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RESUMO

Sporothrix brasiliensis é o principal agente da esporotricose felina zoonética no
Brasil. Dada a escassez de op¢oes para o tratamento da esporotricose felina e a atividade
antifingica promissora das bases de Schiff, este estudo teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade in vitro de isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis frente a diferentes
bases de Schiff, tendo o itraconazol como farmaco controle. Dez isolados clinicos de S.
brasiliensis em sua forma filamentosa e leveduriforme foram submetidos ao método de
microdiluicdo em caldo para avaliar a suscetibilidade a doze bases de Schiff derivadas
da 4-aminodifenilamina. As concentracdes avaliadas variaram de 1 a 128 mg/L, tendo o
itraconazol (0,125 -16 mg/L) como controle. Foi adotado o protocolo do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) com modificacbes (M38-A2 e M27-A3). Dentre
as doze bases de Schiff avaliadas, a codificada como 7F3 apresentou o melhor resultado
para a forma filamentosa, com concentragdo inibitoria minima (minimum inhibitory
concentration, MIC) variando de 8-32 mg/L. Na sequéncia, as codificadas como 7G1
(MIC 16-64 mg/L), 7F6 (MIC 32-64 mg/L) e 7F2 (MIC 32-64 mg/L), também
apresentaram resultados promissores. As bases 7F1, 7F2 e 7F6 foram mais eficazes para
a forma leveduriforme, todos com MIC de 16-32 mg/L. Em relagdo ao itraconazol,
houve uma diferenca no perfil de suscetibilidade entre as formas filamentosas e
leveduriforme. Os isolados de S. brasiliensis na forma filamentosa apresentaram
sensibilidade de 100% ao itraconazol, com MIC <0,125 mg/L. Porém, todos os isolados
da forma leveduriforme apresentaram maior resisténcia ao itraconazol, com MIC de 4-8
mg/L. Na comparacdo pareada das bases de Schiff, a MIC observada para o itraconazol
foi estatisticamente igual a MIC observada para a base 7F3 (P>0,05).

Palavras-chave: bases de Schiff, esporotricose felina, antifingicos, concentracao
inibitoria minima, zoonose.



ABSTRACT

Sporothrix brasiliensis is the main agent of zoonotic feline sporotrichosis in Brazil. Due
to the lack of options for the treatment of feline sporotrichosis and the promising
antifungal activity of Schiff bases, this study aimed to evaluate an in vitro susceptibility
of Sporothrix brasiliensis to different Schiff bases, with itraconazole as the control
drug. Ten clinical isolates of S. brasiliensis in its filamentous and yeast form were
prepared using the broth microdilution method to assess susceptibility to twelve Schiff
bases derived from 4-aminodiphenylamine. The concentrations evaluated range from 1
to 128 mg/L, with itraconazole (0.125 -16 mg/L) as a control. The protocol of the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) with modifications (M38-A2 and
M27-A3) was adopted. Among the twelve Schiff bases evaluated, the one classified as
7F3 shows the best result for the filamentous form, with minimum inhibitory
concentration (MIC) ranging from 8-32 mg/L. In sequence, the coded as 7G1 (MIC 16-
64 mg/L), 7F6 (MIC 32-64 mg/L) and 7F2 (MIC 32-64 mg/L), likewise also promising
results. The bases 7F1, 7F2 and 7F6 were more effective for the yeast form, all with
MIC of 16-32 mg/L. Regarding itraconazole, there was a difference in the susceptibility
profile between filamentous and yeast forms. Sporothrix brasiliensis isolates in
filamentous form presented 100% sensibility to itraconazole with MIC <0.125 mg/L.
However, all the of yeast forms isolates, presented resistance to itraconazole, with MIC
4-8 mg/L. In the paired comparison of Schiff bases it was observed that the MIC for
itraconazole was statistically equal to the MIC for the 7F3 base (P> 0.05).

Keywords: Schiff bases, feline sporotrichosis, antifungal drugs, minimum inhibitory
concentration, zoonosis.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutanea, causado por fungos termodimorficos
do género Sporothrix, que acomete animais € humanos. Esta doenca ja foi relatada na
Europa, Asia, Africa, América do Norte, América do Sul e Oceania. Na América, as
areas endémicas incluem o Uruguai, Peru, Colémbia, Costa Rica, México, Venezuela,
Guatemala e Brasil (CHAKRABARTI et al., 2015; LOPES-BEZERRA et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2020). Atualmente a esporotricose € a principal micose subcutanea
emergente diagnosticada no Brasil. A partir da década de 1990, com 0s primeiros
relatos de surtos zoonoticos de esporotricose no Rio de Janeiro e em S&o Paulo, a
doenca se estabeleceu nesses territdrios, sendo considerada uma hiperepidemia no
municipio do Rio de Janeiro, expandindo-se para outros estados, com casos em animais
e humanos relatados na maior parte da regido Sul, Sudeste e em alguns estados do Norte
e Nordeste (BARROS et al., 2004; SCHUBACH et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2013; SANCHOTENE et al., 2015; LOPES-BEZERRA et al., 2018; GREMIAO et al.,
2020).

A esporotricose ocorre em todo o mundo, mas 0s agentes infecciosos néo
possuem distribuicdo uniforme. A etiologia das espécies envolvidas varia de acordo
com a regido geografica, sendo 80% dos casos causados por uma unica especie
(ZHANG et al., 2015; QUEIROZ-TELLES et al., 2017; LOPES-BEZERRA et al.,
2018). No Brasil, ha relatos de infeccdo por S. schenckii stricto sensu, S. brasiliensis, S.
globosa e S. mexicana (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2013). O agente
etiologico predominante é S. brasiliensis, considerada a espécie mais virulenta do
género e responsavel pelo maior nimero de casos no Brasil, tanto em humanos como
em outros animais (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007a; ARRILLAGA-
MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES et al., 2009; FERNANDES et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2013; ZHOU et al., 2013; STOPIGLIA et al., 2014; BOECHAT et
al., 2018, RODRIGUES et al., 2020).

Antigamente, no Brasil, a esporotricose era considerada uma doenca sapronotica,

conhecida como doenga do jardineiro, visto que a principal forma de contaminagéo era
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por meio da inoculacdo traumética de esporos do fungo presentes no solo e plantas na
pele do hospedeiro. Porém, desde 1998 tem ocorrido um aumento no nimero de casos
de esporotricose zoonotica transmitida por gatos, principalmente nas regides sul e
sudeste. No entanto, apesar de ser uma doenca emergente, ainda € considerada
negligenciada e subnotificada, sendo a notificacdo obrigatoria apenas em alguns
municipios. O aumento e a disseminacdo dos casos de esporotricose no Brasil foram
negligenciados por varios anos. Dificuldades socioecondémicas e ambientais, como
desigualdade econémica e social, pobreza, desemprego, aglomeracdo urbana e
saneamento basico precario, somadas a servicos de salde escassos e inadequados,
impulsionam essa expansdo (GREMIAO, et al. 2020). Com o passar dos anos, S.
brasiliensis que era identificado somente no Brasil, vem se alastrando para outros paises
(ZHANG et al., 2015; GREMIAO et al., 2020). Ha relatos, na Argentina e no Paraguai e
existe a preocupacdo de disseminacdo para outros paises por meio do transito de
animais doentes (CORDOBA et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2020).

Os agentes terapéuticos recomendados para o tratamento da esporotricose felina
tém sido, principalmente, o itraconazol, cetoconazol, anfotericinaB e iodeto de
potassio. Porém, esses farmacos apresentam diversas limitacdes, que muitas vezes
favorecem o abandono do tratamento e a eutandsia. Uma das limitacGes é a resisténcia
microbiana, causada pelo aumento na ocorréncia de isolados altamente resistentes,
acarretando a ndo resolucdo das lesdes ou em recidivas. Outra limitacdo seria o alto
custo do medicamento associado ao longo periodo de uso que podem levar o tutor a
interromper antecipadamente o tratamento, sem garantia de erradicacéo da infeccdo. Por
fim, esses farmacos sdo associados a varios efeitos adversos, como alteracfes hepaticas
e renais. Desta forma, a busca por novos agentes antifingicos se torna um importante
alicerce no combate a doenca (SUNDRIYAL; SHARMA; JAIN, 2006; PEREIRA et al.,
2009; PEREIRA et al., 2010; CHAVES et al., 2012; NAKASU et al., 2020).

Em geral, as bases de Schiff sdo moléculas interessantes no desenvolvimento de
novos antifingicos. Na literatura ndo ha relatos da suscetibilidade dos fungos
pertencentes ao género Sporothrix a essa classe. No entanto, alguns compostos dessa

classe apresentam atividade antiflngica contra fungos de importancia clinica, como
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Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Histoplasma capsulatum e dermatofitos. Assim,
constitui objetivo desde trabalho a avaliagdo in vitro da sensibilidade de dez isolados
clinicos de Sporothrix brasiliensis frente a doze diferentes bases de Schiff derivadas da
4-aminodifenilamina. A partir dessas avaliagbes esperamos obter informagdes
relevantes para o desenvolvimento de novos farmacos para o0 tratamento
da esporotricose felina, que sejam eficientes e apresentem um melhor custo-beneficio

em relacdo aos antifiingicos disponiveis no mercado atualmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antifingico de doze bases de Schiff derivadas da 4-
aminodifenilamina a partir de estudos in vitro, frente a dez isolados clinicos de

Sporothrix brasiliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentragdo inibitoria minima das bases de Schiff derivadas de 4-
aminodifenilamina, frente a isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis em sua

forma filamentosa.

e Determinar a concentracao inibitéria minima das bases de Schiff derivadas de 4-
aminodifenilamina, frente a isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis em sua

forma leveduriforme.



19

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ESPOROTRICOSE FELINA

A esporotricose € uma doenca micotica subaguda ou crénica que acomete a pele
e tecido subcutdneo de animais e humanos, sendo causada por fungos termodimorficos
pertencentes ao género Sporothrix que englobam 53 espécies (RODRIGUES et al.,
2020). As espécies sdo classificadas em dois clados (patogénico e ambiental), incluindo
um grupo monofilético de espécies bem definidas, com diferentes comportamentos
clinicos, diferindo entre si nas vias de transmissédo, viruléncia, distribuicdo geografica e
suscetibilidade a antifungicos (DE BEER et al., 2003; MARIMON et al., 2006;
MARIMON et al., 2007a; RODRIGUES et al., 2014b; ZHANG et al., 2015; CHEN et
al., 2016; DE BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016; RODRIGUES et al., 2020). O
clado patogénico compreende as espécies de maior importancia clinica para animais e
humanos, sendo S. schenckii stricto sensu, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei,
pertencentes a este grupo (DE BEER et al., 2003; ZHANG et al., 2015; DE BEER;
DUONG; WINGFIELD, 2016; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2016;
LOPES-BEZERRA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2020). O clado ambiental é
formado pelos complexos S. gossypina, S. stenoceras, S. inflata, S. candida e S. pallida.
As espécies pertencentes a este clado estdo frequentemente relacionadas a contaminagéo
do solo, plantas e matéria organica em decomposi¢cdo, sendo raramente associadas a
doencas em animais e humanos. As espécies de maior importancia para animais e
humanos dentro do clado ambiental, pertencem ao complexo S. pallida, sendo as
espécies S. pallida, S. chilensis, S. humicola e S. mexicana as principais (DE BEER et
al., 2003; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2013; ZHANG et al., 2015; DE
BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016; RODRIGUES et al., 2016; MAKRI et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2020).

De um modo geral, as espécies do género Sporothrix sdo onipresentes no
ambiente, sendo encontrados comumente em vegetacdes, solos, madeiras, matérias

orgénicas em decomposicdo e patdgenos de plantas. S&o considerados fungos
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termodimarficos por apresentarem formas distintas no ambiente e no hospedeiro. No
meio ambiente (25°C a 28°C) ou em meio de cultura a 25°C, multiplica-se na sua forma
filamentosa, produzindo abundantes conidios. Porém, em parasitismo, ou em meio de
cultivo a 37°C, encontram-se na forma leveduriforme. A transmisséo ocorre por meio
do implante traumatico do fungo na pele. Portanto, para que a infecgdo se estabeleca, é
preciso que exista uma lesdo prévia na epiderme (GREMIAO et al., 2017). Existem duas
formas de transmissao, sendo elas a transmissdo zoondtica e a transmissao sapronotica.

A transmissdo zoonotica de Sporothrix ocorre através da contaminacédo direta do
hospedeiro por arranhadura ou mordedura de gatos doentes ou pelo contato direto da
pele ou mucosa lesionada com lesdes e secrecdes de animais doentes (GREMIAO et al.,
2017). Essa forma de transmissdo diferencia claramente o Brasil de outros surtos em
todo o mundo, que geralmente estdo relacionados as condigdes ambientais, denominada
de transmissdo saprondtica, onde ocorre a contaminacgéo direta do hospedeiro através de
perfuracdes com matéria vegetal contendo conidios de Sporothrix. A transmissao
sapronotica tem um forte carater ocupacional, por afetar principalmente pessoas em
atividade profissional ou recreativa na jardinagem, agricultura, floricultura, etc. Ja a
transmissdo zoonotica tem um forte carater ocupacional principalmente ao contato com
animais, especialmente gatos, como veterinarios e proprietarios. No entanto, em areas
carentes de saneamento basico, com abandono de animais e falta de guarda responsavel,
mais pessoas correm o risco de adquirir esporotricose zoonética devido a proximidade
entre humanos e gatos (RODRIGUES et al.,, 2013; RODRIGUES et al., 2014b;
RODRIGUES et al. 2020).

Segundo dados do Instituto Pet Brasil (IPB), o nimero de gatos nas familias
brasileiras vem aumentando nos ultimos anos. A populacédo de gatos no Brasil em 2018
foi estimada em 23,9 milhdes, sendo a regido sudeste com a maior concentracdo de
gatos no pais (INSTITUTO PET BRASIL, 2019). Parte dos gatos é criado com livre
acesso a rua, muitos vinculados aos domicilios somente para se alimentarem e, ainda,
mantidos com objetivo de controle de roedores. Muitos desses animais ndo sao
castrados e, por isso, apresentam maior suscetibilidade a infeccdo pelo fungo. A

esterilizagdo cirtrgica pode contribuir para a reducdo de comportamentos de risco
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inerentes a esses animais, como brigas por disputas territoriais e por fémeas,
deslocamentos por grandes extensbes espaciais e acasalamento que proporcionam a
disseminagéo do fungo (SANTOS, et al. 2018).

H& relatos de infeccbes em outros animais, como primatas,
canideos, equinos, muares, bovinos, camelideos, caprinos, suinos, aves, tatus,
marsupiais, peixes, golfinhos e artrépodes (abelhas, pulgas, formigas), que podem,
eventualmente, servir como fonte de infec¢do para outros animais e humanos (MIGAKI
et al., 1978; HADDAD et al.,, 2002; CROTHERS et al., 2009; LARSSON, 2011,
COIACETTO, et al. 2019). Porém, os gatos, sdo os mais afetados pela esporotricose e
0s principais envolvidos na transmissao zoondtica, por apresentarem uma alta carga de
celulas leveduriformes nas lesdes e devido aos habitos de arranhadura em arvores,
mobilidade e brigas, principalmente dos machos. Além disso, a resisténcia térmica
exibida por S. brasiliensis pode ser um importante mecanismo de adaptacdo aos gatos,
que possuem temperatura corporal em torno de 39°C, o que sugere parcialmente o
sucesso da infeccdo desta espécie quando comparada a outras espécies como, por
exemplo, S. globosa que é sensivel a temperaturas acima de 35°C (DUNSTAN et al.,
1986; SCHUBACH et al.,, 2001; BARROS et al, 2004; SCHUBACH et al.,
2004; DE SOUZA et al., 2006; DE MIRANDA et al., 2018).

Nos felinos, o surgimento de uma lesdo inicial no local da inoculagdo apds a
infeccdo pode variar de dias a semanas (LARSSON et al., 1989; LARSSON, 2011). O
fungo pode se disseminar por meio de autoinoculacdo enquanto o felino se coca ou
se lambe, modo pelo qual coloniza unhas e cavidade oral (SCHUBACH et al., 2001). A
apresentagdo clinica pode variar de infec¢do subclinica, com lesdes cutaneas Unicas ou
multiplas até formas sistémicas fatais com ou sem sinais extra-Cutaneos e respiratorios,
dependendo da via de transmissdo, da espécie de Sporothrix e da resposta imune do
hospedeiro (OROFINO-COSTA et al., 2017).

No entanto, o que mais se observa na pratica clinica sdo quadros com multiplas
lesbes cutaneas, com envolvimento de mucosas, principalmente do aparelho
respiratorio. Na forma cutanea as lesGes apresentam caracteristicas nodulares, com

presenca de alopecia, muitas vezes ulcerada e com secrecdo serosa a sanguinolenta, com
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formacdo de crostas, comumente observada na regido cefalica, incluindo o nariz,
pavilhdo auricular e periocular, além do dorso, tronco e membros. Em alguns casos,
pode ocorrer comprometimento respiratorio, ocasionando edema de plano nasal e
espirros frequentes (SCHUBACH et al., 2004; PEREIRA et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2018; GONDIM; LEITE, 2020; NAKASU et al., 2020).

Outras alteragbes, como conjuntivite (DA SILVA et al., 2008) e otite externa
(MASCARENHAS et al., 2019) foram relatadas. O envolvimento sistémico é
frequentemente descrito, mesmo em animais imunocompetentes, independentemente de
qualquer coinfec¢do, como o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV) e o Virus da
Leucemia Felina (FeLV) (GREMIAO et al., 2014; MIRANDA et al., 2015; MIRANDA
et al., 2018). Quando ocorre a disseminacdo da doenca, podem incidir anormalidades
oculares, neurologicas e linfaticas, além de alteracdes sistémicas inespecificas, como
letargia, anorexia, febre, desidratacdo, podendo evoluir para 6bito (SCHUBACH et al.,
2004; PEREIRA et al., 2010; ALMEIDA et al., 2018; GONDIM; LEITE, 2020).

Atualmente, existem varios métodos para o diagndstico da esporotricose felina.
Entretanto, o método considerado padrdo ouro € o isolamento e identificacdo de
Sporothrix de amostras bioldgicas, como tecidos e exsudatos. O isolamento inicial deve
ser feito com repique do material clinico em meio &gar Sabouraud Dextrose (SDA), ou
agar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol e ciclohexamida, a temperatura de 25°C. As
colénias filamentosas, geralmente sdo visiveis dentro 5 a 15 dias. Macroscopicamente,
as colonias filamentosas sdo inicialmente pequenas e claras, e tendem a ficar marrom,
cinza escuro ou quase preto dentro de uma a duas semanas. Microscopicamente
apresentam delicadas hifas finas, septadas e hialinas (1-2 um de diametro),
apresentando dois tipos de conidios. Os conidios hialinos de parede fina séo conhecidos
como conidios primarios ou simpaticos, e 0s conidios com paredes espessadas marrom,
encontrados em toda extensdo das hifas sdo denominados de conidios sésseis. Os
conidios sdo geralmente ovais a elipticos e estdo dispostos em forma de arranjo de flor,
parecendo margaridas. A col6nia filamentosa obtida deve ser cultivada em agar infusdo
de cérebro e coracdo (BHI) a uma temperatura de 35 a 37°C, para reversdo da forma

leveduriforme durante 38 a 72 horas. A demonstracdo de dimorfismo ajuda a confirmar
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a identidade de Sporothrix. As coldnias macroscépicas de leveduras possuem coloracdo
esbranquicada a amarelo-acinzentado. Microscopicamente, essas colonias sdo
compostas de células redondas ou ovais, de brotamento multiplo, semelhantes aos
observados em esfregacos diretos de gatos infectados (OUROFINO-COSTA et al.,
2017; ARENAS et al., 2018).

O exame citopatolégico de esfregacos de impressdao das lesdes utilizando
hidréoxido de potéassio (KOH) em diluicbes de 10 a 40% ou coloracdo diferencial
[coloracdo de GRAM, acido periodico de Schiff (PAS) e Giemsa], consiste na
identificagdo de estruturas leveduriformes, ovais e alongadas, em formato de charuto,
atraves da visualizacdo direta. Este método tem sido utilizado rotineiramente como
triagem, pois tem demonstrado alta sensibilidade devido & alta carga fungica de
leveduras presente no exsudato de lesGes de pele de gatos, sendo um metodo répido,
simples e de baixo custo para o diagndstico presuntivo de esporotricose em felinos
(PEREIRA et al., 2011; ARENAS et al., 2018; SILVA et al., 2018).

A sorologia pode ser uma ferramenta auxiliar, especialmente como triagem para
o diagnostico de formas clinicas que se assemelham a outras doencas cutaneas, como
leishmaniose; quando o acesso ao material parasitado € dificil e quando se trata de outra
espécie que ndo a felina, pois 0 nimero de células nas lesdes € menor, assim como para
0 monitoramento do tratamento. A maioria dos casos requer apenas uma amostra de
soro e € possivel fazer uma presuncdo diagndstica de infeccdo recente ou ativa.
Portanto, a sorologia desempenha um papel fundamental na compreensdo da
prevaléncia e transmissdo deste fungo em areas endémicas e pode também orientar o
tratamento da doenca (OUROFINO-COSTA et al., 2017).

A histopatologia ¢ uma ferramenta auxiliar de diagnostico que revela através da
lesdo de pele, um processo inflamatério granulomatoso e piogénico, com presenca de
leveduras arredondadas, ovais ou em forma de charuto, as vezes cercadas por material
eosinofilico, constituindo o corpo asterdide. Exames de exsudato de lesdes de pele
frequentemente revelam numerosas leveduras em forma de charuto em macréfagos e
neutrofilos, ou no ambiente extracelular (MIRANDA et al., 2013; SILVA et al., 2018).
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Os métodos moleculares oferecem um diagndstico preciso, quando se trata de
identificacdo de espécies, auxiliando nas escolhas apropriadas de tratamentos e
avaliacOes de risco zoondtico. Sequenciamento de &cido desoxirribonucleico (DNA),
associado a analise filogenética tem sido o método de referéncia para reconhecimento
das espécies de Sporothrix e sdo baseados em sequéncias de DNA armazenadas em
locos gendmicos que codificam proteinas, como calmodulina, beta-tubulina e fator de
alongamento da traducdo. Das tecnologias de diagnosticos atualmente disponiveis,
predominam os métodos baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR), por
apresentarem maior sensibilidade e especificidade entre as espécies de Sporothrix
em comparagdo com os testes fenotipicos (RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO,
2015; ARENAS et al., 2018). Outro metodo utilizado com confiabilidade e precisdo
para identificacdo rapida e especifica, em nivel de espécie para isolados de Sporothrix,
tem sido a espectrometria de massas em tempo de voo por ionizagdo e dessor¢éo a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF) (OLIVEIRA et al., 2015).

3.2 TRATAMENTO DA ESPOROTRICOSE FELINA

O tratamento da esporotricose em felinos é complicado devido a sensibilidade
dessa especie a medicamentos especificos, ao longo periodo de terapia antifingica e a
morte de pacientes graves e imunocomprometidos antes de completar o primeiro més de
tratamento, decorrente da gravidade das lesbes e do diagndstico tardio. A terapia
utilizada para o tratamento da esporotricose felina é variada e depende de alguns fatores,
tais como a gravidade da doenca, a localizagdo e extensdo das lesdes, status
imunologico do paciente e espécie de Sporothrix envolvida (PEREIRA et al., 2010;
PEREIRA et al., 2014; NAKASU et al., 2020).

Existem alguns fatores que favorecem o abandono do tratamento e até mesmo a
opcdo por parte do tutor a eutanasia, como a necessidade de tratamento prolongado e
regular; a dificuldade dos tutores na administracdo de medicamentos por via oral em
gatos; o nimero de agentes antiflngicos orais disponiveis no mercado; a toxicidade e

efeitos colaterais associados aos farmacos; o custo elevado de alguns medicamentos; o
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risco da aquisicdo da doenca por um membro da familia; além da ocorréncia de
recidivas que podem dificultar a cura da esporotricose (DUNSTAN et al., 1986;
NOBRE et al, 2002; BARROS et al, 2004;SCHUBACH et al,
2004; GREMIAO et al., 2006; SUNDRIYAL; SHARMA; JAIN, 2006; PEREIRA et al.,
2009; PEREIRA et al., 2010; CHAVES et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; NAKASU
et al., 2020).

Alguns fatores podem dificultar o tratamento e influenciar no tempo de
cicatrizacdo das lesdes. De acordo com De Souza et al. (2018), a idade dos gatos pode
estar relacionada a um maior tempo de cicatrizacdo ou insucesso terapéutico. Segundo
0s autores, gatos com menos de dois anos apresentam granulomas com alta carga
fungica nas lesdes cutaneas e alteracOes histologicas cutaneas sugestivas de uma
resposta imunodeficiente, com reduzido nimero de macrdfagos, neutrofilos e linfocitos.
Além disso, a ocorréncia de sinais respiratorios, lesdes na mucosa nasal e lesdes
cutaneas com granulomas de elevada carga fungica sdo preditores de falha no
tratamento. O baixo suprimento sanguineo no plano nasal torna essa regido de dificil
tratamento, devido a dificuldade de o medicamento alcancar essa area em concentracao
suficiente para impedir a total multiplicacdo das leveduras. Devido a isso, a regido nasal
tem sido a mais relatada como apresentando lesdes refratarias a terapia antifungica
(GREMIAO et al., 2011; REIS et al., 2012; GREMIAO et al., 2014; DE SOUZA et al.,
2018; NAKASU et al., 2020).

Atualmente, existem cinco classes de agentes antifungicos utilizados, sendo eles:
poliénicos, azbis (imidazdis e triazois), equinocandinas, alilaminas e analogo de
pirimidina. Os iodetos de sddio e potassio também tém sido uma alternativa. Outros
farmacos, como a miltefosina e produtos naturais tém sido relatados. Além disso,
técnicas como excisdo cirdrgica das lesbes, termoterapia localizada, fotomodulacdo a
laser de baixa poténcia e criocirurgia podem ser utilizadas como alternativa para auxiliar
no tratamento (PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2014).
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3.2.1 Poliénicos

Agentes poliénicos ligam-se aesterol na membrana plasmética dos fungos,
principalmente ao ergosterol, resultando no aumento da permeabilidade e
extravazamento de componentes intracelulares, levando a morte fungica (GINTJEE;
DONNELLEY; THOMPSON, 2020). Dentro dessa classe, a anfotericina B (Figura 1)
tem sido relatada no tratamento da esporotricose felina disseminada.

Figura 1 — Formula estrutural da anfotericina B.

Fonte: PubChem.

Estudos in vitro demonstraram que a anfotericina B apresenta diversificados
valores de concentracdo inibitéria minima, mas boa acdo contra alguns isolados das
principais espécies patogénicas de Sporothrix (MARIMON et al., 2007b; SILVEIRA et
al., 2009; GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2014a; BRILHANTE et al., 2016; CORDOBA et al., 2018).

Em um estudo in vivo conduzido por Ishida et al. (2015) foram avaliadas a
eficicia e seguranca de trés esquemas terapéuticos para tratamento da esporotricose
causada por S. brasiliensis, utilizando modelo murino. Os autores utilizaram um isolado
felino altamente virulento de S. brasiliensis. Os animais foram divididos em quatro
grupos: 1 mg/kg/dia de anfotericina B por via intravenosa por 7 dias (grupo 1); 75
mg/kg/dia de itraconazol por via oral por até 30 dias (grupo 2); e a associacdo do

primeiro tratamento com anfotericina B seguido pelo segundo tratamento com
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itraconazol (grupo 3) e camundongos ndo tratados (grupo 4, controle). O tratamento
com anfotericina B sozinho, ou seguido por itraconazol, mostrou maior eficacia,
levando a uma taxa de sobrevivéncia de 100% dos camundongos em 45 dias. Por outro
lado, nenhum camundongo tratado com itraconazol sozinho sobreviveu por mais de 42
dias. Tanto a anfotericina B sozinha, quanto seguida pelo itraconazol, levaram a uma
reducdo significativa (30% a 40%) na carga flngica em todos os 6rgaos analisados em
comparagdo com o grupo ndo tratado. O tratamento com itraconazol foi o menos
eficiente na reducdo da carga fangica. Aos 12 dias pds-inoculacdo, a carga de fungos em
todos os Orgdos examinados de camundongos submetidos ao tratamento com
itraconazol foi semelhante ao observado em camundongos néo tratados.

Poucos sdo os relatos sobre a utilizacdo da anfotericina B intravenosa no
tratamento da esporotricose felina e praticamente todos descrevem insucesso do
tratamento. Nusbaum et al. (1983) relataram um caso em que o gato foi submetido a
eutanasia devido a sinais neurologicos durante a terapia combinada de anfotericina B
intravenosa e flucitosina. Dunstan et al. (1986) relataram um caso de um felino com
esporotricose disseminada, tratado com anfotericina B intravenosa por uma semana. O
animal ndo apresentou melhora do quadro clinico e foi eutanasiado. Em outro relato, o
uso da anfotericina B foi limitado pela nefrotoxicidade, apesar do animal apresentar
uma resposta inicial satisfatoria (MACKAY et al., 1986).

Portanto, a administracdo intravenosa da anfotericina B em gatos torna-se
limitada devido aos efeitos adversos relatados, como trombose das veias cefalica e
jugular e nefrotoxicidade, além da escassez de relatos de sucesso terapéutico (MALIK
et al., 1996). Com base nesses dados, alguns autores testaram a aplicacédo intralesional e
subcutanea de anfotericina B em gatos com esporotricose e obtiveram sucesso no
tratamento associado com itraconazol oral com poucos efeitos colaterais (GREMIAO et
al., 2014). Gremido et al. (2009) descreveram a administracdo de anfotericina B
intralesional em combinacdo com itraconazol oral em um gato com esporotricose que
apresentou lesdo cutanea refrataria persistente na regido nasal apds nove meses de

tratamento com itraconazol oral (20 mg/kg/dia). A anfotericina B foi diretamente
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infiltrada na les&o, sendo aplicada uma vez por semana até a regressao completa, que
ocorreu apos a terceira aplicacéao.

Em outro estudo, Gremido et al. (2011) descreveram a administracdo de
anfotericina B intralesional em combinacdo com itraconazol oral em 26 gatos com
esporotricose refrataria. O estudo consistiu em gatos com lesdes residuais refrataria ao
itraconazol oral. O critério para esporotricose refratéria foi a falta de resposta por pelo
menos oito semanas sob administracdo oral de itraconazol. A anfotericina B foi
diretamente infiltrada nas lesdes, sendo aplicada uma vez por semana ou a cada duas
semanas até a cura completa. O itraconazol oral (100 mg/dia) foi mantido durante todo
0 estudo e por um més adicional ap0s a cicatrizacdo das lesdes. Dos gatos tratados,
84,6% obtiveram remisséo clinica, sendo 72,7% curados e 27,3% apresentaram lesdes
recorrentes no mesmo local, aparecendo dois (9,1%), trés (9,1%) e cinco (9,1%) meses
apos a cura clinica. Em 11,5% dos gatos os proprietarios abandonaram o tratamento e
em 3,9% houve falta de resposta clinica. Dos animais curados, uma Unica aplicacdo de
anforeticina B intralesional foi eficaz em 25% dos animais; duas aplicacfes foram
necessarias para 43,75%; 25% exigiram trés aplicacbes e 6,25% exigiram cinco
aplicacbes. Os efeitos adversos observados durante o tratamento foram a formacédo de
abscesso estéril em 15,4% e edema em 11,5% dos gatos.

Rodrigues (2009) descreveu a resposta terapéutica ao uso da anfotericina B
subcutanea associada ao itraconazol em 17 gatos com esporotricose que apresentaram
resposta clinica insatisfatoria ao tratamento antifingico com itraconazol oral ap6s um
periodo minimo de oito semanas. Os animais foram submetidos a administracGes de
anfotericina B via subcutanea uma vez por semana, com no maximo 20 aplicacGes ou
até a cura clinica. A terapia antifungica oral convencional foi mantida durante a
realizacdo do estudo. De acordo com os resultados obtidos, o protocolo utilizado se
mostrou eficiente em 35,3% casos. Porém, recidiva, estagnacdo e progressdo do quadro

clinico também ocorreram, além de formacéo de abscesso estéril local.
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3.2.2 Azois

Assim como os polienos, os azdis apresentam como alvo o ergosterol. Atuam
primariamente inibindo a enzima lanosterol 14-a-demetilase, que é necessaria para a
conversdao do lanosterol em ergosterol. As alteracbes induzidas na membrana levam ao
aumento de permeabilidade, resultando em lise e morte celular (ALSPAUGH, 2020;
GINTJEE; DONNELLEY; THOMPSON, 2020). Existem dois grupos de farmacos
presentes nessa classe (imidazois e triazois). Dentre os relatados no tratamento da
esporotricose, destacam-se o cetoconazol, pertence ao grupo dos imidazdis, e os triazdis

fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol (Figura 2).

Figura 2 — Formulas estruturais dos azéis.
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Fonte: PubChem.

Estudos in vitro demonstraram boa atividade do cetoconazol (MARIMON et al.,
2007b; OLIVEIRA et al., 2011; STOPIGLIA et al., 2014; BRILHANTE et al., 2016;
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HAN et al., 2017; CORDOBA et al., 2018), itraconazol (MCGINNIS et al., 2001;
MARIMON et al., 2007b; SILVEIRA et al., 2009; GUTIERREZ-GALHARDO et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2011; BORBA-SANTOS et al., 2015b; RODRIGUES et al.,
2014a; STOPIGLIA et al., 2014; BRILHANTE et al., 2016; HAN et al., 2017,
SANCHOTENE et al., 2017; CORDOBA et al., 2018) e posaconazol (MARIMON et
al., 2007b; SILVEIRA et al., 2009; GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010; BORBA-
SANTOS et al., 2015b; RODRIGUES et al., 2014a; ALMEIDA-PAES et al., 2017,
CORDOBA et al., 2018) frente a isolados de Sporothrix spp.. Enquanto o fluconazol e o
voriconazol ndo apresentaram bons resultados em testes in vitro (MCGINNIS et al.,
2001; MARIMON et al., 2007b; GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2011; BORBA-SANTOS et al., 2015b; RODRIGUES et al., 2014a; STOPIGLIA
et al., 2014; BRILHANTE et al., 2016; CORDOBA et al., 2018).

Existem varios estudos sobre a utilizacdo do cetoconazol no tratamento da
esporotricose felina. Da Silva et al. (2008) observaram a cicatrizagdo completa das
lesbes cutdneas e auséncia de alteracbes conjuntivais em um gato tratado com
cetoconazol oral (50 mg/animal cada 12h) apos 75 dias de tratamento. Em outro relato,
Nakamura et al. (1996) observaram desaparecimento completo das lesdes de um felino
apos 24 dias de administracdo oral de cetoconazol. Enquanto Raimer et al. (1983)
relataram que de seis animais tratados com cetoconazol oral (10/mg/kg/dia),
0 desaparecimento das lesdes ocorreu em 83,33% dos gatos. Porém, observaram que
apos seis semanas de tratamento a terapia ndo erradicou o organismo dos linfonodos
regionais. Em outro trabalho, Nobre et al. (2001) relataram trés animais tratados com
cetoconazol oral (10 mg/kg/dia) apresentando falta de apetite com dez dias de
tratamento, sendo a medicagdo descontinuada.

Han et al. (2017) observaram que isolados de Sporothrix sp. foram mais
sensiveis ao cetoconazol quando comparado com o itraconazol em testes in vitro.
Porém, quando o cetoconazol oral (10 mg/kg) foi testado em oito animais com
esporotricose, apenas um apresentou cura das lesbes, enquanto quatro morreram.

Almeida-Paes et al. (2017), relataram que o cetoconazol in vitro apresentou menor valor
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de concentracdo inibitéria minima comparado a outros azois. Entretanto, alguns
isolados de S. brasiliensis de humanos e gatos apresentaram resisténcia a este farmaco.

Os efeitos colaterais imediatos mais comuns do cetoconazol s&o anorexia,
vomito e diarreia. A longo prazo pode ser observada hepatotoxicidade (hepatomegalia,
enzimas hepaéticas séricas elevadas e ictericia), perda de peso e alteracdes na pelagem
(clareamento da cor, alopecia e pelagem seca). Portanto, é aconselhavel monitorar as
enzimas hepéticas sericas mensalmente durante o tratamento com cetoconazol
(WILLARD et al., 1986; SHERDING, 2005). Devido a essas reagdes adversas, torna-se
limitado seu uso por tempo prolongado, tendo sido substituido pelo itraconazol.

Relatos na literatura mostram que o itraconazol tem sido mais eficiente com
menos efeitos colaterais e mais seguro que o cetononazol. Schubach et al. (2004)
relataram cura clinica em 33,8% dos gatos tratados com itraconazol (5 a 10 mg/kg/dia) e
em 4,4% dos animais tratados com cetoconazol (5 a 10 mg/kg/dia). Em outro estudo,
Pereira et al. (2010) avaliaram a eficacia e seguranca do tratamento com cetoconazol e
itraconazol em 773 gatos diagnosticados com esporotricose. Nesse estudo 598 gatos
receberam cetononazol oral (13,5 a 27,0 mg/kg) a cada 12 horas/24 horas e 175 gatos
receberam itraconazol oral (8,3 a 27,7 mg/kg/dia). Dos animais tratados, 238 gatos
(30,8%) obtiveram resolucdo completa das lesdes, 105 (13,6%) morreram e 430
(55,6%) abandonaram o tratamento ou ainda estavam em tratamento no tempo da
analise dos dados. Dos gatos curados, 171 (28,6%) receberam cetoconazol e 67 (38,3%)
receberam itraconazol. O tempo médio de cura clinica (28 semanas) ndo diferiu entre os
farmacos. Efeitos gastrointestinais foram relatados em 252 gatos (42%) tratados com
cetoconazol e 54 gatos (30,9%) tratados com itraconazol, sendo a hiporexia o efeito
colateral mais frequente (31,3%), seguido de vomitos e diarreia. Os autores concluiram
que as chances de alcancar a cura clinica das lesdes foram 1,3 vezes maiores em animais
tratados com itraconazol do que nos tratados com cetoconazol.

No estudo in vivo conduzido por Ishida et al. (2015, o qual foi mencionado no
topico 3.2.1, a administracdo de itraconazol oral (75 mg /kg/dia) durante 30 dias néo foi
eficiente na reducdo da carga fangica, levando a mortalidade de 100% dos animais.

Segundo os autores, o itraconazol ndo foi capaz de tratar com eficiéncia casos graves de
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esporotricose murina. J& Antunes et al. (2009) relataram boa atividade do itraconazol
oral (10 mg/kg/dia) no tratamento da esporotricose cutdanea em 80 ratos infectados
experimentalmente.

Estudos realizados em felinos com esporotricose tém mostrado resultados
satisfatdrios. Rossi, Odaguiri e Larsson (2013) observaram 100% de cura sem efeitos
colaterais em 17 gatos com esporotricose tratados com itraconazol oral (10 mg/kg/dia)
independente da sua forma clinica. Madrid et al. (2010) examinaram e acompanharam a
evolucdo do tratamento com itraconazol oral (10 mg/kg/dia) em doze felinos (um a dez
anos de idade) diagnosticados com esporotricose. A cura clinica foi alcancada até o final
do terceiro més de tratamento em 50% dos felinos, dos quais dois apresentaram a forma
cutanea localizada e quatro a forma cuténea disseminada. Do restante dos animais,
quatro ndo retornaram para avaliacdo, um alcangou cura clinica apds cinco meses de
terapia antifungica e outro morreu durante o quarto més de tratamento.

Em outro estudo, Crothers et al. (2009) descreveram treze casos de gatos com
esporotricose examinados e tratados entre os anos de 1987 e 2007. Trés gatos
apresentavam lesdes cutaneas localizadas, quatro gatos apresentavam lesdes cutaneo-
linfaticas, envolvendo mais de uma area do corpo, e seis gatos apresentavam a forma
generalizada com sinais respiratorios (secrecao nasal, espirros, respiracdo e estertor
respiratorio), anorexia e perda de peso. Doze dos treze gatos foram tratados com
itraconazol oral com doses variando entre 5 mg/kg/animal a cada 12 h a 10 mg/kg/dia.
Apenas um gato foi tratado com fluconazol via oral (1 mg/kg/dia). Dos gatos tratados
com itraconazol, um recebeu iodeto de sodio 20% via oral (20 mg/kg) a cada 12 h por
seis semanas, seguido do tratamento com itraconazol oral; e outro gato recebeu iodeto
de potéassio por via oral (dose desconhecida), duas vezes ao dia, durante uma semana,
seguido do tratamento com itraconazol oral. Os autores observaram que seis gatos
tratados com itraconazol obtiveram resolucdo das lesdes cuténeas e sinais clinicos
dentro de um periodo de acompanhamento de dois a seis meses. Dois gatos tratados
com itraconazol que apresentavam a forma disseminada da doenca morreram (devido a
outras causas) sem a resolucdo completa das lesdes, sendo que um dos gatos estava em

tratamento ha quatro anos. Dois gatos que apresentavam a forma cuténea localizada e
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foram tratados com itraconazol oral apresentaram recidiva das lesdes ap6s o fim do
tratamento. O gato tratado com fluconazol obteve a resolucdo dos sinais clinicos
cutdneos e respiratorios com 12 semanas. Porém, os sinais respiratorios se repetiram
dentro de quatro semanas apés a descontinuacdo do tratamento. Os gatos tratados com
iodeto de sodio e iodeto de potassio somente obtiveram resolucdo das lesbes apds o
inicio do tratamento com itraconazol.

O itraconazol tem sido o farmaco de escolha para o tratamento da esporotricose
felina por apresentar os melhores resultados com menos reagdes adversas
quando comparado a outros antiflngicos, especialmente em situagdes em que 0 custo
ndo e um fator limitante. Macdonald, Ewert e Reitmeyer (1980) isolaram Sporothrix de
lesbes de gatos, cicatrizadas ha seis meses apds o tratamento e evidenciaram a
necessidade de um tempo de tratamento prolongado. Assim é recomendada a
administracdo do farmaco até um més apos a resolugdo completa das lesGes cutaneas,
que podem levar de algumas semanas a varios meses, tornando elevado o custo do
tratamento (WELSH, 2003; PEREIRA et al., 2010; LLORET et al., 2013; GREMIAO et
al., 2014).

O itraconazol apresenta potencial hepatotoxico, principalmente devido ao uso
prolongado, sendo fundamental um acompanhamento mensal da funcdo hepéatica em
animais em tratamento (LLORET et al., 2013). Thomson et al. (2019) relataram efeitos
gastrointestinais, como letargia e vomito, além de elevacdo das enzimas hepaticas
séricas, indicando lesdo hepatica em gatos tratados com itraconazol oral (10 mg/kg/dia).

Falhas terapéuticas foram relatadas, especialmente em casos com sinais
respiratorios, lesdes na mucosa nasal e alta carga fungica nas lesdes cutaneas (DE
SOUZA et al., 2018). Essas falhas terapéuticas podem ser possivelmente devido a
resisténcia de isolados de Sporothrix em decorréncia do uso indiscriminado
de itraconazol nas clinicas meédicas e veterindrias (ODDS; BROWN; GOW,
2003; KOHLER et al., 2004; KOHLER et al., 2006; SUNDRIYAL; SHARMA,; JAIN,
2006; NAKASU et al., 2020).

Embora o mecanismo de desenvolvimento de resisténcia ndo esteja totalmente

elucidado, acredita-se que esteja relacionado a capacidade de producdo de melanina, a
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baixa diversidade genética e, possivelmente ao nimero anormal de cromossomos, e as
mutagdes no citocromo P450 (WALLER et al. 2020a).

Waller et al. (2020b) avaliaram a eficacia in vitro de formulagdes de itraconazol
(humano e veterinario) de diferentes marcas disponiveis no mercado contra S.
brasiliensis e estimaram a quantidade de itraconazol em cada formulagédo. Dos isolados
testados 34,5% do total foram resistentes a todas as formulagdes. A quantidade de
ingredientes ativos ndo correspondeu a concentracdo indicada na embalagem pelos
fabricantes, sendo que o itraconazol estava presente em uma concentracao
significativamente menor do que o esperado. Portanto, as formulagdes apresentaram
variacdes no grau de eficacia, com sensibilidade entre 32,9 e 51,7% em formulacdes
veterinarias; e entre 69 a 72,4% em formulagdes humanas.

Nos ultimos anos, estudos tém mostrado a resisténcia de isolados de Sporothrix
spp. frente ao itraconazol. Nakasu et al. (2020) relataram que de 12 gatos atendidos com
esporotricose causada por S. brasiliensis, somente um apresentou melhora clinica com o
uso de itraconazol (100 mg/animal) associado a iodeto de potéssio (20 mg/kg) durante
trés meses, enquanto 0s outros animais ndo apresentaram evidéncias de cura clinica. Os
autores avaliaram a suscetibilidade in vitro dos doze isolados frente ao itraconazol e
observaram altos valores de concentragéo inibitoria minima (> 16 mg/L) em 58,3% dos
isolados, sendo os isolados classificados como resistentes ao itraconazol.

Stopiglia et al. (2014) observaram que dos 85 isolados de Sporothrix testados,
5,9% apresentaram resisténcia ao itraconazol. Borba-Santos et al. (2015b) relataram a
resisténcia de 32 isolados de S. brasiliensis ao itraconazol e ressaltaram que isolados
recentes (2011-2012) foram, de um modo geral mais resistentes do que isolados antigos
(anterior a 2004). Achados semelhantes foram observados por Madrid et al. (2010) e
Nakasu et al. (2020), onde isolados de Sporothrix de felinos “recentes” (2016-2017)
foram menos suscetiveis ao itraconazol em comparacdo com isolados de casos mais
antigos (2002-2006).

Silveira et al. (2009) testaram in vitro 62 isolados clinicos de Sporothrix spp.
oriundos de cinco paises diferentes (Peru, Venezuela, Brasil, Uruguai e Espanha) e

observaram diferencas estatisticas de acordo com a fonte geografica dos isolados,
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sugerindo que a origem geografica possa levantar diferengas na suscetibilidade aos
antifingicos. De todos os isolados testados, 36% foram resistentes ao itraconazol, sendo
66,6% provenientes do Uruguai.

Trilles et al. (2005) observaram que os isolados de Sporothrix spp. oriundos de
infeccbes disseminadas foram menos suscetiveis ao itraconazol do que os de infeccBes
localizadas. Enquanto Kohler et al. (2004) observaram que isolados de gatos
apresentavam mais resisténcia ao itraconazol que isolados de humanos que ndo
apresentaram nenhuma resisténcia. O mesmo foi observado por Oliveira et al. (2011),
que relataram maior proporcdo de espécies de Sporothrix resistentes ao itraconazol na
esporotricose animal (22,2%) do que na humana (0%).

Estudos realizados com posaconazol demonstraram bons resultados em testes de
suscetibilidade contra isolados de Sporothrix spp.. Borba-Santos et al. (2015b)
observaram melhores resultados utilizando posaconazol do que o itraconazol em testes
in vitro contra isolados de S. brasiliensis. Fernandez-Silva et al. (2012), em um estudo
in vivo em murinos com esporotricose disseminada causada por S. brasiliensis e S.
schenckii stricto sensu, mostraram boa eficacia, com reducdo na carga fangica apos o
tratamento com doses didrias de 5 mg/kg de posaconazol. Thomson et al. (2019)
relataram o insucesso terapéutico do itraconazol oral (10 mg/kg/dia) no tratamento de
um gato diagnosticado com esporotricose. O animal apresentou letargia, vomito e
elevacdo sérica de alanina aminotransferase. Porém, quando a terapia foi alterada para
posaconazol oral (7,5 mg/kg/dia) houve resolucdo completa da lesdo, regressdo das
reacOes adversas e uma diminuicdo significativa, mas ndo normalizacdo nas atividades
das enzimas hepaticas. Porém, o alto custo do tratamento com posaconazol faz dele uma
alternativa inviavel (MARIMON et al., 2007b).

3.2.3 Equinocandinas
As equinocandinas inibem a sintese do (1,3) -B-D-glucano, que é um

componente importante da parede celular dos fungos, levando ao enfraquecimento e
consequentemente lise e morte celular (ODDS; BROWN; GOW, 2003; VAN DAELE
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et al., 2019). Os farmacos dessa classe s@o a caspofungina e micafungina (Figura 3). As
equinocandinas sdo notavelmente bem toleradas, com poucos efeitos adversos. Porém,

testes in vitro ndo tém demonstrado boa eficécia frente a isolados de Sporothrix.

Figura 3 — Formulas estruturais das equinocandinas.

Caspofungina Micafungina

Fonte: PubChem.

Estudos realizados in vitro demonstraram inatividade da micafungina
(MARIMON et al., 2007b) e caspafungina (OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et
al., 2014a) frente a isolados de Sporothrix spp.. J& Brilhante et al. (2016) observaram
que a caspofungina apresentou maior variacdo na concentracdo inibitoria minima,
apresentando moderada atividade contra isolados de S. brasiliensis de casos de
esporotricose felina. Adicionalmente, o uso das equinocandinas é limitado pela falta de
formulacdes orais disponiveis, sendo comercializadas apenas como infusbes

intravenosas.
3.2.4 Alilaminas
As alilaminas, representadas pela terbinafina (Figura 4), interferem na sintese do

ergosterol pela inibicdo da esqualeno epoxidase, enzima necessaria para a sintese do
ergosterol (ODDS; BROWN; GOW, 2003; GINTJEE; DONNELLEY; THOMPSON,
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2020). Trabalhos véem demonstrando uma boa atividade da terbinafina contra isolados
de Sporothrix, apresentando maior atividade in vitro do que os azdis (KOHLER et al.,
2004; MARIMON et al., 2007b; MEINERZ et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009;
GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; BORBA-SANTOS
et al., 2015b; STOPIGLIA et al, 2014; ALMEIDA-PAES et al, 2017,
SANCHOTENE et al., 2017; CORDOBA et al., 2018).

Figura 4 — Formula estrutural da terbinafina.

Fonte: PubChem.

Porém, Han et al. (2017) avaliaram in vitro quarenta isolados de Sporothrix e
observaram que 68% foram resistentes a terbinafina. Almeida-Paes et al. (2017)
também relataram isolados de S. brasiliensis resistentes a terbinafina em teste in vitro.
Schubach et al. (2004) avaliaram a terbinafina oral (30 mg/dia) e itraconazol oral (10
mg/kg) associado a terbinafina oral (30 mg/dia) em gatos diagnosticados com
esporotricose. Os autores observaram uma taxa de cura de 7,4% em gatos tratados com
a associacdo e 5,9% em gatos tratados somente com terbinafina. Entretanto, um estudo
in vivo com modelo murino demostrou baixa eficacia da terbinafina (20 e 30 mg/kg) no
tratamento da esporotricose cutanea (ANTUNES et al., 2009).

3.2.5 Analogos da Pirimidina
A classe de analogos da pirimidina inclui a flucitosina (Figura 5), que age

interferindo seletivamente na sintese de acidos nucléicos fungico. Este farmaco esta

disponivel como formulacéo oral e seus principais efeitos adversos sdo essencialmente
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limitados a supressdo da medula ¢ssea (ODDS; BROWN; GOW, 2003; VAN DAELE
et al., 2019; ALSPAUGH, 2020). Porém, Marimon et al. (2007b), Rodrigues et al.
(2014a) e Cdrdoba et al. (2018) observaram que a flucitosina ndo apresentou atividade
in vitro contra isolados de Sporothrix spp.. Adicionalmente, Nusbaum et al. (1983)
relataram um caso em que o gato foi submetido a eutanasia devido a sinais neuroldgicos

durante a terapia combinada de flucitosina a anfotericina B intravenosa.

Figura 5 — Formula estrutural da flucitosina.

NH,

Fonte: PubChem.

3.2.6 lodetos

O iodeto de potéssio € um medicamento de baixo custo que tem sido utilizado
para tratar as formas cutaneas e linfocutanea da esporotricose felina (STERLING;
HEYMANN, 2000; GREMIAO et al, 2014). Solucdes saturadas de iodeto de potassio
assim como capsulas tém demonstrado eficacia no tratamento, porém o mecanismo pelo
qual o iodeto de potassio atua ainda é desconhecido, mas acredita-se que atue por meio
da resposta imune (GOUGEROT, 1950) e da modulacdo da resposta inflamatdria
(TORRES-MENDOZA et al., 1997).

SolucBes saturadas de iodeto de potéssio, assim como capsulas, tém mostrado
eficacia no tratamento. Brilhante et al. (2018) relataram também a eficacia na inibicao
da formacdo de biofilme de células de Sporothrix. Dunstan et al. (1986) relataram um

caso de um gato com esporotricose disseminada, tratado com solucéo saturada de iodeto
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de potassio 20% administrado por via oral. O animal apresentou resolu¢do completa das
lesbes apds cinco meses de terapia. O mesmo foi observado por Gonzalez-Cabo et al.
(1989), que relaram um caso de resolucdo completa das leses de esporotricose em um
felino ap6s oito semanas de tratamento com solucdo saturada de iodeto de potassio a
20% em doses de 0,1 mL/kg por via oral.

Reis et al. (2012) avaliaram a eficcia de capsulas de iodeto de potassio oral em
doses de 5 mg/kg a 20 mg/kg no tratamento de 48 gatos com lesdes cutneas Unicas e
multiplas, diagnosticados com esporotricose. A taxa de cura foi de 47,9%, enquanto a
taxa de insucesso foi de 37,5% devido a falta de resposta clinica e efeitos clinicos
adversos graves. Dos efeitos adversos, a hiporexia (52%) foi o sinal mais observado,
seguido de letargia, perda de peso, anorexia, vomito e diarreia. Um total de 27,1% dos
gatos apresentaram leve aumento dos niveis de enzimas hepaticas, apresentando sinais
clinicos sugestivos de hepatotoxicidade.

Os felinos sdo muito suscetiveis a iodetos e devem ser cuidadosamente
monitorados quanto as reacfes adversas, que podem incluir depressdo, anorexia,
vOmito, diarreia, espasmos musculares, hipotermia, hipertermia, ptialismo,
hiperexcitabilidade, pelagem seca, colapso cardiovascular, cardiomiopatia e, se nédo
descontinuado, o tratamento pode levar a interrupcdo da producdo endogena de
horménios da tiredide, podendo causar tireoidite e hipo ou hipertireoidismo. Em alguns
casos, 0s gatos podem ndo responder ao tratamento com iodetos e evoluir para piora do
quadro clinico e Obito. Portanto, recomenda-se um monitoramento frequente dos
animais com exames bioguimicos para acompanhamento da funcdo hepatica, além de
uma avaliacdo do horménio estimulador da tiredide, para garantir que a funcdo
tireoidiana permanece normal (STERLING; HEYMANN, 2000; YAMADA et al.,
2011; REIS et al., 2012).

Casos de insucesso terapéutico também sao relatados na literatura (DUNSTAN,
1986; MACKAY et I, 1986; CROTHERS et al., 2009). Em um estudo conduzido por
Nobre et al. (2001) quatro gatos apresentaram cura das lesdes, enquanto dezesseis
apresentaram efeito toxico, com progressdo das lesdes, diarreia, falta de apetite e

evolucdo para anorexia e morte dos animais.
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Por apresentar muitos efeitos colaterias, o iodeto de potéssio ndo é o farmaco de
primeira escolha para o tratamento da esporoticose e tem sido recomendado isolado ou
em associacdo com o itraconazol em casos de gatos refratarios. Reis et al., (2016)
avaliaram a eficacia da associacao de itraconazol (100 mg/dia) e iodeto de potéassio (2,5
a 20 mg/kg/dia) em 30 gatos com esporotricose. Dos animais tratados, 96,15%
atingiram cura clinica com uma mediana de 14 semanas de tratamento e 3,85%
morreram. Efeitos adversos ocorreram em 50% dos gatos, sendo a hiporexia e perda de
peso os sinais mais frequentes. Além disso, foi observada elevacdo nos niveis de
transaminase e 20% dos animais tiveram a terapia temporariamente suspensa devido a
sinais clinicos de hepatotoxicidade.

Em outro estudo, Da Rocha et al. (2018) avaliaram a eficacia e seguranca do
iodeto de potassio (5 mg/kg) combinado com itraconazol (100 mg/dia) em 38 gatos com
esporotricose refrataria ao itraconazol. Dos animais tratados, 63,2% foram curados
dentro de um tempo médio de 20 semanas (16 a 32 semanas). Falhas terapéuticas
ocorreram em 13,1% dos casos e 7,9% dos animais morreram. Dos 38 gatos incluidos
no estudo, 8% apresentaram sinais clinicos adversos, sendo que 21% apresentaram
apenas elevacdo nos niveis de transaminase e 32% apresentaram efeitos adversos e
elevacdo dos niveis de transaminase. Dentre as reacdes adversas observadas, a hiporexia
e perda de peso foram as mais frequentes. Devido a este fator, 18% dos animais tiveram
a terapia temporariamente suspensa por sete dias.

Outro iodeto que também pode ser utilizado é o iodeto de sodio, cujo mecanismo
de acdo permanece desconhecido. No entanto, poucos sdo os trabalhos que relataram a
cura clinica de gatos com esporotricose quando tratados com iodeto de sodio.
Adicionalmente ha riscos de iodismo durante o tratamento, ocasionando apatia,
anorexia, vOmito e diarreia, aléem de hipotermia, hipertermia, cardiomiopatia,
hiperexcitabilidade, espasmos musculares e ptialismo (NOBRE et al., 2002;
NUSBAUM et al., 1983; PEASTON 1993; NAKAMURA et al., 1996; CROTHERS et
al., 2009).

Burke, Grauer e Macy (1983) relataram um caso de esporotricose felina

refrataria ao uso de itraconazol oral onde houve completa resolucdo das lesbes com o
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tratamento com iodeto de sddio. Inicialmente foi utilizada uma dose de 40 mg/kg a cada
12h, quando o gato apresentou febre, anorexia e cardiomiopatia congestiva a terapia foi
descontinuada e os parametros fisioldégicos voltaram a normalidade. O farmaco foi
reintroduzido com diminuicdo da dose para 20 mg/kg a cada 12h e nenhuma reacao
adversa foi observada. Houve a completa remissao das lesdes e cura em trés meses.

Em outro estudo, Schubach et al. (2004) relataram cura clinica de 38,2% dos 68
gatos tratados com iodeto de sodio por via oral a cada 12 h (10 mg/kg). Reacdes
adversas foram observadas em 40,5% dos animais, sendo anorexia, vomito e diarreia as
reacOes adversas mais frequentes. Carvalho et al. (2018) avaliaram a resposta
terapéutica de capsulas de iodeto de sddio (5 mg/kg/dia) administradas por via oral em
vinte e oito gatos com esporotricose. Durante o tratamento, 21,4% necessitaram de um
aumento da dose (10 mg/kg) devido a falta de resposta clinica. Dos animais tratados,
35,7% apresentaram reacOes adversas, sendo a hiporexia e perda de peso 0s sinais mais
relatados; e 10,71% dos animais apresentaram alteracdo na funcéo renal. A cura clinica

foi obtida em 21,4% dos casos e a falha do tratamento foi observada em 46,4%.

3.2.7 Miltefosina e Produtos Naturais

A miltefosina, originalmente desenvolvida para uso em quimioterapia para
cancer, demonstrou ter significativa atividade antifingica contra varios fungos
patogénicos. Segundo Borba-Santos et al. (2015a), a miltefosina apresenta alta atividade
in vitro contra isolados de Sporothrix brasiliensis ocasionando perda da integridade da
membrana plasmatica e alteracdo na estrutura da parede celular, levando a um aumento
na concentracdo de melanina nas células leveduriformes.

Brilhante et al. (2014a) avaliaram a atividade in vitro da miltefosina contra 62
cepas de Sporothrix de diferentes espécies (S. brasiliensis, S. schenckii strictu sensu, S.
mexicana e S. globosa) recuperadas de humanos, animais e ambiente. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as concentrac@es inibitérias minimas
contra as diferentes espécies avaliadas, apresentando bons resultados contra isolados de

S. brasiliensis e S. schenckii strictu sensu. Brilhante et al. (2018) relataram que a
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miltefosina reduziu a atividade metabolica de biofilmes de Sporothrix na forma
filamentosa e leveduriforme em 67,7 e 51,6%, respectivamente.

Apesar de estudos in vitro mostrarem o potencial antifingico da miltefosina e a
possibilidade de tornd-la uma alternativa no tratamento da esporotricose, em estudo
recente com pacientes felinos esse potencial ndo foi confirmado. Segundo Da Silva et
al. (2018), o uso da miltefosina oral (2 mg/kg/dia), durante 15 a 45 dias, ndo foi eficaz
no tratamento de dez gatos refratarios a terapia com itraconazol oral (100 mg/kg/dia) e
iodeto de potéssio oral. Os animais ndo apresentaram efeitos adversos importantes,
contudo também ndo obtiveram remissdo completa da esporotricose, contrariando 0s
resultados obtidos em estudos in vitro.

Alguns trabalhos também tém relatado a acédo antifingica in vitro de extratos de
plantas contra cepas de Sporothrix. De acordo com Waller et al. (2016a), cem espécies
de plantas apresentaram atividade contra fungos do género Sporothrix, sendo estas
espécies pertencentes a 39 familias botanicas, nas quais destacaram as familias
Combretaceae (31%), Asteraceae (11%) e Lamiaceae (7%), que apresentaram 0 maior
nimero de espécies com atividade confirmada. Muitos produtos naturais ja
demonstraram atividade antifungica contra as espécies de Sporothrix, como prépolis
marrom (PETER et al., 2019), derivados de cumarina (FOREZI et al., 2018), extrato de
orégano (Origanum vulgare) (COUTO et al., 2015), extrato de manjerona (Origanum
majorana) (WALLER et al., 2016b), extrato de cha verde (Camelia sinensis)
(WALLER et al., 2015), componentes de Oleos essenciais de plantas, tais como o
farnesol (BRILHANTE et al., 2014b) e o terpinen-4-ol (BRILHANTE et al., 2019).
Porém, ndo ha estudos in vivo que comprovem a eficacia desses produtos naturais no

tratamento da esporotricose felina.
3.2.8 Outras Alternativas
Alguns autores relataram como alternativa auxiliar no tratamento da

esporotricose felina o uso da resseccdo cirdrgica associado com antifangico oral,

principalmente quando ha insucesso no tratamento medicamentoso. Gremido et al.
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(2006) relataram sucesso na remocgdo cirurgica de uma lesdo persistente na bolsa
escrotal e testiculos de um gato com esporotricose em tratamento com itraconazol 20
mg/kg/dia. Em outro relato, um gato com obstrucéo uretral parcial, ocasionando grave
retencdo urinaria, o tratamento cirurgico através da uretrostomia perineal provou ser
eficaz quando associado com itraconazol oral (10 mg/kg/dia) por dois meses
(CORGOZINHO et al., 2006).

Thomson et al. (2019) descreveram o uso da técnica de remocao cirdrgica de um
nédulo macio, elevado e ndo ulcerado associada ao posaconazol oral (7,5 mg/kg/dia) em
um caso de esporotricose felina, resultando em resolugdo completa da lesdo. Ja Hirano
et al. (2006) relataram a resolugcdo completa de um abscesso no coxim plantar de um
gato através da excisdo cirurgica associada com itraconazol oral (15 mg/kg/dia).
Contudo, a principal limitacdo desta técnica é que a les@o deve estar localizada em um
sitio anatdmico que permita a intervencdo cirdrgica, alem de haver pouco embasamento
na literatura para essa modalidade de tratamento (JUNG et al., 1979; PEREIRA et al.,
2009; GREMIAO et al., 2014).

A hipertermia local também tem sido descrita como uma boa alternativa no
tratamento da esporotricose felina, principalmente devido ao seu baixo custo e auséncia
de reacOes adversas, desde que 0 paciente seja cooperativo e apresente uma Unica lesao
em um local anatémico de facil acesso. Estudos tém demonstrado que o crescimento de
Sporothrix pode ser inibido em temperaturas acima de 40° C. Esta técnica tem sido
utilizada na medicina humana principalmente em pacientes intolerantes ao uso de
antifangicos (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004).

Honse et al. (2010), relataram um caso de cura clinica de um gato doméstico
com esporotricose cutanea localizada tratado apenas com hipertermia local, utilizando
uma bolsa térmica com temperatura variando de 40 a 42°C, aplicada diretamente na
lesdo duas vezes por dia durante 15 minutos. Apds trés semanas, a lesdo tinha
cicatrizado completamente e a hipertermia local foi mantida por mais 4 semanas.
Entretanto, as desvantagens do tratamento incluem localizacdo das lesGes, determinagédo
do tempo adequado de sua interrupcdo, incorreto uso da bolsa térmica e temperatura
inadequada (BUSTAMANTE; CAMPQOS, 2004).
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A fotomodulagdo a laser vermelho de baixa poténcia tem sido descrita como
alternativa para tratar a forma cutanea da esporotricose. Estudo relatado em modelo
murino concluiu que o uso da fotobiomodulacdo a laser de baixa poténcia promoveu
efeitos positivos na inativagdo de Sporothrix em animais inoculados, quando
comparados ao grupo controle. A andlise histologica das biopsias coletadas apds as
sessoes de laserterapia mostrou regressdo  progressiva da  hiperplasia
pseudoepiteliomatosa e do processo inflamat6rio crénico, comum na esporotricose. Foi
observada, remissdo total e retorno a normalidade apds a segunda sessao de irradiacéo,
sessenta dias apds a inoculacdo (GUIRADO et al., 2018).

Outro metodo descrito é a criocirurgia que consiste no uso do frio com fins
terapéuticos. A escolha da criocirurgia como uma opc¢éo alternativa para o tratamento da
esporotricose felina, combinada com um antifingico, tem como objetivo de aperfeicoar
o tratamento, reduzindo o tempo de cura, diminuindo os custos com antifungicos e
evitando as reacOes adversas. Em estudo realizado entre 2003 e 2013, 13 gatos com
esporotricose cutanea, sem sinais sistémicos, foram tratados com criocirurgia, como
adjuvante ao tratamento oral com itraconazol (10 mg/kg/dia). Os gatos haviam recebido
antifangico por diferentes periodos de tempo antes da sessdo de criocirurgia. Os animais
foram anestesiados e as lesdes foram congeladas com spray de nitrogénio. Foram
realizados trés ciclos de congelamento e descongelamento, aguardando o completo
descongelamento do halo de gelo do ciclo anterior. Os pacientes foram medicados com
itraconazol por quatro semanas apds a cura clinica das lesdes. Com esse esquema
terapéutico, foram obtidos tempos de tratamentos de 14 a 64 semanas (média 32
semanas). O protocolo atingiu uma taxa de cura clinica de 84,6% em menor periodo de

tempo que estudos com monoterapia de itraconazol oral. (DE SOUZA et al., 2016).
3.3. BASES DE SCHIFF COMO AGENTES ANTIFUNGICOS
Bases de Schiff, também conhecidas como imina ou azometina, constituem uma

classe de compostos organicos que foram primeiramente sintetizadas por Hugo Schiff

(SCHIFF, 1864). Essas bases sdo formadas quando ocorre a condensagdo de uma amina
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primaria com um aldeido ou uma cetona. Estruturalmente, as bases de Schiff
contém uma dupla ligacéo entre carbono e nitrogénio, no qual o nitrogénio se liga a um
grupo R diferente de hidrogénio, com férmula minima R.C=NR. Representam um
importante grupo de moléculas bioativas devido a facilidade de sintese e ampla gama de
variedade estrutural. A sintese das bases de Schiff é realizada por meio de uma etapa
Unica e com um bom rendimento, viabilizando a producdo em larga escala e tornando o
processo rapido e de baixo custo (DA SILVA et al., 2011b).

As bases de Schiff vém sendo amplamente exploradas para aplicagdes industriais
por apresentarem atividades antivirais, antibacterianas, antifungicas, antimalaricas,
antitumorais, anticonvulsivantes e antipiréticas (PRZYBYLSKlet al., 2009;
BRODOWSKA; LODYGA-CHRUSCINSKA, 2014). No entanto, a atividade bioldgica
dessa classe merece uma investigacdo mais aprofundada. Embora a pesquisa ainda seja
incipiente, o nimero de relatos revelando os efeitos das bases de Schiff sobre patdgenos
de interesse clinico tem aumentado recentemente, sendo potencialmente promissoras
(DA SILVA et al.,, 2011b).

Uma serie de bases de Schiff representadas na Figura 6, tem apresentado
capacidade em inibir o crescimento de fungos de interesse clinico, apresentando acéo
antifangica igual, ou melhor, a medicamentos comerciais. Por serem substancias novas,
a resisténcia dos patdgenos é bastante reduzida. Estudos demonstraram a eficacia de
bases de Schiff contra importantes espécies de Aspergillus.

Pandeya et al. (1999b) reagiram isatina e seus derivados com 4- (4’-clorofenil) -
6- (4”-metil fenil) -2-aminopirimidina para formar bases de Schiff. Os autores
observaram que todos as bases de Schiff mostraram atividade antifingica significativa
contra A. niger. Pannerselvam et al. (2005) sintetizaram e mostraram a atividade
antifngica in vitro de novas bases Schiff derivadas de 4-(4-aminofenil)-morfolina
contra A. niger. As bases P2, P6 e P9 foram capazes de inibir o crescimento de A. niger.
Em outro estudo, bases de Schiff sintetizadas com p-metoxifenil foram testadas contra
A. flavus e A. fumigatus. A base 3C apresentou boa atividade contra todos os fungos
testados e a base 3E mostrou boa inibicdo contra A. fumigatus (KARTHIKEYAN et al.,
2006). Jesmin et al. (2008) relataram que as bases de Schiff PDH e HHP apresentaram
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eficacia de 80-85%, respectivamente, contra cepas de A. fumigatus e A. niger, tendo a
nistatina como referéncia. Saravanan et al. (2010) observaram que a base 4K exibiu
maior atividade antifingica contra A. niger e A. fumigatus.

Da Silva et al. (2011a) sintetizaram seis aril aldiminas oriundas da condensagao
de aminas aromaticas com benzaldeidos. As bases D3 e D8, mostraram atividades
antifingicas promissoras contra A. fumigatus, A. clavatus e A. tamarii. A base D8 inibiu
o0 crescimento de isolados de A. clavatus e A. fumigatus usando concentracdes seis e trés
vezes menores, respectivamente, que o fluconazol, que foi utilizado como referéncia no
experimento. Lam et al. (2016) avaliaram quatorze bases de Schiff quanto a
concentracdo inibitéria minima contra A. niger. As bases L5 e L6 com cadeia alquil
contendo seis e sete &tomos de carbono apresentaram boa atividade contra os fungos
testados. Reddy et al. (2016) relataram que as bases de Schiff 3a-g, 4a-g e 7a-g
conjugadas com éster de acucar-boronato testadas foram ativas contra A. fumigatus. As
bases 3c, 4e, 7a, 7f e 7g foram mais potentes do que os farmacos utilizados como
padréo (fluconazol e cicloheximida).

Resultados promissores das bases de Schiff também tém sido relatados contra
espécies de importancia clinica de Candida. Pandeya et al. (1999b) relataram que as
bases de Schiff oriundas da reacdo de derivados de isatina com 4- (4’-clorofenil) -6-
(4”-metil fenil) -2-aminopirimidina apresentaram atividade antifingica significativa
contra Candida albicans. Sakiyan et al. (2004) avaliaram a atividade antifangica in vitro
de bases de Schiff derivadas da reacdo de 2-hidroxi-1-naftaleno associada a cinco
aminodcidos (glicina, L-alanina L-fenilalanina, L-histidina, L-triptofano) e observaram
boa acdo dessas bases de Schiff contra Candida albicans. Pannerselvam et al. (2005)
sintetizaram e exibiram a atividade antifngica in vitro de novas séries de bases Schiff
derivadas de 4-(4-aminofenil)-morfolina contra Candida albicans. A base P7
apresentou atividade significativa contra C. albicans. Em outro estudo, Jesmin et al.
(2008) relataram que as bases PDH, HHP e PHP apresentaram eficacia contra cepas de
Candida albicans, utilizando concentragdes menores do que o farmaco controle
(nistatina). Da Silva et al. (2011a) relataram que as bases D3 e D8 possuem atividades

antifangicas promissoras contra C. albicans, C. glabrata e C. dubliniensis.



47

Em outro estudo, os autores relataram que as bases 3c, 4a, 7f e 7g foram ativas
contra C. albicans, apresentando valores de concentracdo inibitoria minima similares ao
fluconazol (REDDY et al., 2016). Lam et al. (2016) avaliaram quatorze bases de Schiff
quanto a concentracao inibitéria minima contra isolados de Candida albicans. As bases
L5 e L6 apresentaram boa atividade contra os isolados testados. Malik et al. (2019)
sintetizaram algumas bases de Schiff e avaliaram o perfil de atividade antiflngica
isoladamente e em combinacdo com medicamentos antifingicos padrdo (fluconazol e
anfotericina B) contra isolados de Candida albicans suscetiveis e resistentes ao
fluconazol e anfotericina B. A base SB5 mostrou potente atividade antifingica contra
todos isolados testados. Depois de combinar estas bases de Schiff com fluconazol e
anfotericina B, 76% das combinacfes eram sinérgicas revelando uma reducéo de 4-10
vezes nos valores da concentracdo inibitéria minima, enquanto o restante das
combinagdes foi indiferente.

Estudos também mostraram a eficacia de algumas bases de Schiff contra
espécies de Cryptococcus. Pandeya et al. (1999a) relataram que a base P10 possui
atividade antifungica favoravel contra isolados de C. neoformans. Em outro estudo,
Pandeya et al. (1999b) observaram que derivados de isatina associados a 4- (4’-
clorofenil) -6- (4”-metil fenil) -2-aminopirimidina apresentaram atividade antifingica
moderada contra C. neoformans. Da Silva et al. (2011a) relataram que as bases D3 e D8
apresentaram atividades antifungicas promissoras contra C. neoformans e foram capazes
de reduzir em 40% a 50% a atividade metabdlica do biofilme maduro de C. neoformans.
Além disso, a base D8 foi duas vezes mais potente que o fluconazol contra C.
neoformans. Magalhdes et al. (2013) observaram que bases de hidroxaldiminas foram
tdo eficientes quanto o fluconazol contra 12 cepas de C. neoformanse 12 cepas
de C. gattii, independentemente de o fungo ser um isolado de referéncia, clinico ou
ambiental.

As bases de Schiff tém apresentado boa atividade antifingica contra 0s
dermatofitos. Pandeya et al. (1999a) relataram que a base P10 mostrou atividade
antifangica favoravel contra isolados de Epidermophyton floccosum, Microsporum

gypseum (Nannizzia gypsea), M. audouinii e Trichophyton mentagrophytes. Em outro
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estudo, Pandeya et al. (1999b) observaram que todos as bases de Schiff mostraram
atividade antifungica significativa contra E. floccosum, M. gypseum (Nannizzia gypsea),
M. audouinii e T. mentagrophytes. Quando comparado ao clotrimazol, as bases S2, S5,
S7, S8, S9, S11 foram equipotentes e a base S6 foi mais ativa contra Microsporum
audouinii; as bases S3, S4 e S9 foram equipotentes e a base S7 foi mais ativa contra M.
gypseum (Nannizzia gypsea); e as bases S6, S7, S10 e S11 foram equipotentes contra T.
mentagrophytes. Echevarria et al. (1999) sintetizaram bases de Schiff através da reacéo
de condensacdo do piperonal (3,4-metilenodioxibenzaldeido) com as correspondentes
aminas primarias aromaticas e observaram que as bases de Schiff apresentaram
atividade significativa frente a fungos filamentosos, especialmente o Epidermophyton
floccosum. Em outro estudo, os autores sintetizaram bases de Schiff com p-metoxifenil
e observaram boa atividade antifungica das bases 3C e 3E contra Trichophyton
mentagrophytes (KARTHIKEYAN et al., 2006).

Pandeya et al. (1999b) relaram a eficacia de bases S2 e S3 foram equipotentes ao
clotrimazol contra Histoplasma capsulatum. Jesmin et al. (2008) relataram que, em
comparagdo com a nistatina as bases PDH e HHP apresentaram eficacia contra cepas de

Mucor spp.
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Figura 6 — Formula estrutural de bases de Schiff com atividade antifingica.
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(SARAVANAN et al., 2010)

(DA SILVA et al., 2011a)
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLADOS DE Sporothrix brasiliensis

Foram utilizados dez isolados previamente identificados como Sporothrix
através da analise macromorfolégica e micromorfolégica de ambas as formas do fungo
(Figuras 7, 8 e 9). Posteriormente foram caracterizados molecularmente como
Sporothrix brasiliensis através da analise da sequéncia parcial do gene espécie
especifico da calmodulina. Os isolados s&o oriundos de casos clinicos de gatos com
esporotricose pertencentes a Belo Horizonte e regido metropolitana, os quais foram
obtidos através do banco de amostras do Laboratério de Micologia e Micotoxinas da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (LAMICO EV/UFMG).
Os estudos foram realizados com S. brasiliensis na sua forma leveduriforme e
filamentosa. Os isolados clinicos foram identificados como S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7,
S8, S9, S10.

Figura 7- Macroscopia de coldnias filamentosas brancas (A) e marrom acastanhadas (B) de Sporothrix
brasiliensis em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA), incubado em estufa a 25° C durante 7 dias.

Fonte: Arquivo pessoal.



54

Figura 8 - Macroscopia de col6nias leveduriformes de Sporothrix brasiliensis em meio Agar Infusdo de
Cérebro e Coracédo (BHI), incubado em estufa a 37°C durante 48 horas.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 9 - Microscopia Optica de Sporothrix brasiliensis.

Legenda: (A) Microscopia Optica (400x) de Sporothrix brasiliensis. Hifas finas, septadas e hialinas que
apresentam conidiéforos, comumente solitérios, saindo de diversos pontos da sua extensdo; no &pice
destes sdo formados conidios, geralmente em aglomerados. (B) Microscopia optica (1000x) de Sporothrix
brasiliensis. Os conidios aglomerados no apice do conidiéforo lembram as caracteristicas de uma flor
(conidios em forma de margarida). Os conidios s&o ovoides, hialinos e de parede lisa, de tamanho 3-6 x 2-
3 um. Corante: Lactofenol Azul de Algodao.

Fonte: Arquivo pessoal.
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4.2 BASES DE SCHIFF E ITRACONAZOL

Foram sintetizadas 12 bases de Schiff derivadas de 4-aminodifenilamina, sendo
fornecidas pelo Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Minas Gerais. As bases de Schiff foram identificados como
TF1, 7TF2, 7TF3, 7F5, 7F6, 7F7, 7F9, 7F10, 7G1, 7G3, 7G4, 7G5. As bases de Schiff 7F2,
7F5, 7F7, 7F9, 7G3, 7G4 e 7G5 sdo inéditas de acordo com buscas realizadas na base
de dados SciFinder. A formula estrutural das bases de Schiff esta representada na Figura
10. O itraconazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizado como antifingico
padrdo para comparacdo. Para o controle de qualidade do itraconazol, isolados de
Candida parapsilosis ATCC 22019 e Aspergillus flavus ATCC 204304 foram testados
para a forma leveduriforme e filamentosa, respectivamente. As bases de Schiff e o

itraconazol foram armazenados a -20 °C até o momento do uso.



Figura 10 — Férmula estrutural das bases de Schiff derivadas de 4-aminodifenilamina.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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4.3 PREPARACAO DO MEIO RPMI 1640

O meio utilizado para estudos de microdiluicdo em caldo, foi o Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) - 1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de s6dio e com
vermelho de fenol como indicador de pH (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). O meio RPMI 1640 foi obtido comercialmente na forma de pé e sua
suspensdo foi preparada conforme recomendacgéo do fabricante. Foram elaboradas duas
solugdes de meio RPMI 1640. Uma solugédo foi utilizada na preparacdo das bases de
Schiff e no teste de microdiluicdo em caldo para a forma leveduriforme, que continha
uma embalagem de 10,4 g de meio RPMI 1640 em po, acrescidos de 34,53 g/L de
tampao acido3-[N-morfolino] propanosulfénico (MOPS) 0,165 M (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e agua destilada em quantidade suficiente para 1L. A outra solugéo
empregada no teste de microdiluicdo em caldo para a forma filamentosa continha os
mesmos componentes, porém foi suplementado com 20% de Glicose Anidra P.A.
(Neon, Suzano, SP, Brasil) com o intuito de facilitar o crescimento do fungo. A diluicao
completa do meio foi realizada com o auxilio de um agitador magnético (Tecnal,
Piracicaba, SP, Brasil) e o potencial hidrogeniénico (pH) foi ajustado com hidroxido de
sodio (NaOH) 1 mol/L até alcancar pH 7,0, sendo este procedimento verificado com o
auxilio de um pHmetro de bancada (PG 1800, Gehaka, S&o Paulo, SP, Brasil).
Posteriormente, o meio foi esterilizado por filtragdo em membranas de 0,22 um,

utilizando presséo positiva e armazenado a -8°C até a sua utilizacao.

4.4 TESTES DE DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(MIC)

Para a avaliacdo da sensibilidade dos isolados fungicos as bases de Schiff,
estudos para identificacdo da concentracdo inibitoria minima (MIC) foram conduzidos
conforme o método de microdiluicdo em caldo, seguindo os documentos M38-A2
(CLSI, 2008a) e M27-A3 (CLSI, 2008b) propostos pelo Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI), com modificagoes.
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4.4.1 Preparo das bases de Schiff e do itraconazol

As solugdes-estoque das bases de Schiff e do itraconazol foram preparadas na
concentracdo de 12,8 mg/mL e 1,6 mg/mL, respectivamente, utilizando o
dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck, Darmstadt, HE, Alemanha) como diluente. Foram
realizadas diluicbes das suspensbes das bases de Schiff e do itraconazol em meio
liguido RPMI 1640 tamponado para atingir uma concentragdo duas vezes a necessaria
para o teste de microdiluicdo em caldo (256 mg/L para as bases de Schiff e 32 mg/L
para o itraconazol). A partir dessa solucdo, foram realizadas oito diluiches seriadas
usando o meio liquido RPMI 1640 tamponado.

As diluicdes seriadas foram realizadas na propria placa de microdiluicdo, de
modo que as concentragdes de teste das bases de Schiff variaram de 128 mg/L a 1 mg/L
e do itraconazol de 16 mg/L a 0,0125 mg/L (Tabela 1).

Tabela 1 - ConcentracGes das bases de Schiff e do itraconazol avaliadas nos estudos de microdilui¢do em
caldo.

POCO BASES DE SCHIFF ITRACONAZOL

1 128 mg/L 16 mg/L

2 64 mg/L 8 mg/L

3 32 mg/L 4 mg/L

4 16 mg/L 2 mg/L

5 8 mg/L 1 mg/L

6 4 mg/L 0,5 mg/L

7 2 mg/L 0,25 mg/L

8 1 mg/L 0,125 mg/L
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4.4.2 Controle de diluicéo

A maior concentragdo de DMSO utilizada nos estudos foi testada para garantir
que ndo estivesse inviabilizando as células fungicas. Assim, a maior concentracdo do
DMSO utilizado nos estudos apés a diluicdo no meio RPMI 1640 tamponado sem bases
de Schiff ou itraconazol foi avaliada como controle de diluicdo para os dez isolados

fungicos na forma leveduriforme e filamentosa em uma placa de 96 pocos.

4.4.3 Preparo do inoculo leveduriforme

Para o preparo do inéculo das leveduras, os isolados foram cultivados em agar
infusdo de cerebro e coracdo (BHI) (Becton Dickinson, East Rutherford, NJ, EUAe
incubados em estufa com circulagdo de ar (ACBLABOR, Americana, SP, Brasil) a
37°C por 48-72h. Apoés este periodo, as culturas de leveduras foram removidas
separadamente com uma alca estéril e adicionadas a um tubo de ensaio contendo 5 mL
de solucdo salina esteril (0,85%) com Tween 20 (PROquimios, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) a 0,1%. A suspensdo obtida foi homogeneizada em vortex (Quimis, Diadema,
SP, Brasil) por 15 segundos e lida em espectrofotdmetro digital (Coleman, Santo André,
SP, Brasil) no comprimento de onda de 530 nm, ajustando a uma transmitancia de 75 a
77%. Em seguida, a suspensdo foi diluida em duas etapas com o meio RPMI 1640
tamponado: uma primeira na proporcao de 1:50 e uma segunda na proporcao de 1:20,
resultando em uma concentragdo de 1 X 10 a 5 X 10° unidades formadoras de col6nia
(UFC)/mL, ou seja, duas vezes mais concentrado do que o indculo final (0,5 X 10%a 2,5
X 103 UFC/mL).

4.4.4 Preparo do inoculo filamentoso
Para a obtencdo do fungo na forma filamentosa, os isolados foram cultivados em

meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) (KASVI, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) e

incubados em estufa com circulacdo de ar a 25°C por 7 dias. As placas com as col6nias


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk03KQNZLnZxxOikVSRHi3DP5mzwLHQ:1591231432253&q=East+Rutherford&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gIzDcxyy4u0VLOTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFZp-aV5Kakpi1j5XROLSxSCSksyUovS8otSdrAyAgBWKKBYVQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwje9JiC9-bpAhWuHrkGHSYhDvAQmxMoATAUegQIDBAD&sxsrf=ALeKk03KQNZLnZxxOikVSRHi3DP5mzwLHQ:1591231432253
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filamentosas foram inicialmente lavadas com 1 mL de solucdo salina estéril (0,85%)
contendo 0,1% de Tween 20. Apds este processo, a suspensdo com conidios e
fragmentos de hifas, foi transferida para um tubo de ensaio vazio estéril, onde ficou de 3
a 5 minutos para que ocorresse a decantacdo dos fragmentos de hifas. Apos este
periodo, o sobrenadante contendo os conidios foi transferido para outro tubo de ensaio
vazio estéril e homogeneizado em vortex por 15 segundos. A suspensdo obtida foi
utilizada para o indéculo, apds ajuste em espectrofotdmetro digital para uma
transmitancia de 80 a 82%, em comprimento de onda de 530 nm. Em seguida, foi
realizada a diluicdo de 1:50 da suspensdao em meio RPMI 1640 tamponado acrescido de
glicose, resultando em uma suspensdo duas vezes mais concentrada que o inoculo final
(0,4 X 10*a 5 X 10* UFC / mL).

4.4.5 Preparo da placa de microdiluigdo

Os estudos de microdiluicdo foram realizados em placas estéreis de 96 pogos de
fundo em formato de U, distribuidos em oito fileiras horizontais (A-H) e doze colunas
verticais (1-12). Os estudos foram realizados em duplicata. Desta forma, considerando
todas as bases de Schiff, o itraconazol e as duas formas do fungo, totalizaram 52 placas.
Para cada base de Schiff, foram utilizadas quatro placas sendo duas placas para a forma
leveduriforme e duas para forma filamentosa.

Foram avaliadas oito concentracdes das bases de Schiff e do itraconazol nas
fileiras horizontais contra dez isolados de S. brasiliensis nas colunas verticais, sendo
cinco isolados por placa. Foram adicionadas aliquotas de 100 puL de meio liquido RPMI
1640 tamponado nos pocgos das fileiras B-H, nas colunas 1-10 com uma pipeta
multicanal. Em seguida foram adicionados aos pocos na fileira A de 1-10, 200 pL das
bases de Schiff, previamente diluidas para uma concentracdo de 256 mg/L (dobro da
concentracdo mais alta desejada) e do itraconazol, previamente diluido para uma
concentracdo de 32 mg/L (dobro da concentracdo mais alta desejada). Deste modo, os
pocos 1-10 da fileira A ficaram com um volume de 200 pL. Com o auxilio de uma

pipeta automatica, realizou-se dilui¢des seriadas passando 100 pL, comegando da fileira
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A, para cada poco subsequente até a fileira H, desprezando-se ao final os 100 pL
restantes. Em seguida, foram adicionados os indculos nas colunas 1-10. As colunas onze
e doze corresponderam ao controle dos inoculos (100 uL de meio RPMI 1640
tamponado e 100 uL. do inoculo) e controle de esterilidade do meio (200 puL. de meio
RPMI 1640 tamponado). A representacdo esquematica das placas do estudo esta
ilustrada nas Figuras 11 e 12.

Figura 11 - Representacgdo esquematica da placa de microdiluicdo em caldo das bases de Schiff para
determinacéo da concentragdo inibitéria minima.
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Figura 12 - Representacgdo esquematica da placa de microdiluicdo em caldo do itraconazol para
determinacéo da concentragio inibitéria minima.
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4.4.6 Armazenamento das placas e leitura do teste

As placas foram incubadas em estufa com circulacdo de ar a 35°C e a leitura foi
realizada apos 72 horas de incubacdo para as duas formas do fungo. A concentracédo
inibitéria minima foi determinada visualmente (inspec¢do visual no fundo da placa)
como a menor concentracdo da base de Schiff capaz de inibir o crescimento fangico.
Para interpretacdo dos resultados foi feita a comparacdo do crescimento em cada poco

com o do controle do in6culo.
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises foram realizadas primeiramente para as cepas filamentosas e
logo em seguida para as cepas leveduriformes. Para a andlise inicial da MIC em relacéo
as bases de Schiff estudadas foram calculados os valores minimos e méaximos, média,
desvio padrdo e os quartis de MIC em relagéo a cada base de Schiff. A normalidade das
MICs observadas para cada base de Schiff foi analisada por meio de histogramas e do
teste de normalidade de Shapiro-WilK. Os dados ndo apresentaram distribui¢cdo normal.
Portanto, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar a
presenca de diferengas estatisticamente significativas entre as MICs observadas para
cada base de Schiff e o farmaco de referéncia itraconazol. Quando observadas
diferencas estatisticamente significativas no teste de Kruskal-Wallis, foi realizado o
pos-teste de Dunn. Para todas as analises foi utilizado o programa Stata versdao 16
(StataCorp), seguindo os procedimentos descritos por Favero e Belfiore (2017). Foi

considerado um nivel de significancia estatistica de 5%.
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As estatisticas descritivas e 0s histogramas das concentracdes inibitorias

minimas (MICs) obtidas para as formas filamentosas e leveduriformes de S. brasiliensis

a partir das bases de Schiff avaliadas e do itraconazol estdo apresentados na Tabela 2 e

Figuras 13 e 14.

Tabela 2 — Estatistica descritiva das concentragdes inibitdrias minimas (MICs) obtidas para as bases de
Schiff e do itraconazol frente as cepas fungicas (filamentosas e leveduriformes) de S. brasiliensis.

Formas Bases de

Concentragdo inibitoria minima (MIC - mg/L)

fangicas ~ Schiff n  Minimo Maximo Média Eae;:ls:g Quartil 1 Mediana Quartil 3
7F1 10 32 64 57,60 13,49 64 64 64
7F2 10 32 64 38,40 13,49 32 32 32
7F3 10 8 32 21,60 9,28 16 16 32
I 7F5 10 16 64 56,00 17,28 64 64 64
% 7F6 10 32 64 35,20 10,12 32 32 32
Z TF7 10 128 128 128,00 0,00 128 128 128
8 7F9 10 64 128 70,40 20,24 64 64 64
7G1 10 16 64 36,80 15,18 32 32 32
7G4 10 64 128 83,20 30,91 64 64 128
Itraconazol 10 0,125 0,125 0,125 0,00 0,125 0,125 0,125
7F1 10 16 32 17,60 5,06 16 16 16
7F2 10 16 32 17,60 5,06 16 16 16
7F3 10 128 128 128,00 0,00 128 128 128
5 7F5 10 32 32 32,00 0,00 32 32 32
§ 7F6 10 16 32 20,80 7,73 16 16 32
g‘ TF7 10 128 128 128,00 0,00 128 128 128
3 7F9 10 128 128 128,00 0,00 128 128 128
” 7G1 10 16 64 4480 21,06 32 48 64
7G4 10 128 128 128,00 0,00 128 128 128
Itraconazol 10 4 8 7,20 1,69 8 8 8
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Figura 13 — Histograma das distribuicfes de freqliéncias das concentragdes inibitorias minimas das bases
de Schiff e do itraconazol avaliadas frente as cepas filamentosas de S. bralisiensis.
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Figura 12 — Histograma das distribuicdes de frequiéncias das concentracdes inibitorias minimas das bases
de Schiff e itraconazol avaliadas frente as cepas leveduriformes de S. bralisiensis.
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Os histogramas apresentados e o teste de Shapiro-Wilk mostraram que 0s
resultados obtidos para as MICs ndo apresentaram uma distribuicdo normal. Sendo
assim, a mediana foi considerada como uma melhor medida de tendéncia central para a
comparacdo dos dados.

Importante salientar que no momento da dissolucao da solucao estoque das bases
de Schiff 7F10, 7G3 e 7G5 em meio liquido RPMI 1640 tamponado houve precipitacéo,
diminuindo a quantidade de substancia disponivel para a acdo antifingica. Devido a esta
limitacdo, os resultados obtidos para essas bases de Schiff foram descartados.

As bases de Schiff 7F2 - Fenol, 3 - [[[4- (fenilamino) fenil] imino] metil]; 7F3 -
Fenol, 2 - [[[4- (fenilamino) fenil] imino] metil]; 7F6 - 1,4-benzenodiamina, N1-fenil-

N4- (2-piridilmetileno); 7G1 - 1,4-benzenodiamina, N1 - [(4-metoxifenil) metileno] -
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N4-fenil foram as mais eficazes para os fungos filamentosos. A base de Schiff 7F3
apresentou o melhor resultado para a forma filamentosa, com mediana de 16 mg/L e
MIC variando de 8-32 mg/L; sequida pelas bases de Schiff 7G1 (mediana de 32 mg/L e
MIC variando de 16-64 mg/L), 7F6 (mediana de 32 mg/L e MIC variando de 32-64
mg/L) e 7F2 (mediana de 32 mg/L e MIC variando de 32-64 mg/L).

Nas condicbes experimentais realizadas, para a base de Schiff 7F7 foi
identificada atividade inibitéria de crescimento indetectavel para a forma filamentosa,
onde todas as cepas fungicas apresentaram MIC > 128 mg/L. Ja para as bases de Schiff
7G4 e TF9, trés cepas fungicas e uma cepa flngica, respectivamente, apresentaram MIC
> 128 mgl/L.

Utilizando o teste ndo-parametrico de Kruskal-Wallis foi possivel identificar
diferencas estatisticamente significativa entre as MICs obtidas para as bases de Schiff
avaliadas e o itraconazol nas cepas filamentosas (P < 0,001). Entretanto, na comparacao
pareada dos compostos, realizada a partir do pds-teste de Dunn, verificou-se que a MIC
observada para o itraconazol foi estatisticamente igual a MIC observada para o
composto 7F3 (P > 0,05). As MICs dos demais compostos apresentaram diferencas
estatisticamente significativa em relacdo a MIC do itraconazol (P < 0,05).

As bases de Schiff 7F1 - Fenol, 3 - [[[4- (fenilamino) fenil] imino] metil], 7F2 e
7F6 foram mais eficazes para a forma leveduriforme. Essas bases apresentaram mediana
de 16 mg/L com MIC variando de 16-32 mg/L. Nao foi possivel detectar a atividade
inibitoria para as bases de Schiff 7F3, 7F7, 7F9 e 7G4, visto que para todas as cepas
fungicas testadas apresentaram MIC > 128 mg/L.

A partir do teste ndo-parameétrico de Kruskal-Wallis foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as MICs observadas para as bases de
Schiff avaliadas e o itraconazol nas cepas leveduriformes (P < 0,001). Na comparacao
pareada das bases de Schiff a partir do pds-teste de Dunn, verificou-se que a MIC
observada para o itraconazol foi estatisticamente diferente das MICs observadas para
todas as bases de Schiff (P<0,05).

Espécies de Sporothrix de casos humanos e animais tém mostrado capacidade de

desenvolver resisténcia aos antifungicos convencionais, principalmente ao itraconazol,
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que tem sido o antifingico de referéncia para o tratamento da esporotricose felina.
Estudos mostram que S. brasiliensis tém apresentado alta capacidade de adquirir
mecanismo mutacional ou de resisténcia ao itraconazol (WALLER et al., 2020a).

Além das bases de Schiff, o itraconazol também foi avaliado frente as cepas de
S. brasiliensis em suas duas formas. Houve uma diferenca no perfil de suscetibilidade
entre as formas filamentosas e leveduriforme. Embora ndo haja ponto de interrupgéo
para espécies de Sporothrix como critério de sensibilidade, esse trabalho seguiu
Espinel-Ingroff et al. (2017), que propds um valor de corte epidemioldgico, onde
isolados que apresentarem MIC < 2 mg/L podem ser considerados sensiveis ao
itraconazol e MIC > 2 mg/L podem ser considerados como isolados resistente ao
itraconazol.

No presente estudo, todos os isolados de S. brasiliensis testados na forma
filamentosa, apresentaram MIC <0,125 mg/L, sendo considerados como sensiveis. Estes
resultados entdo em concordancia com o observado por Brilhante et al. (2016), que
relataram isolados filamentosos de S. brasiliensis sensiveis ao itraconazol, com MIC de
0,125 mg/L. Entretando, difere dos resultados encontrados por Nakasu et al. (2020), que
relataram isolados de S. brasiliensis apresentando MIC variando entre 4 a >16 mg/L,
sendo a maioria (58,33%) com MIC > 16 mg/L, mostrando a resisténcia desses isolados
ao itraconazol.

Waller et al. (2015) e Peter et al. (2019), também relataram cepas filamentosas
de S. brasiliensis resistentes ao itraconazol, com MIC > 16 mg/L. Waller et al. (2020b)
observaram que 34,5% dos isolados filamentosos de S. brasiliensis apresentaram
resisténcia a todas cinco formulac6es de itraconazol disponiveis no mercado para uso
em humanos e veterinario, sendo que alguns isolados apresentando MIC superior a 16
mg/L.

Todos os isolados da forma leveduriforme apresentaram resisténcia ao
itraconazol, com mediana de 8 mg/L e MIC variando entre 4-8 mg/L. O alto valor de
MIC encontrado no presente trabalho estdo em concordancia com os resultados
apresentados por Waller et al. (2016b), que identificaram cepas leveduriformes com

MIC de até 16 mg/L. Borba-Santos et al. (2015a) também identificaram resisténcia em
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38,5% dos isolados de S. brasiliensis na forma leveduriforme, com MIC variando entre
4 -16 mg/L.

De um modo geral, a literatura mostra que a sensibilidade de isolados de S.
brasiliensis frente ao itraconazol apresentaram MIC mais elevado para a forma
filamentosa quando comparado com a forma leveduriforme. Ishida et al. (2015)
observaram que a forma filamentosa foi menos sensivel ao itraconazol (MIC - 4 mg/L)
do que a forma leveduriforme (MIC - 0,5 mg/L). J& Sanchotene et al. (2017)
encontraram altos valores de MIC (> 4 mg/L) em ambas as fases, sendo que 20% dos
isolados filamentosos apresentaram MIC entre 4-8 mg/L e 14,2% dos isolados
leveduriformes apresentaram MIC entre 8-32 mg/L. Borba-Santos et al. (2015b)
identificaram resisténcia em 37,5% de isolados filamentosos e 28,12% de isolados
leveduriformes. Os achados do presente trabalho mostraram que 100% dos isolados da
forma leveduriforme apresentaram resisténcia ao itraconazol, diferente da forma
filamentosa, que mostrou sensibilidade. Embora nenhum estudo tenha investigado
contra qual forma de fungos dimorficos a atividade in vitro se correlaciona melhor com
o resultado do tratamento, sabe-se que a forma leveduriforme é a forma parasitaria do
fungo.

A promissora atividade antifingica in vitro das bases de Schiff tem sido relatada
na literatura contra espécies de Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp. (DA
SILVA et al., 2011b; MAGALHAES et al., 2013), Epidermophyton sp., Microsporum
spp., Trichophyton sp. e Histoplasma capsulatum (PANDEYA et al., 1999a;
PANDEYA et al., 1999b; KARTHIKEYAN et al., 2006) que sdo fungos de importancia
clinica. Entretando, as bases de Schiff avalidas no presente trabalho ndo estdo descritas
na literatura e, consequentemente, ndo possuem relatos sobre sua atividade antifangica.
Além disso, ndo ha relatos de outras bases de Schiff frente a isolados de Sporothrix.
Nesse contexto, nosso estudo traz novas contribuicGes mostrando o potencial
antifangico de bases de Schiff derivadas da 4-aminodifenilamina contra S. brasiliensis.

A sintese das bases de Schiff é realizada através de um processo com etapa Unica
em que a reacdo se desenvolve no tempo de dois minutos e com rendimentos de até

96%, 0 que torna sua producdo em larga escala um processo rapido e de baixo custo,
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quando comparado ao processo de sintese de outros farmacos, principalmente do
itraconazol, que demanda de mais etapas para ser produzido, 0 que torna o custo do
processo de sintese elevado (DA SILVA et al, 2011lb; RAMAKRISH-NANA;
PAMUJULA, 2011). Considerando esse fator juntamente com os dados encontrados, a
base de Schiff 7F3 apresentou os melhores resultados para isolados na forma
filamentosa, sendo estatisticamente semelhante ao itraconazol, e as bases de Schiff 7F2
e 7F6 apresentaram acdo antifungica para ambas as formas.

O conjunto dos resultados obtidos mostram que as bases de Schiff podem ser
relevantes no combate de S. brasiliensis. Porém, estudos complementares precisam ser
realizados para elucidar a acdo desses compostos, além de testes de citotoxidade,
considerando que sdo compostos novos e pouco se sabe sobre eles. Adicionalmente,
como perspectiva, € importante avaliar o impacto da associagdo das bases de Schiff
avaliadas no presente trabalno com o itraconazol, visando sinergismo. Como
apresentado na revisdo da literatura, a associacdo de antifungicos tem sido benéfica em
casos refratarios ao itraconazol. Além disso, a associacdo também pode reduzir o custo
do tratamento, ponderando que as bases de Schiff relatadas apresentam um custo

reduzido de processo quando comparado ao processo de sintese do itraconazol.
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6 CONCLUSOES

e A base de Schiff 7F3 nas concentragdes de 8-32 mg/L foi capaz de inibir o
crescimento de isolados de Sporothrix brasiliensis em sua forma filamentosa, sendo

estatisticamente semelhante ao itraconazol.

e A base de Schiff 7F1, 7F2 e 7F6 nas concentracdes de 16-32 mg/L foram capazes
de inibir o crescimento de isolados de Sporothrix brasiliensis em sua forma

leveduriforme, embora tenham apresentado desempenho inferior ao itraconazol.

e As bases de Schiff derivados de 4-aminodifenilamina constituem um amplo campo
de estudo promissor de busca alternativas antifingicas, frente ao problema de

resisténcia no tratamento da esporotricose.
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