test). PDA, potato dextrose agar; AA,

ascorbic acid; FZ, ferrozine.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi analisada a importancia que o elemento ferro possui para as
espécies de S. schenckii e S. brasiliensis, tanto para o seu desenvolvimento quanto para a
influéncia desse elemento no estresse oxidativo. Além disso, analisou-se a interacéo que
0 quelante de ferro deferasirox possui sozinho e em combinacdo com itraconazol para
isolados de Sporothrix spp.

Foi possivel observar que o crescimento e a viabilidade de S. schenckii e S.
brasiliensis € maior quando ha disponibilidade de ferro quando comparado com
ambientes sem presenca deste elemento. Entretanto, através das diferentes composic¢oes
dos meios de cultura com diferentes quantidades de ferro, é dificil obter dados regulares
entre 0s experimentos, o que reforca a necessidade de padronizagéo entre os testes quanto
a andlise de ferro e deferasirox. Quando realizado o crescimento das cepas de Sporothrix
spp. em placas de agar batata dextrose contendo diferentes concentracdes de ferro, S.
schenckii se desenvolveu melhor no meio contendo 0,0625% de ferro quando comparado
com o meio sem ferro. J& S. brasiliensis ndo atingiu um crescimento significativo quando
suplementado com 0,0625% de ferro e nenhum desenvolvimento com 0,125% de ferro
quando comparado ao meio sem ferro, o que mostra uma maior sensibilidade dessa
espécie nas diferentes concentracdes de ferro. Quando analisadas em ensaio colorimétrico
com XTT, células de S. schenckii estavam mais viaveis quando RPMI 1640 foi
suplementado com 0,125% de ferro, assim como células de S. brasiliensis quando
suplementado com 0,0625% de ferro com 64 pg/mL de deferasirox. Tais diferencas de
resultados entre os testes € possivelmente devido as diferentes composicdes existentes de
ferro que séo inerentes aos meios de cultura de agar batata dextrose e RPMI 1640. No
entanto, os testes mostram a importancia do ferro no desenvolvimento do fungo e, no
ensaio colorimétrico de XTT, como a atividade de deferasirox € atenuada pelo ferro.

Ao analisar como as cepas de Sporothrix spp. se comportam ao estresse oxidativo
quando cultivadas em diferentes concentracdes de ferro, foi possivel observar que a
suplementacao com o ferro ndo confere resisténcia a S. schenckii e S. brasiliensis quando
essas sao submetidas ao estresse oxidativo. Isso corrobora com a reagéo de Fenton, o qual
explica que o ferro estaria envolvido na geracao de espécies reativas de oxigénio quando
submetido ao estresse oxidativo ao desenvolver radicais hidroxil, o que resultaria em um

dano oxidativo as células.
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Além disso, foi possivel observar a atividade fungistatica de deferasirox as cepas
S. schenckii e S. brasiliensis, com concentrac¢des inibitorias minimas que variaram entre
4-32 pug/mL e 16-64 pg/mL, respectivamente. Porém, quando combinado com o
antifangico itraconazol, 78,6% (11/14) dos isolados apresentaram-se indiferentes, porém
0 mecanismo dessa interacdo ainda é desconhecido. Nenhum antagonismo foi encontrado.
Este foi o primeiro trabalho que analisou como Sporothrix spp. se comporta frente a
diferentes concentracdes de ferro e como o quelante de ferro deferasirox age nesses
isolados quando sozinho e em combinagdo com itraconazol. Porém, mais estudos sdo
necessarios para analisar o papel do ferro e deferasirox em Sporothrix spp. visto que
padronizacdes nos testes sdo necessarias, uma vez que utilizacdo de diferentes meios de
cultivo, com diferentes composicdes, podem influenciar na analise e no resultado ao

conter concentracdes desconhecidas de ferro.
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PERSPECTIVAS

Em relagdo ao presente estudo, observou-se que alguns materiais e dados podem

ser (re)utilizados em outros projetos. Elencamos as seguintes perspectivas:

o Desenvolver o mesmo tipo de analise para outras doencas fungicas
negligenciaveis, como agentes da cromoblastomicose;

o Avaliar o efeito sinérgico de outros antifingicos disponiveis e de outros
farmacos pela técnica de checkerboard em isolados de Sporothrix spp.;

« Auvaliar a influéncia dos fatores de viruléncia, como a melanina, como
inibidores da acéo de DEF;

o Analisar atividade fungicida de DEF frente aos isolados de Sporothrix spp.

o Avaliar e quantificar a producdo de catalase em isolados de Sporothrix
spp. quando submetidos ao estresse oxidativo;

o Estudar se o desenvolvimento de isolados de Sporothrix spp. quando na
presenca ou auséncia de ferro aumenta sua viruléncia através do cultivo da
infeccdo em mosca-das-frutas;

o Analise da producao de siderdforos entre as espécies de Sporothrix spp.

Novas vertentes de estudo e pesquisa foram inseridas no laboratorio, como testes
checkerboard. Parcerias importantes com outros grupos de pesquisa também foram

consolidadas com esse trabalho, ja com projetos e continuidade de estudos em construcao.
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