Sporothrix spp. e a bioatividade do extrato de Capsicum annuum L. e
moléculas sintéticas ndo convencionais: multi-avaliacdo de resposta in vitro

e em modelo invertebrado.

LUCIANA DA SILVA MATHIAS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
CAMPOS DOS GOYTACAZES/RJ

NOVEMBRO - 2014



Sporothrix spp. e a bioatividade do extrato de Capsicum annuum L. e
moléculas sintéticas ndo convencionais: multi-avaliacdo de resposta in vitro

e em modelo invertebrado.

LUCIANA DA SILVA MATHIAS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncia Animal na area de Doencas
Infecto-contagiosas e Parasitarias dos animais, do Centro
de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Doutor em

Ciéncia Animal.

ORIENTADOR: OLNEY VIEIRA DA MOTTA

Campos dos Goytacazes — RJ

Novembro de 2014



Sporothrix spp. e a bioatividade de extrato de Capsicum annuum L. e moléculas
sintéticas n&o convencionais: multiavaliagéo de resposta in vitro e em modelo

invertebrado.

LUCIANA DA SILVA MATHIAS

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncia Animal da area de
Doengas Infecto-contagiosas e Parasitarias dos
animais, do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro como parte dos requisitos
para obtengao do titulo de Doutor em Ciéncia Animal.

Campos dos Goytacazes, 18 de novembro de 2014

Comissao Examinadora:

. Jodo Carlos de Aquino Almeida (Ph.D,, Biofisica) — UENF
P

(J;% Dodglas Slquelee %lda CWica ) — UFRRJ

Prof. Marcelo Francisco de Araujo (D.Sc., Quimica Orgéanica) - IFF

W%—Votta (D.Sc., Biociéncias e Biotecnologia) - UENF
Onentador




APOIO FINANCEIRO:

MCT 70/2009 - CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO
E TECNOLOGICO (CNPQg)

Processo: 147407/2010-2

DOENCAS EMERGENTES NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO - FUNDACAO
CARLOS CHAGAS FILHO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO
DE JANEIRO (FAPERJ)

Processo: E-26/110.611/2012

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY RIBEIRO
(UENF)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho...

Principalmente a Deus que me concedeu a graca de poder viver momentos e

conquistas.

A minha mée Nely da Silva Mathias por todo esforco e dedicacdo a mim.

Minha gratid&ao!!!!



“Cada um que passa em nossa vida, passa s0, pois cada
pessoa é Unica, e nenhuma substitui a outra.
Cada uma que passa em nossa vida, passa sozinha, mas
nao vai sO, nem deixa so, leva um pouco de nés, deixa um
pouco de si. Ha os que levam muito, mas nao ha os que
nao deixaram nada. Esta € a nossa vida e a prova de

que as pessoas ndo se encontram por acaso...”.

(Saint-Exupéry)



Aqui deixo por escrito a gratiddo aos que me ajudaram a chegar a esta fase. A
vocés dedico esta tese e todo 0 meu trajeto académico até aqui. Pelo que me
ensinaram, mas muito mais pelo que me deixaram que aprendesse sozinha, pelo

apoio e compreensao ou ainda pelas varias chamadas a realidade.
Muito obrigada...

A DEUS toda honra e gloria por tudo que me proporcionou e que me
ensinou.

Ao Professor Olney Vieira da Motta, por toda dedicacdo, amizade,
confianca, respeito e preocupacdo com a execucdo deste trabalho. Muito
obrigada por tudo!

Ao Professor Jodo Carlos de Aquino Almeida pela colaboracdo e auxilios
prestados durante toda minha vida académica na observacdo de imagens de

microscopia, mas, sobretudo por toda amizade, confianca e respeito.

Aos Professores e colaboradores Christiane Fernandes, Luis César
Passoni, Edmilson José Maria, Moema Mocaiber Peralva dos Santos e Rosana
Rodrigues pelo fornecimento dos compostos sintéticos, extrato natural e padrées

sintéticos para execucao deste trabalho.
A técnica Claudia Almeida pelos ensinamentos de cultura de células.

Ao prof Arthur Giraldi e suas alunas Barbara e Gisela por gentilmente

permitir a utilizacdo de seu laboratério para o cultivo celular.

Ao prof Clévis de Paula e sua doutoranda Leticia pelo fornecimento e

ensinamento de cultura de nematoides.

A todos os meus amigos e companheiros do Laboratério de Sanidade
Animal: Maria Fabiola, Fernanda Eni, Luize, Marcella, Mariane, Indiara, Elisabete

e Leonardo.

A todos os colegas e amigos dos laboratorios de quimica e biologia celular:
Samila, Rafaela, Erica, Josimara e Leticia.



As técnicas Giovana Moraes, Beatriz Ferreira e Marcia Adriana do
Laboratério de Biologia Celular e Tecidual pela grande amizade e auxilios no
preparo e observacdo das amostras para microscopia eletrénica desde o tempo

da minha graduacéo.

Ao técnico Marcelo do Laboratério de Ciéncias Quimicas pelo auxilio na

analise de infravermelho.

As técnicas Gina Teixeira, Maria de Lourdes, Solange Samardo, Sueli
Marins do Laboratorio de Sanidade Animal pelos auxilios prestados durante a

execucao deste trabalho.

A bolsista de extensdo Zuleica pela ajuda nos preparos dos meios de

cultura e com as vidrarias.
A todos que informalmente fizeram alguma colaboracéo.
Ao CNPq pela bolsa de doutorado concedida.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro pela

oportunidade desta conquista.



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC - American Type Culture Collection
Ag3[PW12040] - 12-tungstofosfato de Prata
Ag3[PMo012040 - dodecamolibdofosfato de Prata
Ags[SiW10V2040] - 12-vanadotungstosilicato de Prata
Ag4[SiW12040] - 12-tungstosilicato de Prata

AMB - Anfotericina B

ANOVA - Anélise de variancia

BDA- Agar Batata Dextrose

BHIA - Agar Infusdo de Cérebro e Coracéo

BHI - Infusdo de Cérebro e Coracao

BMPA - bis-(2-metilpiridil)amina

BS - 2-[piridin-2-ilmetilamino]etanol

BE - 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol

HBPA - (2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil) amina
HPCINOL - 1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-2-ol
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
CC - Complexos de coordenacao

Cu - Cobre

CuBMPA - Cobre bis-(2-metilpiridil)amina

CuBSA - Cobre 2-[piridin-2-ilmetilamino]etanol



CuBSE - Cobre 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol
CuHBPA - Cobre (2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil) amina
CuHPCINOL - Cobre 1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-2-ol
CIM - Concentracéo Inibitéria Minima

DMSO - Dimetilsulfoxido

EPR — Ressonancia Paramagnética Eletronica

FLU - Fluconazol

HPA — Heteropoliacido

ICZ — Itraconazol

IPAs — Isopoliacidos

IPEC - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
IV — Infravermelho

L-DOPA- Diidroxi-L-fenilalanina

MET- Microscopia Eletrbnica de Transmissao

MEV- Microscopia Eletrénica de Varredura

PBS — Salina Tamponada com Fosfato

POMSs — Polioxometalatos
TBF- Terbinafina

TBS- Tryptical Soy Broth



RESUMO

Mathias, Luciana da Silva. Sporothrix spp. e a bioatividade de extrato de
Capsicum annuum L., analogos sintéticos da capsaicina e moléculas sintéticas
nao convencionais: multiavaliacdo de resposta in vitro e em modelo invertebrado.
Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes-RJ.

A esporotricose € uma infeccao cronica subcutanea de humanos e animais que se
revelou como uma zoonose reemergente de saude publica no Estado do Rio de
Janeiro e adjacéncias. O uso de compostos naturais de plantas e dos metais e
seus complexos como compostos bioativos tem despertado um interesse cada
vez maior destes agentes como potenciais drogas para intervencao terapéutica
para diversas doencas. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade e
atividade antifungica do extrato etandlico do fruto de Capsicum annuum L. e
analogos estruturais da capsaicina e diidrocapsaicina (SA1, SA2 e SA3), sais de
heteropoliacidos de prata (HPAS) (Ags[PW12040], Age [SiW10V2040], Ags [SiW12040]
e Ags [PM012040]) e complexos de coordenacdo com cobre, ferro e manganés
(BMPA, CuBMPA, FeBMPA, HBPA, CuHBPA, FeHBPA, BS, CuBS, FeBS, BE,
CuBE, FeBE, HPCINOL, CuHPCINOL, FeHPCINOL e MnHPCINOL) contra cepas
de Sporothrix (n=12) na forma leveduriforme e filamentosa, bem como seus
efeitos sobre a morfologia do fungo em sua principal forma infectante por
microscopia eletrénica. Além disso, células fungicas tratadas foram marcadas com
o corante vital Sytox Green™ para investigar a permeabilizacdo de membranas e
analisadas quanto a producédo do fator de viruléncia melanina. O nematoide P.
redivivus também foi utilizado para avaliar a bioatividade dos compostos e como
modelo de infeccao para o fungo Sporothrix. Os compostos naturais e sintéticos
demonstraram média citotoxicidade em cultura de células VERO e capacidade de
permear as membranas das células fungicas tratadas. Os testes de sensibilidade
revelaram que o extrato etandlico de C. annuum L. e analogos capsaicinoides
apresentaram CIM entre 0,5 - >4 ug/mL para a forma leveduriforme e entre 2 - >4
pHg/mL para a forma filamentosa. Quanto aos compostos metélicos, os sais de

HPAs de prata apresentaram CIM entre 8-128 pg/mL para a forma leveduriforme e



entre 32 - »512 ug/mL para o crescimento filamentoso, e os complexos de
coordenacao entre 1- 256 pug/mL para a forma leveduriforme e entre 128 - »512
para a forma filamentosa de crescimento. Por microscopia eletrbnica foi
observado que a incubacdo dos compostos em concentracdes subinibitérias
durante 48 horas causou diferentes alteracbes morfolégicas como: perda da
integridade da membrana, desorganizacao citoplasmatica, vacuolizacao, variacao
na espessura da parede celular e da camada microfibrilar e de producédo de
granulos eletrondensos no entorno da parede celular. A analise de producéo de
melanina na presenga dos compostos mostrou que alguns compostos foram
capazes de inibir a producao deste pigmento mesmo na presenca de L-DOPA. No
ensaio de infeccdo com o nematoide P. redivivus foi observado que Sporothrix n&o
coloniza seu intestino, mas se acumula no tecido préximo a cavidade bucal e os
compostos AQg3[PM012040], AQg3[PW12040], Ag4[SiW12040, BMPA, CuBMPA,
FeHBPA, CuBS, CuBE, MnHPCINOL e itraconazol significativamente
prolongaram a sobrevivéncia dos vermes infectados quando comparado com o
controle e os demais tratamentos. Os resultados deste trabalho demonstraram
gue o extrato etandlico de C. annuum L. e analogos da capsaicina, bem como os
compostos metélicos de prata Ags [PM012040] e complexos de coordenagéo
BMPA, FeHBPA, CuBS e MnHPCINOL foram os compostos que apresentaram
maior potencial antifingico contra as cepas de Sporothrix testadas com valores de
CIM melhores que os antifingicos comerciais itraconazol e anfotericina B, que

sdo os farmacos de escolha para o tratamento da esporotricose.

Palavras-chave: antifingico, zoonose, capsaicina, sais de heteropolidcidos de
prata; complexos de coordenacao; Panagrellus redivivus.



ABSTRACT

Mathias, Luciana da Silva. Sporothrix spp. e a bioatividade de extrato de
Capsicum annuum L., analogos sintéticos da capsaicina e moléculas sintéticas
nao convencionais: multiavaliacdo de resposta in vitro e em modelo invertebrado.
Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes-RJ.

Sporotrichosis is a chronic subcutaneous infection of humans and animals that has
revealed itself as a re-emergent zoonosis of public health in the State of Rio de
Janeiro and surrounding areas. The use of natural plant compounds and metals
and their complexes such as bioactive compounds has attracted an increasingly
greater interest in such agents as potential drugs for therapeutic intervention for
various diseases. This study aimed to evaluate the cytotoxicity and antifungal
activity of ethanol extract of fruit of Capsicum annuum L. and structural analogues
of capsaicin and dihydrocapsaicin (SA1, SA2 and SA3), silver heteropolyacids
salts (HPAS) (Ags[PW12040], Ags[SiW10V2040], Aga [SiW12040] and Ags [PM012040])
and coordination complexes with copper, iron and manganese (BMPA, CuBMPA,
FeBMPA, HBPA, CuHBPA, FeHBPA, BS, Cubs, FEBS, BE, Cube, Phoebe,
HPCINOL, CuHPCINOL, FeHPCINOL and MnHPCINOL) against strains of
Sporothrix (n = 12) in the yeast and filamentous form, as well as its effects on the
morphology of the fungus in its main infective form by electron microscopy.
Moreover, treated fungal cells were stained with Sytox Green™ to investigate
permeability of membranes and assayed for production of the virulence factor
melanin. The nematode P. redivivus was also used to evaluate the bioactivity of
the compounds and as a model of infection for Sporothrix yeast. Natural and
synthetic compounds showed average cytotoxicity in VERO cell culture and ability
to permeate the membranes of the treated yeast cells. Sensitivity testing revealed
that the ethanol extract of C. annuum L. and similar capsaicinoids had MICs
between 0.5 -> 4 mg / mL for yeast form and from 2 - >4 mg / mL for filamentous
form. As to the metal compounds, silver HPA salts showed MICs between 8 - 128
mg / mL for yeast-like form and between 32 - >512 mg / mL for filamentous
growth, and coordination complexes showed MICs of 1- 256 g / mL for the yeast

form and between 128 - > 512 to filamentous form of growth. By electron



microscopy it observed that the incubation of the compounds in sub-inhibitory
concentrations for 48 hours caused various morphological changes such as: loss
of membrane integrity, cytoplasmic disorganization, vacuolization, change in cell
wall thickness and microfibrillar layer and production of eletrodense granules
surrounding the cell wall. The analysis of melanin production in the presence of the
compounds showed that some compounds were able to inhibit the production of
the pigment even in the presence of L-DOPA. In the infection assay with the
nematode P. redivivus it was observed that Sporothrix does not colonizes their
intestine, but accumulates in the tissue near the mouth that the compounds
Ag3[PM012040], Ag3[PW12040], Ag4[SiW12040, BMPA, CuBMPA, FeHBPA, CuBS,
CuBE, MNnHPCINOL and itraconazol prolonged the survival of the worms infected
when compared with the control group and the other compounds. These results
demonstrate that the ethanol extract of C. annuum L. and capsaicin analogues, as
well as metallic compounds of silver Ags [PMo012040] and coordination complexes
BMPA, FeHBPA, CuBS and MnHPCINOL were compounds that presented most
potent antifungal activity against Sporothrix strains tested with MIC values better
than the commercial antifungal agents itraconazole and amphotericin B, that are
drugs of choice for the treatment of sporotrichosis.

Keywords: antifungal; zoonosis; capsaicin; silver heteropolyacids salts;

coordination complexes; Panagrellus redivivus.
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1- INTRODUCAO

A evolucdo em diversas areas da ciéncia tem ajudado a prolongar a vida
dos seres humanos e animais com a cura de varias doencas. A descoberta e o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para o uso clinico foram um
dos maiores progressos no século 20. No entanto, o uso indiscriminado de
antimicrobianos tem corroborado para a propagacéao e selecdo de microrganismos
patogénicos resistentes, tornando as infecgbes mais graves principalmente para
os individuos imunodeprimidos que sobrevivem a base de tratamentos
imunossupressivos, e acabam predispondo esta categoria a varias doencas
oportunistas causadas principalmente por fungos.

As plantas sdo tradicionalmente utilizadas por populagdes de todos os
continentes no controle de diversas doencas e pragas e representam uma
importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos (Cragg et al., 2014;
Balunas & Kinghorn, 2005). Farmacos baseados em produtos naturais
correspondem a quase 70% de todos os farmacos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento de doencas infecciosas e anticancer (Cragg
et al., 2014; Ojima, 2008; Newman, 2007). Substancias bioativas isoladas de
pimentas do género Capsicum e 0s analogos capsaicinoides podem representar
uma valiosa alternativa terapéutica contra microrganismos patogénicos para o
homem e animais. Além disso, compostos sintéticos provenientes da quimica
organica e/ou inorganica contendo metais em sua composi¢ao representam uma
nova abordagem na busca de novos farmacos promovendo uma auténtica
revolucdo na forma de concepcdao praticada pela industria farmacéutica (Viegas et
al., 2006; Yunes & Cechinel Filho, 2001). Nesse contexto, moléculas inorganicas
conhecidas como heteropoliacidos e complexos de coordenacdo podem
representar uma nova classe de compostos com diferentes atividades biolégicas
de acordo com 0s metais presentes em suas estruturas.

A esporotricose € uma micose subaguda ou crbnica causada por fungos
dimorficos do complexo Sporothrix, caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes
ou nodulos que afetam os tecidos cutaneo, subcutaneo e linfatico e que pode se
disseminar para alguns o6rgdos do corpo, principalmente em individuos

imunocomprometidos, desencadeando formas exoticas da doenca (Borrego et al.,



2009; Rocha et al., 2001). Apresenta distribuicdo mundial, sendo considerada
endémica principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Devido ao aumento
da incidéncia da esporotricose, estudos relacionados a epidemiologia e fatores de
viruléncia de Sporothrix spp. tém sido desenvolvidos para melhor compreender a
dindmica e os efeitos de sua patogénese (Freitas et al., 2012; Almeida-Paes et al.,
2009; Morris-Jones et al., 2003). O fungo pode produzir enzimas extracelulares
como proteinases e fosfatases, além de apresentar termotolerancia e sintese de
melanina (Madrid et al., 2010; Almeida-Paes et al., 2007; Lima et al., 2003).
Também pode expressar diferentes proteinas ao ser cultivado em diferentes
meios de cultura, fato que pode auxiliar na exploracdo de exoantigenos para fins
diagnésticos e terapéuticos, bem como na diferenciacdo de cepas presentes em

areas geograficamente distintas (Fernandes et al., 2009).

Dentre os medicamentos disponiveis para o tratamento da esporotricose, 0
iodeto de potassio foi utilizado por muitas décadas, principalmente por causa do
seu baixo custo, mas devido a sua toxicidade, sua utilizacdo tornou-se bastante
restrita. O itraconazol tem sido o farmaco de escolha para o tratamento desta
micose tanto para os humanos quanto para os animais (Gremiao et al., 2011,
Pereira et al., 2010; Barros et al., 2004), no entanto, estudos de susceptibilidade
in vitro aos antifangicos demonstraram que isolados de formas disseminadas da
esporotricose sd0 menos susceptiveis ao tratamento com itraconazol do que
isolados de formas mais brandas da doenca, evidenciando os casos de falha
terapéutica em pacientes com manifestacfes clinicas mais graves (Trilles et al.,
2005). Nestes casos, 0s pacientes sao tratados com anfotericina B, um derivado
poliénico que também se torna toxico pelo uso prolongado (Kohler et al., 2007).
Esses fatores fortalecem a necessidade de descobrir novas substancias
biologicamente ativas com novos mecanismos de agdo que auxiliem no

tratamento da esporotricose.

Além dos ensaios antimicrobianos in vitro em laboratorio é preciso
confirmar se esses mesmos compostos candidatos a farmacos apresentam o
mesmo perfil antimicrobiano in vivo e, para isso, varios grupos de animais de

pequeno porte sdo requeridos para este tipo de experimentacao e os resultados



muitas vezes nao sao significativos. Isso levou alguns pesquisadores a
procurarem meios alternativos de rastrear a atividade biolégica in vivo de uma
gama de compostos sem sacrificar um grande nimero de animais. Pesquisas tém
demonstrado que muitos fungos e bactérias patogénicas podem infectar e causar
doenca em simples hospedeiros nao-vertebrados que possuem caracteristicas
genotipicas conhecidas, assim como a mosca de fruta Drosophila melanogaster, o
nematoide Caenorhabditis elegans e a planta Arabidopsis thaliana (Vodovar et al.,
2004; Mahajan-Miklos et al.,1999; Rahme et al., 1995; Pandey & Nichols, 2011).
O nematoide Caenorhabditis elegans tem sido utilizado como modelo de infeccéo
in vivo para varios patdogenos importantes incluindo os fungos Cryptococcus
neoformans (Aballay & Ausubel 2002) e Candida albicans (Pukkila-Worley et al.,
2009) e as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Zhou et al.,
2011; Kirienko et al., 2013), Staphylococcus aureus, Salmonella entérica (Aballay
et al., 2000) e Enterococcus faecalis (Maadani et al., 2007). Foi demonstrado que
estes patdgenos provocam a morte dos nematoides, evidenciando a influéncia de
seus fatores de viruléncia produzidos durante a infeccdo e validando o uso do
modelo de hospedeiro invertebrado para o estudo da patogénese destes
microrganismos in vivo (Arvanitis et al., 2013; Ewbank & Zugasti, 2011; Bhavsar &
Ségalat, 2007; Brown, 2006; Moy et al., 2006; Mylonakis et al., 2002).

2. Reviséo Bibliografica

2.1 Sporothrix schenckii

S. schenckii é o agente etiolégico da esporotricose, uma micose
subcutédnea subaguda ou cronica distribuida principalmente em paises da
America Latina com climas tropicais e temperados (Freitas et al., 2012). Este
fungo esta classificado na subdivisdo Deuteromycotina, classe Hyphomycetes,
ordem Moniliales, familia Moniliacea, género Sporothrix e espécie schenckii
(Kwon-Chung & Bennett, 1992). Sporothrix schenckii era considerado a unica

espécie do género patogénica para o homem e animais. No entanto, nos ultimos



anos, varios estudos moleculares tém sido realizados utilizando numerosos
isolados de diferentes regides geogréficas que anteriormente foram identificados
apenas de acordo com suas caracteristicas morfolégicas (fenotipicas) como
Sporothrix schenckii. Estes estudos demonstraram uma alta diversidade genética
dentro desta espécie e a existéncia de varias linhagens filogenéticas que
consequentemente levaram a reclassificacdo destes isolados de S. schenckii em
um complexo de numerosas espécies cripticas responsaveis pelas manifestacées
clinicas da esporotricose (Marimon et al., 2008). Através de andlises fenotipicas
(caracteristicas macroscopicas, assimilacdo de sacarose e rafinose, crescimento
a 37°C) e genotipicas (sequéncia parcial do gene nuclear da calmoldulina) fazem
parte do complexo Sporothrix as seguintes espécies: (i) S. globosa, uma espécie
pouco virulenta e mundialmente distribuida (Madrid et al., 2009; Oliveira et al.,
2010); (ii) S. brasiliensis, relacionada com a epidemia zoonética de esporotricose
no estado do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, Brasil (Marimon et al., 2006;
2007, Oliveira et al., 2011); (i) S. mexicana, encontrada em certas amostras
ambientais do México e em casos autdctones de esporotricose na Europa
(Marimon et al., 2007; Dias et al., 2011); e (iv) S. luriei, anteriormente classificada
como S. schenckii var. luriei (Marimon et al., 2008), diferindo de S. schenckii
principalmente na sua forma de apresentacdo no tecido pela producdo de
leveduras grandes, muitas vezes septadas, incapaz de assimilar creatinina ou
creatina (de Hoog & Guarro, 1995). Também foram descritas por de Meyer et al.
(2008), trés outras espécies ambientais do género Sporothrix: S. stylites, S.
humicola e S. lignivora. As duas primeiras espécies diferem de S. schenckii pela
incapacidade de produzir conidios melanizados. S. lignivora tem conidios distintos
que nao correspondem em tamanho nem em forma com Sporothrix. Isolados
classificados como S. humicola eram anteriormente referidos como isolados
ambientais de S. schenckii.

Membros do complexo S. schenckii sédo saprofitas e possuem dimorfismo
térmico. Na temperatura ambiente ou em cultivo a 25°C, crescem na forma
micelial ou filamentosa formando, macroscopicamente, micélios muito curtos e
pouco evidentes, inicialmente de coloragdo branca de aspecto sedoso e
membranoso que com o passar do tempo podem se tornar castanhos ou negros

devido a producdo do pigmento melanina. Microscopicamente observam-se hifas



finas hialinas e delicadas, septadas e ramificadas, podendo medir de 1-2um de
didmetro de onde partem conidiéforos alongados, simpodiais, em cuja
extremidade se desenvolvem conidios piriformes, elipticos ou ovais dispostos em
forma de “bouquet” ou margaridas (Know-Chung & Bennet, 1992) (Figura 1A e
1B). Conidios de parede celular escura auxiliam na distingdo fenotipica de S.
schenckii de outras espécies ndo patogénicas do género Sporothrix (de Meyer et
al., 2008). Portanto, o tamanho e a forma dos conidios demaceos (pigmentados)
podem variar dentro das novas espeécies descritas no complexo Sporothrix
(Marimon et al., 2007) (Figura 1C e 1D).

Quando cultivado a 37°C, Sporothrix apresenta-se na forma leveduriforme,
que é considerada a forma parasitaria deste agente. Macroscopicamente
apresenta colbnias pequenas, brancas, creme ou amareladas, de superficie lisa
com micro-morfologia caracterizada por células unicelulares em forma de
“charuto”, ovaladas ou arredondadas, dependendo da espécie. Nesta temperatura
o fungo se reproduz por brotamento simples ou multiplo e suas células podem
medir de 4-6 um de didmetro (Carlos et al., 2009; Lacaz et al., 2002; Know-Chung
& Bennet, 1992) (Figura 1E e F).

A transicao da forma filamentosa para leveduriforme em S. schenckii pode
ser obtida através da cultura de fragmentos do micélio em meios de cultura “ricos”
em nutrientes como o Agar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI), a 37°C (Morris-
Jones, 2002; Zancopé-Oliveira et al., 2011). A mudanca morfoldégica em nivel
ultraestrutural ocorre pela formacéo direta de brotamentos nas extremidades e ao
longo das hifas simultaneamente com a formacao de células arredondadas apés
septacao das hifas, sem alterac6es visiveis do conteudo citoplasmatico da célula-
mae (Garrison et al., 1975). A transicdo da forma leveduriforme para filamentosa
se inicia a partir de uma divisdo nuclear, seguida pela formacdo de um tubo
germinativo que se origina a partir da célula da levedura parental e um septo é
formado no ponto de ligacdo da célula-mae com o tubo germinativo (Betancourt et
al., 1985; Rodriguez-del Valle & Rodriguez-Medina, 1993).



Figura 1. Morfologia das fases de crescimento do fungo Sporothrix spp. (A) Fase micelial ou
filamentosa ap6s 30 dias de crescimento a 28°C em Agar Batata Dextrose mostrando col6nia
pigmentada; (B) Microscopia Optica do crescimento filamentoso corado com azul de algodao
mostrando delicadas hifas septadas com conidios simpodiais; (C) Fase micelial apds 15 dias de
crescimento a 28°C em Agar Batata dextrose mostrando colénia pigmentada; (D) Microscopia
Optica do crescimento filamentoso corado com azul de algoddo mostrando delicadas hifas
septadas com conidios deméaceos; (E) Crescimento na fase leveduriforme a 37°C em Agar Brain
Heart Infusion; (F) Microscopia 6ptica de células leveduriformes coradas pelo método de Gram

mostrando células alongadas em forma de “charuto”.

A transmissdo classica da esporotricose ocorre através do implante
traumatico e/ou acidental do agente pelo contato com solo, matéria organica,
instrumentos de trabalho contaminados, arranh8es, mordidas ou até mesmo por
contato com solugdes cutédneas preexistentes do hospedeiro infectado (Barros et
al.,, 2008; Meinerz et al.,, 2008; Marques et al., 1993). Apesar de raro, a
transmissdo também pode ocorrer através da inalacdo de conidios no ambiente,
haja vista que este fungo é saprdfita, onipresente no solo, na vegetacdao e nas
florestas que dispéem de condi¢gBes favoraveis de umidade e temperatura para
seu crescimento e manutencdo do seu ciclo de vida (Kwon-Chung & Bennet,
1992; Conti-Diaz, 1989), sem predilecao por alguma planta ou vegetacéo (Brum et
al., 2007) (Figura 2). Sporothrix pode infectar diversas espécies de animais e ja foi



descrita em felinos, equinos, caes, bovinos, suinos, camelos, ratos, primatas e no
homem (Crothers et al., 2009; Costa et al., 1994).

Fungos saprdfitas sdo capazes de degradar todo tipo de resto organico e
causam doenca nos seres vivos de forma direta ou indireta pelo contato ou
ingestdo dos metabdlitos produzidos por eles. Os fungos saprofitos dimorficos,
como Sporothrix modificaram sua morfologia de forma a se adaptarem ao ciclo de
vida parasitario no seu hospedeiro (Wanke et al., 2005). Fungos saprofitas como
S. schenckii, quando passam a ter contato com animais, como 0S gatos que
possuem o hébito de remexer a terra e “afiar” as unhas nos troncos das arvores,
perdem a sua funcdo decompositora e se adaptam ao novo ambiente,
desenvolvendo a funcdo de parasita. Com a domesticacdo destes gatos e o
contato domiciliar afetivo, houve uma facilidade no estabelecimento e na

propagacgéo desta zoonose.
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Figura 2. Desenho esquematico da dindmica de transmissdo da esporotricose (Adaptado de
Tavares da Silva, 2010). O fungo na forma filamentosa presente no solo ou vegetais pode ser
inoculado no hospedeiro através de um trauma e apés sua conversao para a forma leveduriforme,
as manifestacdes da esporotricose dependerd da imunidade do hospedeiro e do grau de
patogenicidade da cepa. Gatos e outros animais contaminados participam da transmissao
zoon@tica da doenca. As leveduras presentes nas lesBes dos gatos infectados favorecem a
transmissao para outros animais sadios (gatos e caes) e seres humanos através de arranhdes,

mordidas ou secrecdes (da Rosa et al., 2005).



2.2 Esporotricose

A esporotricose € uma micose subcutéanea causada por membros do
complexo do Sporothrix (Lopez-Romero et al., 2011). Descrita em 1896 pelo
estudante de medicina Benjamim Schenck, nos Estados Unidos, apés isolamento
do agente de um paciente com lesdes no membro superior direito. Em 1900,
Hektoen & Perkins relataram o segundo caso da micose e denominaram o fungo
isolado de Sporothrix schenckii (Hekton & Perkins, 1900). No Brasil, o primeiro
caso de infec¢ao natural em animais foi relatado por Lutz e Spendlore em 1907.

A esporotricose € uma doenca rara na Europa, mas comum na Africa, no
Japdo, na Australia e nas Américas. Trata-se da micose subcutdnea mais
vulgarmente diagnosticada na América Latina (Schubach et al., 2008;
Schechtman, 2010). No Brasil, a doenca foi diagnosticada nas regides sul e
sudeste. Na regido sul, a micose é comumente diagnosticada no estado do Rio
Grande do Sul (Nobre et al.,, 2002a; Xavier et al, 2004; Souza et al., 2006),
enquanto que na regido sudeste o estado mais acometido é o do Rio de Janeiro
(Barros et al., 2004, 2005, 2008; Freitas et al., 2010, 2012, 2014), seguido por
Séao Paulo (Larsson et al., 1989; Otsuka & Larsson et al., 2004; Silva et al, 2013) e
Minas Gerais (Nogueira et al., 1995; de Souza Barros et al., 2012), onde o0s surtos
epidémicos de esporotricose comumente afetam os gatos, caes e seres humanos
(Barros et al., 2010).

Entre 2011 e 2012, um surto epizodtico/epidémico de esporotricose felina
surgiu em lItaquera, bairro da zona leste da cidade de Sao Paulo, afetando 98
gatos e 11 humanos que haviam entrado em contato com estes animais (Silva et
al., 2013). Os autores observaram que a regido estudada era constituida
predominantemente por pessoas de baixo poder aquisitivo, com pouco acesso a
cuidados de saude e um baixo nivel de escolaridade. No final de 2012, um novo
surto de esporotricose felina foi diagnosticado no municipio de Diadema, sudeste
de Sao Paulo.

Por muitos anos, a ocorréncia desta micose estava predominantemente
restrita & ocupacdo profissional, afetando pessoas que lidavam com a terra,
particularmente em areas rurais como fazendeiros, horticultores, floricultores,

mineradores, e aos médicos veterinarios e auxiliares de laboratério durante o



atendimento de animais doentes ou carreadores do fungo. Porém, desde 1998
tem sido observado um aumento do nimero de casos de individuos infectados em
ambiente domiciliar e/ou lazer devido a arranhadura e/ou mordedura por gatos
domeésticos, levando a surtos familiares (Barros et al., 2010; Carlos et al., 2009;
Schubach et al., 2008; Cordeiro et al., 2011). Em 2012 um estudo descreveu a
ocorréncia da epidemia de esporotricose humana em residentes de area urbana
no Estado do Rio de Janeiro no periodo de 1997-2007 e foi observado que mil
duzentos e vinte seis casos da doenca relataram o trauma com gato como fonte
de infeccéo (66,34%); entre esses, 965 casos (78,71%) estavam relacionados ao
gato doméstico; 99 casos (8,07%), ao gato de rua e 162 casos (13,21%) nao
especificaram a procedéncia do animal (Silva et al., 2012). Freitas et al. (2014) ao
realizarem uma retrospectiva dos casos de esporotricose registrados pelo IPEC-
FIOCRUZ (Instituto de Pesquisa Clinica da Fundacdo Oswaldo Cruz) entre os
anos de 1987 a 2013, observaram que neste periodo foram diagnosticados 3618
casos de esporotricose, sendo que 48 pacientes estavam co-infectados com HIV
(Virus da Imunodeficiéncia Adquirida). Atualmente, a dimensdo da endemia de
esporotricose no Estado do Rio de Janeiro € praticamente impossivel de ser
estimada porque além da falta de notificacdes, h& pacientes em condi¢cbes
socioeconémicas bastante precarias que ndo buscam seus tratamentos e muito
menos de seus animais. Além disso, ha o costume de criar gatos para controle de
ratos, descarte de animais doentes em terrenos abandonados, pratica que
culmina com o fechamento do ciclo de vida deste fungo com sua perpetuacao na
natureza e que evidencia total desconhecimento por parte da populagdo em
relacdo a transmissdo e ao controle da esporotricose. Segundo Barros et al.
(2010), é preciso orientar a populacdo quanto aos riscos de transmissao e
disseminacdo da infeccdo e educa-los quanto a posse responsavel de animais

domeésticos, principalmente de felinos.

As manifestacfes clinicas da esporotricose podem depender de fatores
como o tamanho do inoculo, da profundidade da inoculagdo traumatica, da
tolerancia térmica da cepa e da condicdo imune do hospedeiro (Arrillaga-
Moncrieff et al., 2009; Fernandes et al., 2013). As lesdes costumam ser restritas a

pele e aos vasos linfaticos adjacentes. Em raras ocasifes, pode se disseminar
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para outros 6rgaos, ou ainda ser primariamente sistémica resultante da inalagédo
de esporos. As formas clinicas de esporotricose sédo classificadas em cutaneas
(fixa ou localizada, linfatica e disseminada) (Figura 3), mucosa e extracutanea ou
sistémica (pulmonar, ocular, hematdgena, 0ssea e articular) (Appenzeller et al.,
2006; Kong et al., 2006; Morris-Jones, 2002) (Figura 4).

A forma linfocutdnea € a manifestacdo clinica mais frequente da
esporotricose (cerca de 80% dos casos), que se inicia com uma lesdo nodular ou
ulcerada no local da inoculacdo fungica e segue o trajeto linfatico caracterizado
por lesbes nodulares que ulceram e fistulam (Bonifaz & Vazquez-Gonzalez,
2010). A forma cuténea fixa é caracterizada por lesées nodulares, ulceradas ou
eritematosas localizadas no local da inoculacdo fungica (Schechtman, 2010). A
forma sistémica pode envolver uma lesdo cutanea inicial ou estar associada com
a inalacao de conidios no ambiente (Gutierrez-Galhado et al., 2010). A forma mais
severa desta doenca em humanos estd associada com pacientes
imunocomprometidos, assim como pacientes HIV positivos, onde formas exéticas
se manifestam (Galhardo et al.,, 2010; Freitas et al., 2014). A disseminacao
secundéaria para articulagdes, musculos e 0ssos é rara, assim como as
manifestacdes viscerais da doenca de origem respiratéria (Lopes et al., 1999).

Geralmente, os sintomas da esporotricose s6 aparecem trés semanas apos
a inoculacdo quando um nédulo subcutaneo se desenvolve no local onde o fungo
foi inoculado, podendo ulcerar e se abrir. Quando o agente alcanca a circulagcéo
linfatica, ha a formacdo de nédulos menores a partir da lesdo primaria que sdo
distribuidos ao longo do trajeto linfatico que ulceram liberando pus e, revelando

um guadro de linfoadenopatia (Lupi et al., 2005; Pang et al., 2004).
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Figura 3. Manifesta¢gfes clinicas da esporotricose humana. (A-C) Esporotricose cutanea fixa
(Carrada, 2012; Saul & Bonifaz, 2011; Song et al, 2011); (D e E) Esporotricose linfocutanea
(Garcia-Vargas et al., 2008); (F-H) Esporotricose disseminada (Carrada, 2011; Schechtman et al.,

2011; Tang et al., 2012).
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Articular

Pulmona

Figura 4. ManifestacBes extracutdneas da esporotricose humana. (A) Esporotricose pulmonar
(Carrada, 2012); (B) Esporotricose articular (monoartrite) (Xavier et al., 2013); (C) Esporotricose
hematogénica (Vega-Morquecho et al., 2002); (D) Esporotricose ocular (de Abreu Ribeiro et al.,
2010); (E) Esporotricose osteoarticular (Carrada, 2012).
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A esporotricose felina apresenta um amplo espectro clinico, variando desde
uma infeccdo subclinica, que pode evoluir para lesdo cutanea Unica ou formas
multiplas, acompanhadas ou ndo de sinais extracutaneos (respiratorio) e
envolvimento sistémico fatal. NOodulos subcutaneos e Ulceras sé&o as lesdes
cutdneas mais frequentes nos gatos doentes e podem ser encontrados

geralmente na regido cefalica e nos membros (Gremido et al., 2009) (Figura 5).

Embora a esporotricose seja pouco frequente em caes, Varios casos ja
foram diagnosticados nas regides Sul (Schubach & Schubach, 2000; Madrid et al.,
2007; Matos et al., 2012; Guterres et al., 2014) e Sudeste do Brasil (Souza et al.,
2009). Na regido Sudeste, mais de 44 casos foram descritos entre 1998 e 2006
no Rio de Janeiro (Souza et al., 2006; Schubach et al., 2006). Nesta espécie, a
forma cutanea é a mais relatada, caracterizada por nédulos firmes e multiplos,
lesbes ulceradas com bordas elevadas ou crostosas, é&reas alopécicas
principalmente no tronco, na cabeca, nas orelhas e no plano nasal (Scoot et al.,
1996; Souza et al.,, 2009). Os nodulos ainda podem ulcerar ou desenvolver
trajetos drenantes. Existe também a forma linfocutdnea, com nédulos na face
distal de um membro e infeccdo ascendente via linfatica. A forma disseminada
ocorre com pouca frequéncia em animais imunocompetentes e € caracterizada
por letargia, febre, anorexia além da formacdo de ndédulos (Muller & Kirk, 1996;
Whittemore & Webb, 2007) (Figura 5).
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Figura 5. ManifestacGes clinicas da esporotricose nas espécies felina (A-D) e canina (E-H).
(Borges et al.,, 2013; Torres da Silva et al.,, 2008; Souza et al., 2009; Guterres et al., 2014;
Filgueira, 2009).
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2.3 Fatores de Patogenicidade

Os fatores de patogenicidade sdo responsaveis pelo aumento da viruléncia
de um agente microbiano durante a infeccdo e por isso a origem destes
mecanismos tem sido alvo de varios estudos. Microrganismos em geral, quando
em contato com o solo adquirem condicdes que facilitam sua sobrevivéncia e
consequentemente aumentam seu poder de infeccdo e viruléncia (Casadevall,
2006). Estudos demonstraram que fatores como dimorfismo, termotolerancia,
enzimas extracelulares, componentes da parede celular e presenca de melanina
estejam envolvidos na patogenicidade de S. schenckii (Barros et al., 2010). Foi
descrito que isolados incapazes de crescer a temperaturas superiores a 35-37°C
estariam associados a forma cutdnea da micose, enquanto que o0s mais
termotolerantes estariam aptos a se desenvolver nos 6rgdos internos,
desenvolvendo a forma sistémica da esporotricose (Kong et al., 2006; Kaufman,
1999).

O dimorfismo flngico € comum em espécies que causam enfermidades em
humanos e em outros animais. Muitos desses organismos crescem como hifas
fora de seus hospedeiros, mas assumem uma forma leveduriforme dentro dos
mesmos. S. schenckii, P. brasiliensis, F. pedrosoi, C. neoformans e W.
dermatitidis sdo fungos dimorficos que alteram sua morfologia de acordo com a
temperatura, formando colonias filamentosas em temperatura ambiente (25°C) e
mudando para a forma leveduriforme, geralmente relacionada ao parasitismo,

com o aumento da temperatura para 37°C.

As melaninas s&o polimeros hidrofébicos de alto peso molecular,
carregados negativamente, formadas através da polimerizacdo oxidativa de
compostos fendlicos e inddlicos (Nosanchuk & Casadevall, 2006; Gomez et al.,
2003). Séao produzidas por animais, plantas e por diferentes microrganismos
presentes na natureza e tém sido descritas como um importante fator de
viruléncia de fungos patogénicos (Franzen et al.,, 2008). Podem apresentar
coloragdo marrom-escura ou negra, sao insolliveis em &agua, &cidos e solventes
organicos (Butler & Day, 1998) e susceptiveis a agentes oxidantes (Nosanchuk &
Casadevall, 2006). Sua sintese em fungos pode ocorrer a partir de dois
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precursores: dihidroxifenilalanina, chamada de melanina-dopa produzida pela via
polifenoloxidase (ou lacases e tirosinases) e a melanina dihidroxinaftaleno
chamada de melanina-DHN produzida pela via penta-acetato (Einseman &
Casadevall, 2011).

Para a sintese da melanina do tipo DHN, as moléculas precursoras, acetil-
CoA ou malonil CoA redutase, sédo produzidas endogenamente. Isso significa que
o fungo utiliza moléculas comuns que alimentam vias metabdlicas essenciais
como a glicdlise e vias das pentoses. O primeiro passo, € a formacao de 1,3,6,8-
tetrahidroxinaftaleno (1,3,6,8-THN) que € catalisada pela policetideo-sintase
(PKS), seguida por uma série de reacdes de reducdo e desidratacdo que geram
os intermediarios scitalone, 1,3,8-tri-hidroxinaftaleno, vermelone, e o 1,8-di-
hidroxinaftaleno (DHN) e, finalmente, a polimerizacdo deste Ultimo leva a
formacao da melanina. As vias de reducdo podem ser inibidas pelo triciclazol (5-
metil-1,2,4-triazol[3,4-b]benzotiazol) (Langfelder et al., 2003; Mares et al., 2004,
Pihet et al., 2009).

Para a sintese da melanina DOPA ha duas opc¢des de pontos de partida:
L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) ou tirosina. Quando L-DOPA é a molécula
precursora, esta é oxidada para dopaquinona pela enzima lacase. Quando a
tirosina € o precursor, ela é convertida primeiro em L-DOPA e, em seguida, em
dopaquinona. A mesma enzima, a tirosinase, realiza as duas etapas. Entéo,
depois de uma série de reacbes de ciclizacdo, oxidacdo, tautomerizacdo e
polimerizacdo, a eumelanina é produzida (Langfelder et al., 2003). Esta via pode
ser inibida pelo glifosato (Nosanchuk et al., 2001).

Vale ressaltar que ambas as vias de sintese de melanina podem ser
encontradas em ascomicetos como o0s fungos como Sporothrix schenckii,
Aspergillus fumigatus e outros (Almeida-Paes et al. 2009). Enquanto que em
basidiomicetos, como o fungo C. neoformans, o pigmento é produzido
exclusivamente pela via L-DOPA. O fato de C. neoformans produzir melanina
apenas pela via L-DOPA combinada com a dependéncia absoluta de substratos
exdgenos para a sintese deste pigmento fez deste fungo um importante
‘organismo sistema” para o estudo da melanizagdo fungica (Einseman &
Casadevall, 2011).
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bY

No geral, as melaninas conferem resisténcia a célula fungica frente as
células efetoras do sistema imune reduzindo o processo fagocitico, a protecédo
contra derivados reativos de oxigénio e nitrogénio, e contra enzimas hidroliticas
como quitinase e glucanases (Nosanchuk & Casadevall, 2003; Jacobson, 2000;
Romero-Martinez et al., 2000). Romero-Martinez et al. (2000) demonstraram que
a sintese de pigmentos semelhantes a melanina em S. schenckii ocorre pela via
1,8-DHN penta-acetato e que o0 pigmento parece proteger os conidios de danos
oxidantes por radicais livres, luz ultravioleta e ao processo fagocitico por
macréfagos quando comparado com conidios albinos que eram duas vezes mais
susceptiveis a fagocitose. Observacdes ultraestruturais demonstraram que S.
schenckii sintetiza este pigmento na forma leveduriforme (37°C) favorecendo a
infeccdo e na forma filamentosas, onde conidios pigmentados (25 °C) perdem sua
camada de melanina durante sua fase de transicdo (Madrid, 2007). Esses
pigmentos normalmente estdo localizados na parede da célula fangica ou no
entorno da parede através de granulos eletrondensos associados a matriz fibrilar
(Lane et al., 1969; Romero-Martinez et al., 2000; Jacobson, 2000; Langfelder al.,
2003). Outros fungos como F. pedrosoi sintetizam a melanina no interior da
membrana em estruturas conhecidas como melanossomas (Franzen et al., 2008;
Alviano et al., 1991).

Em pesquisas realizadas por Bocca et al (2006) foi demonstrado que a
melanina produzida pelo fungo Fonsecaea pedrosoi inibiu a producdo de Oxido
nitrico por macrofagos, demonstrando a importdncia da melanizacdo na
modulacado da resposta imune do hospedeiro. A producdo de melanina in vitro e in
vivo também foi demonstrada em outros fungos dimorficos patogénicos de
humanos, como Blastomyces dermatitidis (Nosanchuk et al., 2004), P.brasiliensis
(Gomez et al., 2001), Penicillium marneffei (Youngchim et al., 2005), Histoplasma
capsulatum (Nosanchuk et al., 2002) e Coccidioides posadasii (Nosanchuk &
Casadevall, 2006).

Devido a complexidade, dificuldade de isolamento, extracdo e diversidade
das melaninas, sua exata composicao estrutural ainda permanece desconhecida
(Almeida-Paes et al., 2009; Franzen et al., 2008; Nosanchuck & Casadevall,
2006). A deteccdo de pigmentos semelhantes & melanina em células fangicas de

P. brasiliensis, F. pedrosoi, C. neoformans e S. schenckii ja foram analisadas por
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ressonancia paramagnética eletrénica (EPR), onde foi demonstrado que estas
particulas produziram um sinal em formato sigmoidal indicando a presenca de
radicais livres com intensidades dependentes de sua capacidade melanogénica
(Almeida-Paes et al., 2012; 2009; Nosanchuk et al., 2001). Além da EPR, outras
técnicas como Infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN) e difracdo de
Raio-X tém sido utilizadas na tentativa de decifrar a completa estrutura deste
pigmento (Zhong et al., 2008; Cunha et al., 2010; Bridelli e Crippa, 2010;
Chatterjee et al., 2012).

A habilidade da melanina se ligar a metais de transicdo e se livrar dos
radicais livres confere ao fungo um importante mecanismo de escape das defesas
do hospedeiro (Langfelder et al., 2003; Jacobson, 2000). O ferro € essencial para
as reacoes de oxido-reducédo (Byers & Arceneaux, 1998) e tem sido descrito como
um constituinte essencial da melanina fangica e responsavel por oferecer
protecdo contra mecanismos oxidativos (Henson et al., 1999). Em C. neoformans,
foi observado que peguenas concentracdes de ferro e cobre no meio de
crescimento podem influenciar na expressao de genes regulados por TUP1 tanto
para a producdo de capsula, importante fator de viruléncia deste fungo, quanto
para a manutencdo da homeostase cobre/ferro (Lee et al., 2009). A importancia
da homeostase do cobre em C. neoformans é sugerida pela dependéncia deste
metal como cofator pelas enzimas superoxido-dismutase Cu/Zn e laccase, uma
enzima chave para a produgédo de melanina (Lee et al., 2009; Cox et al., 2003;
Salas et al., 1996).

A relacdo do pigmento com substancias antifiUngicas ainda ndo esta bem
elucidada. Estudos realizados com os fungos H. capsulatum, P. brasiliensis e C.
neoformans mostraram que a melanina proporcionou resisténcia a acdo da
anfotericina B e a caspofungina pela diminuicdo da permeabilidade celular ao
antifingico ou escapando da acéo dos radicais livres (Silva et al., 2006; Van Dium
et al., 2002), enquanto que no fungo Wangiella dermatitidis, a presenca do
pigmento n&o influenciou na sua susceptibilidade ao antifungico. Outro trabalho

realizado com C. neoformans demonstrou que a presenca do pigmento neste
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microrganismo protegeu as células frente ao fluconazol, itraconazol e flucitosina
(Nosanchuk & Casadevall, 2003; Jacobson, 2000).

A urease € uma metaloenzima que catalisa a hidrélise de ureia a amonia e
ao carbamato, que em condic¢des fisiolégicas, provoca o aumento do pH. A
importancia desta enzima como fator de viruléncia foi demonstrada nos fungos C.
neoformans, Coccidioides immitis, H. capsulatum, S. schenckii e espécies de
Trichosporon e Aspergillus (Cox et al., 2000). Foi observado que a atividade da
urease esta relacionada com a patogénese da criptococose, mas essa atividade
pode ser espécie-especifica, porque a presenca de urease somente corroborou
com a infeccdo quando testada em modelo murino. Em 2004, Olszewsk et al.
observaram que ao inocular C. neoformans via endovenosa em camundongos
selvagens, mutantes ou reconstituidos para o gene urease, a disseminacdo do
fungo C. neoformans para o cérebro foi mais branda no mutante do que para os
demais, sugerindo que esta enzima facilita a invasdo do fungo no sistema nervoso
dependendo da via de inoculacédo, pois quando o fungo foi inoculado diretamente

no cérebro nao foi observado diferencas na colonizacao deste 6rgéo.

2.4 Tratamento da esporotricose

Os farmacos antifungicos utilizados para o tratamento da esporotricose
humana compreendem iodeto de potassio, anfotericina B, itraconazol, terbinafina
e fluconazol. A escolha terapéutica € dependente da forma clinica, da extenséo
das lesbes cutaneas, dos efeitos colaterais e do envolvimento sistémico da
micose (Schubach et al., 2006; Nobre et al., 2002b). O tratamento pode ser dificil,
principalmente devido a adesdo do paciente ao tratamento de longa duracdo, mas
também devido ao custo dos medicamentos. lodeto de potassio, agentes
antifingicos como cetoconazol, itraconazol, anfotericina B, terbinafina, terapia
térmica local e cirurgias para a remocao das lesdes sédo as opc¢oes de tratamento
disponiveis para os gatos com esporotricose (Pereira et al., 2009). Mas, a

prescricdo dos tratamentos representa um desafio para os veterinarios, ja que as
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opcOes terapéuticas sdo limitadas e os farmacos apresentam efeitos adversos
como nefrotoxicidade (Barros et al., 2004; Welsh, 2003).

O iodeto de potassio em solucédo saturada foi um dos primeiros e o mais
tradicional tratamento utilizado na terapia da esporotricose desde 1907 por De
Beurmann (Yamada et al., 2011) com comprovada eficacia contra as formas
cutanea fixa e linfocutanea da doenca (Bustamante & Campos, 2004; Lopes-
Bezerra et al., 2006; Kauffman et al., 2007). Representa até o0 momento uma das
primeiras alternativas de escolha para o tratamento, especialmente quando os
recursos sao limitados (Xue & Li, 2009), mas seu mecanismo de acdo ainda é
desconhecido. Embora seu uso seja restrito devido a varios efeitos colaterais
como o iodismo caracterizado por vOmitos, anorexia, depressdo, ictericia,
tremores, corrimento nasal e ocular, hipotermia e insuficiéncia cardiaca (Cruz,
2013), principalmente na espécie felina (Coskun et al., 2004), outros autores
acreditam que estes efeitos ocorrem com baixa frequéncia e que as desvantagens
do uso de iodeto de potassio estdo relacionadas com a superdosagem, o tempo
de tratamento e a eficcia limitada contra a forma sistémica (Yamada et al.,2011).
Por esse motivo, em casos de resisténcia frente ao itraconazol, o iodeto de
potdssio vem sendo reconsiderado para o uso nos felinos em doses de
20mg/animal/dia (Cruz, 2013).

Devido as suas propriedades farmacolbgicas, o itraconazol vem sendo
amplamente empregado na terapéutica das micoses superficiais e sistémicas
inclusive em pacientes imunocomprometidos. O itraconazol pertence a classe dos
azois, sendo um triazol com capacidade de inibir a 14a-demetilacdo da molécula
de lanosterol através da interacdo com a enzima C14 a-lanosterol demetilase.
Sua atividade é fungistética e consiste em alterar a permeabilidade da membrana
plasmatica pela inibicdo da sintese de ergosterol e impedindo a replicagcdo do
fungo (Odds et al., 2003). O itraconazol tem demonstrado ser bastante eficaz no
tratamento da esporotricose humana nas diferentes formas da doenca, e em
animais, principalmente em felinos, e €, portanto, o farmaco eleito de primeira
escolha para o tratamento desta micose em humanos e em animais (Freitas et al.,
2010; Pereira et al., 2010), especialmente em situacdes onde o custo ndo € um

obstaculo para a continuidade do tratamento (Morris-Jones, 2002). No entanto,
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seu uso de forma indiscriminada tem resultado no surgimento de isolados
resistentes e consequentemente eventos de falha terapéutica e recidivas da
doenca foram observados em animais e humanos (Rochette et a., 2003;
Schubach et al., 2004a; Antunes et al., 2009; Gremiao et al., 2009, 2011; Guterres
et al., 2014).

Para a esporotricose, o farmaco demonstrou boa atividade em estudos in
vitro e in vivo, em pacientes apresentando as formas cutaneas, linfocutaneas e
extracutaneas da micose em doses variando de 100 a 400mg/dia (Avila-Antunes
et al., 2009; Alvarado-Ramirez & Torres-Rodriguez, 2007; Meinerez et al., 2007a;
Bustamante & Campos, 2004). Porém, em alguns casos a resposta clinica néo é
satisfatoria, embora o tratamento tenha provada eficacia em gatos (Schubach et
al., 2004; Pereira et al., 2008).

A terbinafina, € um antifiingico do grupo das alilaminas e seu mecanismo
de acdo ocorre através da inibicdo da enzima esqualeno epoxidase da via de
sintese do ergosterol. Por inibir um passo inicial nesta via biossintética, muitas
vezes provoca efeito fungicida decorrente da deplecdo do ergosterol da
membrana e acumulo do esqualeno pela célula fungica (Odds et al., 2003). Esse
antifingico tem sido considerado uma alternativa para o tratamento da
esporotricose. Estudos in vitro e in vivo demonstraram boa atividade da
terbinafina frente ao S. schenckii, assim como boa tolerabilidade de acdo no
tratamento da esporotricose cutanea e linfocutanea (Silveira, et al., 2009; Meinerz
et al., 2007a; Kholer et al., 2006; Trilles et al., 2005). Em contrapartida, este
farmaco mostrou-se pouco eficaz quando avaliado sobre ratos Wistar em modelo
de esporotricose cutanea (Avila-Antunes et al., 2009). Os principais efeitos
colaterais descritos para terbinafina e itraconazol envolvem, principalmente, o
sistema gastrintestinal, sendo os mais comumente relatados nauseas, vomitos,
dor e desconforto abdominal. Devido aos farmacos serem metabolizados no
figado, podem ser observadas alteragbes nas enzimas hepaticas. Estudos
demonstraram que a concentracéo hepatica do itraconazol é até trés vezes maior
que os niveis plasmaticos, sendo recomendada a monitoragdo das enzimas
hepaticas durante o tratamento com o farmaco (Catalan & Montejo, 2006; Meinerz
et al., 2007a).
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A anfotericina B, por sua vez, foi introduzida em 1956 e permanece sendo
um farmaco muito utilizado para as formas sistémicas da enfermidade e em casos
de recidivas (Gremido et al., 2012). Pertence a classe dos poliénicos e 0 seu
mecanismo de acdo se da através da sua ligacdo a molécula de ergosterol,
provocando a desestabilizacdo da membrana plasmatica da célula fungica e induz
a formacgéo de poros que podem causar o extravasamento do conteudo celular
(Odds et al., 2003). Mas, devido a sua toxicidade, principalmente renal, tem seu
uso restrito nos animais domeésticos. Anfotericina B tem sido indicada para o
tratamento de progressao rapida ou sistémica de micoses graves, como formas
disseminadas da esporotricose (Peaston 1994), apesar de seu uso ser limitado
por nefrotoxicidade (Erner & Werner, 1994). Relatérios sobre a aplicacdo da
anfotericina B para o tratamento de esporotricose felina sdo escassos. A
administracdo intravenosa de anfotericina B para o tratamento de gatos com
esporotricose foi descrita em trés casos, mas os resultados foram insatisfatorios
(Nusbaum et al., 1983). Em casos de esporotricose felina refrataria ao itraconazol,
a administracdo subcutanea ou intralesional de anfotericina B combinada a
administracdo oral de itraconazol pode ser uma alternativa (Gremiao et al., 2009;
Pereira et a., 2009; Gremido et al. 2012).

2.5 Modelo invertebrado de infeccdo e de selecdo de compostos

bioativos

Os ensaios in vivo em modelo animal tratam-se de uma metodologia
largamente adotada em estudos de interacdo parasita-hospedeiro, toxicoldgicos e
de susceptibilidade aos antimicrobianos, pois € uma importante forma de detectar
alteracdes bioquimicas e histolégicas provocadas pela exposicdo do hospedeiro
ao agente infeccioso e/ou validando a acado de um farmaco obtido inicialmente em
testes in vitro e permitindo a determinacdo da dose letal destes farmacos
candidatos (Chen et al., 2006). Porém, apesar destes ensaios permitirem a
avaliacdo do efeito de novas moléculas em um contexto metabdlico e fisioldégico
normal, apresentam algumas desvantagens, pois envolvem 0 manuseio e 0O

sacrificio de varios animais.
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Em pesquisas cientificas, a utilizacdo de animais de laboratério representa
um dos dilemas mais conflitantes no debate bioético (Rezende et al., 2008). Em
1959, a publicacao do livro “Principles of Human Experimental Technique”, exp0s
uma nova alternativa na utilizacdo de animais para experimentacdo. Os autores
estabeleceram o conceito dos trés “Rs”: Replace (substituir), Reduce (reduzir) e
Refine (refinar) com o objetivo de propor uma redugdo do numero de animais
utilizados em cada experimento, o refinamento das técnicas objetivando evitar a
dor e o sofrimento desnecessarios, e a substituicdo, do inglés replacement, por
métodos alternativos deve ser imperativo. Ainda, o refinamento tecnolégico na
geracdo de modelos experimentais também tem levado a redugdo do numero de
animais/grupo experimental, por reduzir de maneira importante a variabilidade
observada em cada experimento.

Desta forma, a reflexdo sobre a necessidade de um modelo bioldgico e a
relevancia do estudo devem ser aspectos fundamentais para a decisdo de um
pesquisador realizar um projeto utilizando animais (Damy et al., 2010). Esse fato
fez com que novas abordagens fossem exploradas pelos pesquisadores para
suprir a demanda de ensaios in vivo, como por exemplo, 0 uso de organismos
geneticamente conhecidos como Artemia salina, Drosophilla melanogaster, Danio
rerio (zebrafish) e Caenorhabditis elegans, que tém sido utilizados como modelos
de hospedeiros para varios patégenos caracterizando novos métodos de ensaios

bioldgicos in vivo (Ségalat, 2007).

O nematoide de vida livre, especialmente Caenorhabditis elegans, constitui
um modelo de infeccdo simples que pode ser letalmente infectado por diferentes
patdgenos de humanos e animais através da substituicdo da sua fonte de
alimento usual (bactérias) pelo microrganismo patogénico de interesse (Breger et
al., 2007; Moy, 2006; Sifri et al., 2005). Esse modelo também pode servir como
instrumento de triagem para avaliar a toxicicidade de uma gama de compostos in
vivo. E, de acordo com o tempo de sobrevivéncia deste organismo infectado na
presenca dos compostos, pode-se estimar o mecanismo de acdo deste novo
candidato a agente antimicrobiano (Moy et al., 2006; Breger et al., 2007; Ségalat,
2007).
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C. elegans € um nematoide de vida livre que pode ser encontrado no solo de
diferentes regides do mundo. Este verme alimenta-se de bactérias e possui um
ciclo de vida de cerca de 3 dias sob condi¢cGes apropriadas em laboratério. Podem
ser encontrados como hermafroditas ou machos, medindo aproximadamente 1
mm de comprimento. Este nematoide possui um corpo plano e simples,
consistindo de dois tubos cilindricos e concéntricos. O tubo externo contém a
hipoderme, o sistema nervoso, a musculatura e o sistema excretor-secretor,
enquanto que o tubo interno inclui uma faringe bilobada, o trato intestinal e o
anus. O espaco fluido que separa os tubos é chamado de pseudoceloma, que
contém as gbnadas e age como esqueleto hidrostatico para manter o formato do
corpo. As barreiras fisicas do verme incluem a faringe, que mecanicamente
destréi os micrébios que normalmente fazem parte da dieta e uma cuticula que

envolve todo o corpo do verme (Sifri et al., 2005) (Figura 6).

Intestinal

Term bulb Ant. bulb
Pharynx

Spermatheca Intestine

Figura 6. Caracteristicas anatémicas basicas de C. elegans (Sifri et al., 2005).

Os microbios patogénicos para o nematoide induzem danos celulares e sao
detectados por receptores especificos. Estes eventos sédo sinalizados por vias que
levam a producédo e liberacdo de moléculas de defesa. Como C. elegans néo
possui um sistema imunoldgico adaptativo, sua defesa imune se baseia
exclusivamente no sistema imune inato, que € notavelmente preservado entre
animais invertebrados e vertebrados. Sua defesa inata é composta de receptores
gue detectam agentes patogénicos através de uma complexa rede de vias de

sinalizacdo e moléculas efetoras (Bogaerts et al.,, 2010). Entre estes efetores
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imunes estdo uma variedade de peptideos antimicrobianos (AMPS) e proteinas
especificas como lectinas e lisozimas. Os AMPs sdo definidos como pequenas
moléculas de baixo peso molecular, frequentemente contendo entre 10 e 150
aminoacidos e podem ser expressos constitutivamente ou induzidos por
patbgenos nos tecidos, assim como na faringe, no intestino ou na epiderme
(Figura 7) (Ewbank & Jugasti, 2011; Bogaerts et al., 2010). Essas moléculas
possuem atividade antimicrobiana natural devido a sua estrutura anfipatica
catibnica que facilita o rompimento das paredes de células anidnicas e de
fosfolipidos das membranas de micrébios, embora outros mecanismos
microbicidas também tém sido propostos (Bogaerts et al., 2010; Bulet et al, 2004;
Brogden, 2005).
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Figura 7. Defesas do corpo de C. elegans. Os micrdbios induzem a producdo de uma variedade
efetores da imunidade inata como peptideos antimicrobianaos (AMPs) especificos e proteinas
(Ewbank & Jugasti, 2011).

Os patégenos de C. elegans usualmente utilizam duas principais rotas de
infeccdo: através da faringe ou da epiderme. Muitas bactérias gram-negativas e

positivas, bem como leveduras, infectam os vermes apds a sua ingestao durante
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a alimentacao via colonizacdo do trato alimentar, que é necessariamente o tecido
mais vulneravel. Estes patdgenos resistem & acdo mecanica do triturador e
sobrevivem a passagem através dele até atingir o lumem intestinal, onde
colonizam e estabelecem a infeccdo. Em outros casos, tem sido mostrado que o
patégeno pode destruir o triturador, penetrar e se multiplicar dentro de células do
hospedeiro, formar biofilme na cavidade bucal, secretar toxinas, invadir as células
intestinais, colonizar o Utero e se aderir a cuticula da regido terminal do intestino e

causar inflamacéo no reto (Sodehall, 2010).

C. elegans foi o primeiro microrganismo a ser utilizado como modelo
nematoide para o estudo de neurobiologia por Sydney Brenner desde 1974
(Sengupta & Samuel, 2009; Brenner, 1974). Seu pequeno genoma e a facilidade
de se cultivar em laboratério o tornaram apropriado para andlises genéticas. A
partir da utilizacdo em estudos neuroldgicos e de desenvolvimento, C. elegans
também tem sido utilizado como um hospedeiro modelo para patégenos
oportunistas como as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Salmonella entérica e fungos como C. neoformans (Mylonakis et al., 2007) e
Candida albicans (Breger et al., 2007).

As vantagens da utilizacdo de C. elegans como modelo de hospedeiro para
patégenos estdo relacionadas ao tempo de duracdo dos experimentos, ao baixo
custo quando comparado com os modelos mamiferos (Kurz & Ewbank, 2000),
com a facilidade de manutencdo em laboratério, facilidade de manipulacdo, mas,
sobretudo as informacdes obtidas apds seu sequenciamento genético que
revelaram que este nematoide possui mecanismos biolégicos conservados e sua
alta homologia com o ser humano permite que informacfes obtidas a partir de sua
manipulacdo também contribuam na descoberta acerca de algumas
peculiaridades do genoma humano. No entanto, este nematoide possui uma
limitac@o crucial que é sua incapacidade de sobreviver a temperaturas superiores
a 25°C (Laws et a., 2005) e produzir progénies viaveis (Klass, 1977). Este fator
determinante para o seu ciclo de vida acaba inviabilizando a avaliacdo de
determinados mecanismos de viruléncia que somente sdo expressos por alguns
patogenos quando em hospedeiro mamifero a 37°C podendo ndo ser expressos
em C. elegans limitando, dessa forma, a descoberta de importantes fatores de
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viruléncia. De acordo com Konkel & Tilly (2000), o fator temperatura € crucial para
alguns patogenos bacterianos ativar a regulacdo de determinados genes de
viruléncia.

Panagrellus redivivus é outro nematoide de vida livre encontrado no solo e
tem sido demonstrado sua aplicagdo como fonte alternativa de alimento para
larvas de peixes devido ao seu baixissimo custo (Ricci et al., 2003) e em ensaios
com fungos nematofagos visando o controle biolégico de nematoides
gastrintestinais (Paraud et al., 2005; Araujo et al., 2004). Em 2005, foi publicado o
primeiro trabalho utilizando P. redivivus como modelo de infec¢éo justificando que
esse nematoide oferece a vantagem sobre o modelo C. elegans de sobreviver a
37°C proporcionando um melhor estudo de certos mecanismos de viruléncia
causados por patégenos de animais ou humanos e prover informacdes sobre
interacdo patdégeno-hospedeiro que C. elegans ndo pode oferecer devido ao fator

temperatura.

2.6 Capsicum annuum L.

O género Capsicum pertence a ordem Solanales e a familia Solanaceae e
€ popularmente conhecido por constituir as pimentas e os pimentdes (Aggarwal et
al. 2008; Moreira et al.,, 2006). Plantas deste género sao arbustos tipicos
possuindo de 20 a 25 espécies, normalmente classificadas de acordo com o nivel
de domesticacdo (Figura 8). As pimentas ja disseminadas pelos continentes séo
classificadas pelos botanicos em cinco espécies: Capsicum baccatum, C.
pubescens, C. annuum, C. chinense e C. frutescens. Essas trés ultimas passaram
a liderar a comercializacdo atual (Carvalho & Biachetti, 2004). No Brasil, os
principais produtores de pimenta estdo mais concentrados nas regifes Sudeste e
Centro-Oeste, sendo a espécie C. annuum L. mais cultivada em Sao Paulo, Minas
Gerais e Goias (Pinto et al., 2006).

No inicio do século XXI, a producdo de pimentas Capsicum no Brasil
atingiu 40 mil toneladas anuais, em cerca de 2 mil hectares cultivados em quase

todas as regifes do pais. Os negocios de pimentas representam um expressivo
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segmento do mercado agricola brasileiro, com forte mercado para aplicacbes
industriais dos setores alimenticio, farmacéutico e cosmético (Carvalho et al.,
2006; Souza & Rossi, 2014). As pimentas (Capsicum spp.) como habanero,
pimenta de caiena, jalapefio e serrano, sdo boas fontes de diferentes compostos
bioativos como a vitamina C, vitamina E, carotenoides e flavonoides, que
desempenham um papel importante na sadde humana (Alvarez-Parrilha et al.,
2011).

Figura 8. Pimentas da espécie Capsicum annuum. (A) Arbusto da espécie caiena; (B) pimenta da

espécie jalapefio (Lim, 2013).

A pungéncia ou picancia das pimentas deve-se a presenca de amidas
chamadas capsaicinoides, sendo que a capsaicina (8-metil-N-vanilil-1-6-
nonamida) e diidrocapsaicina representam cerca de 90% dos capsaicinoides
comumente encontrados nestas espécies. Tais compostos se acumulam na
vesicula da epiderme, na parte interna dos frutos e nas sementes em niveis que
variam com o genotipo, a maturidade e as condigcbes de crescimento, sendo
liberados naturalmente quando o fruto sofre algum dano fisico e reduzidos apds
etapas de processamento (Zewde & Bosland, 2001; Reifschneider, 2000; Salazar-
Olivo & Silva- Ortega, 2004). Os capsaicinoides sé@o biossintetizados atraves da
convergéncia de duas vias metabdlicas: a via fenilpropanoide e a via dos acidos
graxos de cadeia ramificada que utilizam como precursores a fenilalanina e a
valina ou leucina, respectivamente (Aza-Gonzélez et al.,, 2011). O processo de

sintese da capsaicina é catalisado pela enzima capsaicina sintase atraves da
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condensacao da vanilalamina (Figura 9) (Prasad et al, 2006). Estes compostos
conferem pungéncia aos frutos e as sementes e também correspondem aos
principais agentes terapéuticos naturais com acao anestésica, analgésica e
também atuam como psicoestimulantes e neurodepressores (Souza & RossI,
2014). Além disso, os capsaicinoides sdo substancias que causam irritacdo para
os mamiferos, incluindo os humanos, e produzem sensacdo de queimacgao
guando em contato com a pele (Perucka & Materska, 2001). Uma formulacéo de
oleorresina in natura de pimenta é usada em sprays ou bombas de efeito moral
contendo Oleos sintéticos que dificultam a remoc¢éo do produto. O gas de pimenta
atua nas mucosas de olhos, nariz e boca causando irritacdo, ardor e sensacao de

panico (Vesaluoma et al., 2000).

Extratos de Capsicum, capsaicinoides e carotenoides ja demonstraram
atividade antimicrobiana, antioxidante e anticancer suprimindo o crescimento de
varias células tumorais humanas, incluindo leucémicas (Zhang et al., 2003),
gastrica (Kim et al., 1997), hepatica (Jung et al.,2001), glioma (Qiao et al., 2005),
e de proéstata (Mori et al., 2006).
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amino transferase putativo; CS, capsaicina sintase; KAS, ceto acil sintase) (Prasad et al., 2006).
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2.7 Heteropoliacidos (HPAS)

Os polioxometalatos (POMs) sdo aglomerados anibnicos metal-6xido que
compreendem uma classe versatil de compostos inorganicos que possuem uma
variedade de estruturas, tamanhos, combinacfes de metais, possuindo atividade
eletroquimica e alta solubilidade (Miras et al.,, 2012; Tan et al., 2012; Yamase,
2005; Tsigdinos, 1978). Estas estruturas podem conter ou ndo heteroatomos, o
que divide esta classe de compostos em dois grupos: (1) os isopolianions de
férmula (MmOy)* e (2) heteropolianions de formula (XaMmOy)* (Maksimov, 1995).
Esta dltima classe pode ser dividida em heteropoliacido (forma &cida) e

heteropolissais (ou sais de heteropoliacidos).

Os HPAs tipo Keggin sdo compostos &acidos, constituidos por anions
polioxometalatos, que correspondem a octaedros de metal-oxigénio (MOs) ligados
a um heteroatomo de silicio (Si), fésforo (P), germanio (Ge) ou selénio (Sn),
sendo os atomos de Si e P os mais utilizados. Quatro triades partilham um
octaedro de metais de transi¢cdo (4MsO10) e estdo ao redor do tetraedro central,
seguindo a formula genérica Hn [XM12040], onde M é o metal de transicdo em seu
maior estado de oxidagao, usualmente de molibdénio (Mo) (VI), tungsténio (W)
(VI), vanadio (V) ou uma mistura destes metais em diferentes proporcoes
(Bennardi et al., 2010) (Figura 10).

Figura 10. Estrutura molecular do HPA com estrutura de Keggin.



32

Mesmo mantendo a sua estrutura, € possivel alterar as propriedades
fisicas e quimicas dos HPAs, alterando seus elementos constituintes, o que
amplia a gama de aplicacfes destes compostos (Bennardi et al., 2010; Sathicq et
al., 2008). Além de eficientes oxidantes, os HPAs possuem as vantagens de
serem altamente sollveis em solventes polares, possuirem grande estabilidade
térmica e quimica sob condi¢cdes extremas de reagdo e bastante atrativos do

ponto de vista econémico e ambiental (Mizono et al., 2000).

O maior campo de aplicacdo dos HPAs € no processo catalitico de varias
reacdes organicas (Heravi & Sadjadi, 2009) como oxidacao seletiva (Timofeeva,
2004), incluindo a sintese de imidazoles (Rafiee et al., 2011; Sadjadi et al.,
2009a), flavonas (Bennardi et al., 2011), hidrazonas (Sadjadi et al., 2009b) e
cumarinas (Romanelli et al., 2004). Os POMs foram primeiramente relatados em
1972 na Franca quando o polioxotungstato [SiW12040]*~ exibiu atividade contra
varios virus DNA e RNA in vitro e in vivo (Tan et al., 2012; Raybaud et al, 1972;
Jasmin et al, 1973; Haapala et al, 1973). POMs com estrutura de Keggin tém uma
longa histéria de uso como antiviral (Liu et al., 2008; Liu et al., 2004; Take et al.,
1991). O HPA PM-19 ([K7PTi2W10040]) foi relatado ser o mais potente inibidor in
vitro da replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), da herpes simplex
(HSV), do citomegalovirus humano (HCMV) e contra o virus Herpes simplex tipo 2
em uma concentragdo ndo citotdxica, exibindo atividade superior ao aciclovir em
camundongos (lkeda et al., 1993). Além disso, outros heteropolioxotungstatos
também tiveram suas atividades biologicas testadas (Inoue et al., 1990; Fukuma
et al., 1991; Take et al., 1991; Ikeda et al., 1993).

Diversos HPAs apresentaram potente acdo contra células tumorais (Zhai et
al., 2008; Yanagie et al., 2006). O uso combinado dos HPAs H3[PW12040] €
H3[PMo012040] com cafeina alterou o crescimento de células do carcinoma
intestinal em quatro pacientes (Reynaud, 1971; Mukherjee et al., 1998; Hill, 1998).
O polioxometalato dimérico NasK7[{B-SiC02W10036(OH)2(H20)}2]-39.5H20 exibiu
atividade antitumor in vitro sobre células de cancer de figado e ovario (Tan et al.,
2012). Também tem sido mostrado um potente efeito sinergistico dos HPAs com
antibidticos B-lactamicos contra S. aureus resistentes a meticilina e vancomicina
(MRSA e VRSA) (Inoue et al., 2006a; Inoue et al., 2006b; Yamase et al. 1996).
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Em 2007, Curticipean et al., avaliaram a sensibilidade de algumas bactérias
gram-negativas e gram-positivas e de fungo para a acao do fosfotungstato de
sodio (beta-Nas[P2W1s0s2].18 H20]) utilizando métodos qualitativos e

guantitativos, mas somente as bactérias foram sensiveis ao POM testado.

2.8 Complexos de Coordenagao

Complexos de coordenacdo sdo substancias que possuem ions metalicos
em sua estrutura. Esses complexos contém ions metalicos ligados a varios anions
ou moléculas chamadas de ligantes. O atomo do ligante que se liga ao ion
metalico € o atomo doador e o numero de atomos doadores ligados ao ion
metalico corresponde ao numero de coordenacao deste ion (Brown et al., 2005).
Atualmente muitos compostos de coordenagcdo tém sido sintetizados com o
objetivo de simularem a ag&o de nucleases naturais com diferentes aplicacgdes.

O desenvolvimento de substancias antitumorais baseadas em metais foi
estimulado pelo sucesso clinico do composto de coordenacdo
cisdiaminodicloroplatina (ll) (cis-[Pt(NHs)2Cl2], cisplatina) e seus analogos
(Brabec, 2002). Com a descoberta de que este composto inibia o crescimento de
células cancerigenas por atuarem sobre o DNA, confirmou-se que compostos de
coordenacao podem interagir com a dupla fita do DNA. Tal interacdo pode ocorrer
de diferentes formas: (a) interac6es ndo covalentes (eletrostatica); b) interacdes
covalentes; (c) interacdo por intercalacdo; (d) interacdo por oxidacao; (e)
interacdo via hidrolise.

Véarios complexos de coordenacdo tém demonstrado atividade bioldgica
sobre células tumorais, fungos e bactérias patogénicas. Os complexos de platina
séo importantes no desenvolvimento de substancias anticancerigenas. Em 2010
foi investigada a atividade antitumoral de complexos de platina com derivados de
cloreto e etilenodiamina e foi observado que o tamanho da cadeia carbbnica
interfiria na citotoxicidade dos compostos, sendo o complexo contendo oxalato

menos téxico do que seus analogos com cloretos (Silva et al., 2010).
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O efeito da complexagdo de metais sobre alguns agentes antimicrobianos
tem sido mencionado na literatura. As tetraciclinas, por exemplo, perdem sua
atividade antimicrobiana quando coordenadas com metais (Brandelli et al., 2004;
Chopra et al.,, 1991), enquanto que testes de suscetibilidade antimicrobiana
revelaram que o composto 5-amino-8-hidroxi-1,4-nafitoquinona complexado ao
niquel potencializou sua atividade contra as bactérias gram-positivas S. aureus,
Streptococcus uberis e Bacillus cereus do que frente as bactérias gram-negativas
E. coli, Enterococcus faecalis e Pseudomonas fluorescens (Brandelli et a., 2004).

Com relagdo as estratégias utilizadas para contornar o mecanismo da
resisténcia, a coordenacao de metais a antibiéticos foi uma estratégia de reversao
da resisténcia, além de servir como uma plataforma para a producdo de novos
farmacos. Com isso, varios grupos de pesquisa tém demonstrado que complexos
metélicos contendo antibi6ticos sédo frequentemente mais ativos do que o farmaco
livre e, em alguns casos, 0s complexos possuem mais propriedades terapéuticas
do que o antibiotico ndo coordenado ao metal. O envolvimento destes compostos
na medicina, principalmente aqueles contendo metais de transicdo, foi muito
limitado até 1965, quando houve a classica demonstracdo da atividade
antitumoral da cisplatina, [PtCl2(NHs)2], por Rosenberg (Cohen, 2007) contra
cancer de ovario e testiculo. Devido ao sucesso dos compostos de platina no
tratamento do cancer, muitos pesquisadores tém direcionado esfor¢os no sentido
de desenvolver novos farmacos a base de metais e, como consequéncia,
atualmente ha véarios compostos inorganicos sendo utilizados na clinica médica,
dentre os quais pode citar os complexos de ouro, empregados no tratamento da
artrite reumatoide; o nitroprussiato de sodio, um complexo de ferro(lll) eficaz no
tratamento da hipertenséo; o carbonato de litio, que tem acéo antidepressiva; a
sulfadiazina de prata, que previne e trata infeccdes em pacientes queimados e 0s
compostos de bismuto utilizados na erradicacdo do Helicobacter pylori (Cohen,
2007). Outros exemplos importantes sao os complexos de gadolinio(lll), utilizados
como agentes de contraste em ressonancia magnética e os de tecnécio-99,

usados na obtencédo de imagens cardiovasculares (Zhang & Lippard, 2003).

A coordenacédo de metais as moléculas organicas representa um potencial

consideravel para aumentar o arsenal de farmacos disponiveis para tratamento de
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uma série de enfermidades. A interacdo entre um ion metalico e um ligante da a
possibilidade de obter compostos com ampla variedade de numeros de
coordenacao, estados de oxidacdo e geometrias. Além disso, as caracteristicas
intrinsecas ao ion metalico adicionadas aos aspectos cinéticos e termodinamicos
do composto obtido, permitem obter estruturas moleculares que possuem um

amplo espectro de reatividade (Rocha et al., 2011).

3. Justificativa

O aumento de individuos imunodeprimidos e a limitacdo de agentes
antifangicos devido a ocorréncia de toxicidade e desenvolvimento de resisténcia
estdo se tornando cada vez mais comuns na préatica clinica. Encontrar novos
agentes que ndo sejam reconhecidos pelos mecanismos de defesa microbiano,
além de ser extremamente desafiador, € muito importante devido a crescente
emergéncia em descobrir alternativas para combater as infec¢coes. Tendo em
vista 0 potencial dos capsaicinoides e dos compostos metalicos como agentes
quimioterapicos contra células leucémicas e cancerigenas, suas propriedades
bioldgicas devem continuar sendo exploradas e aplicadas frente a patdgenos de
carater zoono6tico como o fungo Sporothrix spp. Assim, estudos de
susceptibilidade de novos compostos, bem como informacdes sobre as alteracdes
morfolégicas e fatores de patogenicidade resultantes de sua interagdo com o
fungo Sporothrix spp. podem contribuir para a descoberta de novos agentes
antifangicos eficazes para o tratamento da esporotricose em animais,
especialmente os de criacdo, que representam um risco aos seus proprietarios e
as criangcas, 0s quais sdo o principal alvo para a doenca em regides
economicamente menos favorecidas, devido aos habitos higiénicos e as precarias

condi¢des de vida.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Estudar o efeito do extrato etandlico de Capsicum annuum L. e analogos

sintéticos da capsaicina e de moléculas sintéticas como sais de heteropoliacidos

de prata e complexos de coordenacdo com ferro e cobre sobre o crescimento,

viabilidade e a ultraestrutura de Sporothrix spp. nas suas formas leveduriforme e

micelial e a influéncia destas substancias sobre o processo de melanizagao

fungica durante o crescimento in vitro e durante a infeccdo in vivo utilizando o

nematoide de vida livre como modelo de infeccéo.

4.2 Objetivos Especificos

Investigar a susceptibilidade de isolados de Sporothrix schenckii e spp. nas
formas filamentosa e leveduriforme frente a: (i) antifingicos comerciais; (ii)
extrato etandélico de Capsicum annuum L.; (iii) analogos da capsaicina; (iv) sais
de heteropoliacidos de prata; (v) complexos de coordenacédo com cobre e ferro
e seus ligantes livres pelo teste de microdiluicdo em meio liquido de acordo
com os documentos NCCLS-M27A2 (2002) e NCCLS-M38, respectivamente

para as formas leveduriforme e filamentosa, com algumas modificacées;

Analisar qualitativamente o efeito dos compostos sobre integridade das
membranas das células fangicas por microscopia Optica utilizando como

marcador o corante vital SYTOX Green™:;

Verificar as alteragbes na morfologia e ultraestrutura de leveduras de
Sporothrix spp. tratadas com o0s compostos naturais e sintéticos por

microscopia eletrbnica de transmisséo e varredura.

Verificar a capacidade de melanizacdo das cepas de Sporothrix spp. ap0s 0s
tratamentos com 0s compostos na presenca ou auséncia do indutor de
melanizacao (L-DOPA);



37

e Extrair e analisar por Infravermelho se os pigmentos produzidos na presenca
dos tratamentos com os compostos correspondem ao padrdo de melaninas

fungicas;

e Avaliar o efeito citotoxico dos compostos sintéticos sobre cultura de células

VERO e do nematoide de vida livre Panagrellus redivivus;

¢ Infeccdo do nematoide P. redivivus com Sporothrix spp e sua desinfeccao

com 0S compostos naturais e sintéticos.

5. Material e Métodos

5.1 Linhagens de microrganismos

Foram utilizadas cepas clinicas de Sporothrix spp. isoladas de felinos das
cidades de Macaé e Campos dos Goytacazes, RJ, pelo Laboratério de Sanidade
Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, além de cepas clinicas obtidas de
bi6psia de pele de gato doméstico, aspirado de ndédulo de humano, unha de gato
doméstico e suabe nasal de gato doméstico pds-tratamento com itraconazol da
Fundacdo Oswaldo Cruz —RJ (FIOCRUZ-RJ), todas gentilmente cedidas pelo Dr.
Mario Jorge Gatti, curador da Colecdo Micoldgica do Departamento de Biologia do
Laboratério de Avaliagdo e Promocao da Saude Ambiental — IOC/FIOCRUZ, RJ
(tabelal).

Tabela 1. Codigos dos isolados, forma clinica da doenca e origem das cepas de
Sporothrix spp. adquiridas da Fiocruz e isoladas de animais doentes pelo Laboratério de
Sanidade Animal da UENF.

ISOLADOS HOSPEDEIRO FORMA CLINICA LOCAL/CIDADE ESTADO
CMDB/IOC 01970599 Gato Linfocutanea Fiocruz /RJ RJ

CMDB/IOC 01980599 ‘ Gato Linfocutanea Fiocruz /RJ RJ

CMDB/IOC 01990699 Humano Fixa Fiocruz /RJ RJ
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CMDB/IOC 02050799 Gato Linfocutanea Fiocruz /RJ RJ
CMDB/IOC 02020699 Gato Linfocutanea Fiocruz /RJ RJ
ATCC 32285 Gato Linfocutanea - RS
LSASCO01 Gato Linfocutanea UENF/Macaé RJ
LSASCO02 Gato Linfocutanea UENF/Macaé RJ
LSASCO03 Gato Linfocutanea UENF/Macaé RJ
LSASC04 Gato Linfocutanea UENF/Campos RJ
LSASCO05 Gato Linfocutanea UENF/Campos RJ
LSASC 06 Gato Linfocutanea UENF/Campos RJ

Os isolados de Sporothrix spp. foram mantidos na forma filamentosa em
Agar Sabouraud Dextrose (SAB) (HIMEDIA) e/ou Agar Batata dextrose (BDA)
(HIMEDIA) acrescidos de cloranfenicol (50 mg/mL) e cicloheximide (400 mg/mL) a
28°C. Estes mesmos isolados foram revertidos para a fase leveduriforme
semeando-os em Agar Brain Heart Infusion (BHA) (HIMEDIA) e/ou Extrato de
Levedura Peptona e Dextrose (YEPD) a 37°C e mantidos com repiques a cada 12
dias.

Os nematoides Panagrellus redivivus foram obtidos com Dr. Clévis de
Paula Santos do setor de Parasitologia do Laboratério de Biologia Celular e
Tecidual da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro para
serem utilizados como modelo de infeccdo com o fungo Sporothrix spp. Os
nematoides foram mantidos a 28°C em frascos tipo erlenmeyer de 300 mL
contendo meio Agar flocos de Aveia (0,75 g Aveia em flocos finos, 0,3g de Agar

Agar e 20mL de agua destilada).

5.2 Amostras testadas

5.2.1 Extrato etanélico de Capsicum annuum L. e analogos

sintéticos capsaicinoides
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O extrato etandlico do fruto de C. annuum L. e 0s analogos sintéticos da
capsaicina (SAl, SA2 e SA3) foram gentilmente cedidos pelos colaboradores D°
Moema Mocaiber Peralva dos Santos e Professor Edmilson José Maria, ambos do
Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI) da UENF. Os padrbes sintéticos
capsaicina e diidrocapsaicina (Sigma Aldrich - EUA) foram cedidos pela
Professora Rosana Rodrigues do Laboratorio de Melhoramento Genético Vegetal
(LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Na figura
11 podem ser observadas as estruturas dos analogos sintéticos testados e das

substéancias padrao (capsaicina e diidrocapsaicina — Sigma Aldrich —USA).
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Figura 11. Analogos sintéticos da capsaicina (A, B e C) (Gongalves, 2009) e as substancias
padrdo capsaicina (D) e diidrocapsaicina (E) (Sigma Aldrich, USA) utilizadas como controles

positivos para os testes de susceptibilidade.

5.2.2 Sais de Heteropoliacidos de Prata

Os sais de heteropoliacidos de prata foram cedidos pelo professor Dr. Luis

César Passoni do Departamento de Quimica Inorganica do Laboratério de
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Ciéncias Quimicas (LCQUI) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro— UENF/Campos dos Goytacazes. Foram analisados quatro sais de
heteropoliacidos:

e Dodecamolibdofosfato de Prata (Ags[PM012040]);

e Dodecatungstofosfato de Prata (Ags[PW12040]);

e Decavanadatotungstosilicato de Prata (Aga[SiW10V2040));

e Dodecatungstosilicato de Prata (Ag4[SiW12040]);

Foram preparadas solu¢cBes estoque dos sais de HPAs de prata em agua
destilada estéril na concentracdo de 51,2 mg/mL e armazenados a temperatura

ambiente.

5.2.3 Complexos de Coordenacao

Os complexos contendo cobre e ferro foram sintetizados e cedidos pelo grupo
de Quimica Inorganica do Laboratério de Ciéncias Quimicas (LCQUI) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — UENF/Campos dos Goytacazes
sob orientacdo da Professora Dr2. Christiane Fernandes Horn e Adolfo Horn
Junior. Foram analisados 18 compostos, sendo 5 ligantes livres (HPCINOL,
BMPA, HBPA, BS e BE) e 11 complexos formados com estes ligantes utilizando

0S metais cobre e ferro, e manganés para o HPCINOL (Figuras 12-16).

Solugcbes estoque dos complexos de coordenacdo foram preparadas
solubilizado-os em dimetilsulféxido (DMSO-Sigma Aldrich, USA) na concentracao

de 51,2 mg/mL e armazenados a 4°C.
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Figura 12. Formulas estruturais do Ligante bis-(2-metilpiridillamina (BMPA) (A); Complexo
mononuclear Cobre bis-(2-metilpiridillJamina (CuBMPA) (B); Complexo mononuclear Ferro bis-(2-
metilpiridillamina (FeBMPA) (C).
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Figura 13. Férmulas estruturais do Ligante 1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-2-ol
(HPCINOL) (A); Complexo mononuclear Cobre-1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-2-ol
(CuHPCINOL) (B); Complexo binuclear Ferro-1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-2-ol
(FeHPCINOL) (C); Complexo mononuclear Manganés-1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-
2-ol (MnHPCINOL) (D).
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Figura 14. Férmulas estruturais do Ligante 2-hidroxibenzil-(2-piridilmetil)amina (HBPA) (A);

Complexo mononuclear Cobre-(2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil) amina (CuHBPA) (B); Complexo

mononuclear Ferro-(2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil) amina (FeHBPA) (C).
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Figura 15. Foérmulas estruturais do Ligante 2-[piridin-2-ilmetilamino]etanol (BS) (A); Complexo
mononuclear Cobre-2-[piridin-2-ilmetilamino]etanol (CuBS) (B); Complexo mononuclear Ferro-2-

[piridin-2-ilmetilamino]etanol (FeBS) (C).
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Figura 16. Foérmulas estruturais do Ligante 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol (BE) (A);
Complexo mononuclear cobre-1[(piridin-2-iimetil)amino]propan-2-ol (CuBE) (B); Complexo

mononuclear Ferro-1[(piridin-2-ilmetilyamino]propan-2-ol (FeBE) (C).

5.3 Farmacos de Referéncia

Foram utilizadas solu¢des estoque dos antifingicos comerciais itraconazol,
terbinafina e andotericina B (Sigma Aldrich, EUA) na concentragdo de 12,8
mg/mL. Todos O itraconazol e a terbinafina foram diluidos em 100% de
dimetilssulfoxido (DMSO - Sigma Aldrich, EUA) e a anfotericina B foi diluida em
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adgua destilada estéril na mesma concentracdo e armazenada a -20°C. Na figura
17 podem ser observadas as estruturas moleculares dos antifingicos comerciais

utilizados como controles positivos nos ensaios de inibicao.
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Figura 17. Férmulas estruturais de trés classes de antifingicos: (A) Itraconazol (azol), (B)

Terbinafina (alilamina); e (C) Anfotericina B (poliénico).

5.4 Atividade Antimicrobiana — Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Para a avaliacdo da atividade antifungica do extrato etandlico de C.
annuum L. e dos compostos sintéticos foi empregado o método de microdiluicdo
em caldo de acordo com o protocolo descrito nos documentos NCCLS M27-A2 e
M38-A (2002), respectivamente para as formas leveduriforme e filamentosa.

A solugdo de inoculo para fase leveduriforme de Sporothrix spp. foi
preparada a partir de coldnias jovens (72-96h) que foram ressuspendidas em
tubos contendo solucdo salina estéril (0,85%), homogeneizadas em agitador e
ajustadas a turbidez 0,5 na escala McFarland (equivalente a 108 células/mL),

seguindo leitura realizada pelo fotdbmetro Densimat (bioMérieux, Franca) no
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comprimento de onda de 550nm. Em seguida, a suspenséao fuangica foi diluida em
solucdo salina na proporcdo de 1:50, homogeneizada e diluida novamente em
meio RPMI 1640 (Gibco®) na proporcdo de 1:20 e finalmente distribuida em
volumes de 100 pL nas microplacas de 96 pocos.

Para a producao do inéculo da fase filamentosa, coldnias crescidas durante
7 dias em Agar batata dextrose foram cobertas com 1mL de solucéo salina estéril
0,85% adicionada de 0,01lmL de Tween 20. Delicadamente as colbnias foram
raspadas com a ponta de uma pipeta estéril. A suspenséo resultante de conidios
e fragmentos de hifas foi transferida para um tubo estéril e apds sedimentacéo
(aproximadamente 5 minutos), o sobrenadante foi transferido para outro tubo
estéril, homogeneizado e sua densidade 6ptica ajustada para 0.5 McFarland. Em
seguida, essa suspensao foi diluida na proporcdo de 1:50 em meio RPMI 1640
(Gibco®) para finalmente ser distribuida em microplacas de 96 po¢os em volumes
de 100 pL.

Os testes de susceptibilidade foram realizados em triplicata, sendo uma
coluna da microplaca utilizada para o controle positivo (meio RPMI 1640 + indculo
fungico) e outra coluna para o controle negativo (meio RPMI 1640) e nas demais
colunas foram depositados simultaneamente 100 pL das diluicbes dos compostos
propostos e 100 pL da solucédo de indculo. As concentracfes finais testadas nos
pocos foram de 512 — 0,5 pug/mL para os sais de heteropolidcidos e complexos de
coordenacao; 4 - 0,125 pg/mL para o extrato etandlico de C. annuum L. e
analogos sintéticos da capsaicina; 128 — 0,03 pg/mL para os antifingicos
itraconazol, terbinafina e anfotericina B. As microplacas foram incubadas a 37°C
sob agitacdo branda durante 96 horas, quando foi realizada a leitura da
concentracédo inibitéria minima (CIM), que foi obtida pela comparacao visual do
crescimento do agente na presenca de diferentes concentracées dos compostos
com o crescimento no controle positivo. A CIM de cada composto foi identificada
como a menor concentragdo capaz de produzir proeminente inibicdo do
crescimento do agente em relacdo ao controle positivo. Para comprovar o
resultado da leitura visual, 30 pL de resazurina (100 pg/mL) (Sigma Aldrich, USA)

foram adicionados a cada poco e incubados a 37° por 1 h. Este reagente sofre
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reducdo na presenca de células metabolicamente viaveis e a reagéo € visualizada

pela mudanca de coloragéo de azul para rosa.

5.5 Ensaios para verificacdo da permeabilizacdo de membranas de

Sporothrix spp.

Este ensaio qualitativo permitiu observar o dano causado pelos compostos
testados sobre a permeabilidade da membrana plasmética como descrito por
Therisssen et al (1999), com algumas modificacdes. O “SYTOX Green” € um
corante vital que possui alta afinidade para acidos nucleicos e penetra em células
apenas quando sua membrana estd danificada. Células em fase logaritimica de
crescimento foram incubadas na presenca dos compostos durante 48h.
Imediatamente apés o ensaio, uma aliquota de 100 pL contendo 2 x 108
células/mL de leveduras foi incubada, sob constante agitacdo por uma hora com o
corante fluorescente “SYTOX Green” a uma concentracao final de 0.2 M. Apos
este periodo, 10 L das células fungicas foram transferidas para laminas cobertas
com laminula e analisadas em microscopio Optico com filtro para a deteccédo de
fluoresceina (Zeiss, German). Como controle negativo foram utilizadas leveduras
sem tratamento e como controle positivo leveduras tratadas com o antifangico

itraconazol.

5.6 Efeito dos compostos sobre a ultraestrutura de Sporothrix spp.

Para a avaliacdo das alteracdes morfologicas e ultraestrututrais, técnicas
de microscopia optica e eletrbnica foram utilizadas. Nestes ensaios foi utilizado o
isolado clinico LSASsOl1. Leveduras foram tratadas com as concentracdes
subinibitérias (0,5 x CIM) dos compostos naturais e sintéticos, sendo que o
tratamento foi realizado com o inéculo em fase exponencial de crescimento.
Leveduras de Sporothrix crescidas em meio Brain Heart Infusion com e sem L-
DOPA submetidas aos tratamentos com os diferentes compostos foram
processadas para a analise por microscopia eletrbnica de transmissdo e

varredura para verificacdo da susceptibilidade deste fungo aos tratamentos.



49

5.6.1. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET)

As amostras foram fixadas por duas horas a temperatura ambiente em
glutaraldeido 2,5% grau Il (Sigma®, EUA), diluido em tampé&o cacodilato 0,1M pH
7.4. ApOs a fixacdo, as amostras foram lavadas 3 vezes por 5 min no mesmo
tampdao e pos-fixadas por 20 minutos em tetroxido de ésmio 1% (OsOs, Sigma ®,
EUA) adicionado de 0,8% de ferrocianeto de potassio (Sigma® , EUA). Em
seguida, as células foram lavadas com o mesmo tampéo e desidratadas por 20
minutos em séries crescentes de acetona (Merck): 15%, 30%, 50%, 70%, 90% e
100% por trés vezes. Logo depois as amostras foram infiltradas lentamente em
séries crescentes de acetona e resina Spurr (Sigma Aldrich, EUA) iniciando em
concentracOes decrescentes de acetona:spurr 3:1, 2:1, 1:1, e depois crescentes
1:2, 1:3 e finalmente incluidas em resina pura. Apés o emblocamento das
amostras, as mesmas foram colocadas em estufa a 60°C para polimerizacéo por
48 horas e o0s blocos obtidos foram cortados em Ultramicrétomo (Reichert
Ultracut, Leica®, Suica). Os cortes ultrafinos (nm) foram coletados em grades de
cobre (300 mesh), contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo
durante 20 e 5 minutos, respectivamente. Depois de secos, os cortes ultrafinos

foram observados em Microscoépio Eletrénico de Transmissao Zeiss 900, a 80 KV.

5.6.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Leveduras tratadas foram fixadas da mesma forma como descrito para
microscopia de transmissdo. As amostras na etapa da segunda lavagem foram
aderidas em laminulas contendo poli-L-lisina (Sigma Aldrich, USA) durande 20
minutos, pos-fixadas em solugdo contendo 1% OsO4 e 0,4% de ferrocianeto de
potassio diluidos em tampéao cacodilato 0,1M por 40 minutos. As amostras foram
lavadas em tampéo cacodilato 0,1M pH 7,2 e desidratadas com concentragcdes
crescentes de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100% trés vezes). As
amostras foram secas em ponto critico de CO2 (Bal-tec, CP030), montadas em
suporte metalico utilizando fita de carbono, metalizadas com paladio e observadas

em Microscopio Eletronico de Varredura Zeiss DSM 912, a 15 KV.
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5.7 Avaliagdo da melanizagéo

5.7.1 Potenciais de melanizacdo de leveduras tratadas

com 0S compostos

Para checar o potencial de melanizacdo das células fungicas, uma aliquota
de 100 pL de cada cepa de Sporothrix tratada por 48h com os compostos foi
semeada em placas contendo Agar Batata dextrose suplementado ou n&o de L-
3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA). As placas foram incubadas a 25°C protegidas

da luz e observadas apés 15 a 30 dias para a producao de melanina.

5.7.2 Extracao das particulas de melanina

Particulas de melanina foram extraidas de culturas de Sporothix spp.
crescidas em meio minimo (15mM de glicose, 10mM MgSOa4, 29,4mM K2HPa4,
13mM glicina, 3,0mM tiamina, pH 5.5) na presenca dos compostos propostos e do
indutor L-DOPA (1mM) e do inibidor da sintese de melanina DHN, o Triciclazol (8
pg/mL). As leveduras foram incubadas a 37°C durante 15 dias com agitacao
constante de 150 rpm. As particulas de melanina foram isoladas utilizando
agentes desnaturantes e acido quente de acordo com o protocolo descrito por
Alviano et al (2004) e Rosas et al (2000): (i) Centrifugacdo das células
leveduriformes a 1200 x g por 30 minutos; (ii)) Lavagem com PBS (0.1 M, pH 7.5);
(i) Ressuspender em uma solucdo contendo Sorbitol (0.1M) e citrato de sédio
(0.1 M, pH 5.5); (iv) Centrifugar e adicionar a enzima de lise de Trichoderma
harzianum (1mg/mL) e incubar por uma noite a 30°C para gerar protoplastos; (v)
Coletar os protoplastos por centrifugacdo e lavar com PBS; (vi) Incubar com o
desnaturante Tiocianato de guanidina (4.0M) por uma noite a temperatura
ambiente; (vii) Coletar os debris celulares por centrifugacéo; (viii) Lavar 3X com
PBS; (ix) Tratar com solucdo de proteinase k (1Img/mL) e tampéo TRIS por uma
noite a 37°C; (x) Lavar com PBS; (xi) Ferver o material em HCI 6.0M por 1 h; (xii)
Centrifugar (10.000 x g); (xiii) Lavar o material exaustivamente com PBS; (xiv)

Dializar com agua destilada durante 3 dias.
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5.7.3 Analise das melaninas extraidas de células fungicas

tratadas

As particulas de melanina extraidas foram observadas por microscopia
Optica e por espectroscopia de infravermelho para fins de comparagdo com o
perfil padréo de melaninas fungicas.

Para a analise de infravermelho pesou-se 1 mg das particulas de pigmento
isoladas de Sporothrix e adicionou-se 100 mg de KBr. Desta mistura foram feitas
pastilhas de KBr em uma pastilhadora com 8 toneladas por cm? de presséao.
Como controle positivo foi utilizado 1mg da substancia purificada 1,3-diidroxi-L-
fenilalanina (Sigma Aldrich, USA). Os espectros na regido do infravermelho foram
obtidos em um espectrofotdmetro Shimadzu FT IR 8300, com sistema de registro
computadorizado, na regido de 4000 a 400 cm™, no Laboratério de Ciéncias
Quimicas da UENF.

5.8 Avaliacédo do efeito citotéxico do extrato etanélico de C. annuum L.
e seus andalogos sintéticos, dos heteropolidcidos e complexos de

coordenacao

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliar o potencial
citotoxico dos compostos naturais e sintéticos sobre cultura de células VERO pelo
método colorimétrico, de acordo com Zairi et al. (2008) com algumas
modificagdes.

Neste ensaio foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular
fibroblastica estabelecida a partir de células renais do macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops). Estas células foram cedidas pelo setor de virologia do
Laboratorio de Sanidade Animal da Universidade Estadadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro e mantidas em garrafas plasticas (75 cm?) contendo
meio DMEM-F12 (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB,
Gibco®) e 5 pg/mL de gentamicina (Sigma Aldrich, USA) em estufa a 37°C com
atmosfera de 95% O2 e 5% de CO2. As trocas do meio de cultura foram feitas
sempre que houve a acidificacdo do mesmo e os repiques foram periodicamente

efetuados na medida em que houve a confluéncia do tapete celular. Para
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obtencado de células em suspensao, primeiramente a cultura foi lavada com 3 mL
de tampao fosfato de sodio 0,05M (PBS), pH 7.2, por duas vezes. Apés este
processo, foi adicionado 2 mL de tripsina bovina 0,25% (Gibco®) e deixada agir
aproximadamente por 1 minuto ou até completa individualizacdo celular. Em
seguida, 4 mL de meio de cultura suplementados com 5% de soro fetal bovino
(SFB) foram adicionados a cultura para neutralizar a agdo da tripsina. Para a
contagem de células para a execucao dos experimentos, uma aliquota de 100 uL
das células neutralizadas foi adicionada a 100 pL do corante azul tripan,

homogeneizadas e aplicadas em um hemocitdmetro (camara de Neubauer).

Células VERO diluidas em meio DMEM-F12 (1x10% céls/mL) foram
semeadas (100 pL) em placas de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacéo a 37°C,
o meio foi retirado e substituido por 100 pL de um novo meio (DMEM-F12
suplementado com 10% SFB) contendo diferentes concentragbes dos compostos
e incubadas novamente a 37°C. Apo6s 48h de incubacao foram adicionados 20 uL
de solucdo de MTT (brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolium)
(5mg/mL) diluido em PBS e a cultura foi novamente incubada durante 4 horas a
37°C para ocorrer a reagao tetrazolium/formazan. Pogos contendo somente meio
de cultura e MTT foram usados como controle negativo, enquanto que pogos
contendo células nédo tratadas foram usados como controle positivo. Apds esse
periodo, 100uL do sobrenadante de cada poco foi retirado e adicionado 100 pL do
tampdo de solubilizacdo (&lcool isopropilico e 0,0014% de acido cloridrico
fumegante) para dissolucdo dos sais formados. Apos 30 minutos de incubagéo a
37°C, as placas foram analisadas através da absorbancia no comprimento de
onda de 570nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e em trés

experimentos independentes.

5.9 Ensaios utilizando nematoide de vida livre

5.9.1 Ensaio de toxicidade dos compostos sobre nematoide de

vida livre P. redivivus
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Para o ensaio de toxicidade dos compostos, os nematoides no estadio L4
de desenvolvimento foram lavados exaustivamente em agua destilada e deixados
por 24h em caldo Brain Heart Infusion (Himedia, USA) suplementado com 50
pg/mL  de gentamicina (Sigma Aldrich, USA) para eliminar as bactérias
provenientes do intestino e da cuticula dos nematoides. Em seguida, os
nematoides foram lavados duas vezes em meio K (3,075g NaCl, 2,42g KCI, 1L
agua destilada) e diluidos em caldo Brain Heart Infusion para obter 10
nematoides/mL. Entdo, 100 pL da solucdo com nematoides foram distribuidos em
placas de 96 pocos contendo 100 puL de concentragbes crescentes do extrato
etandlico de C. annuum L., analogos sintéticos da capsaicina (0,250 - 8 pug/mL),
heteropoliacidos, compostos de coordenacdo e antifungicos (2- 1024 pg/mL) e
incubados por até 120h a 28 e 37°C. A cada 24h os vermes mortos foram

contados e removidos. Agua destilada estéril serviu como controle negativo.

5.9.2 Infeccdo fungica do nematoide P. redivivus (Laws et al.,
2005)

5.9.2.1 Ensaio de morte de P. redivivus em meio de

cultura sélido

Culturas de Sporothrix (LSASs01) foram crescidas em confluéncia em Agar
Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C por 72 h para realizar o ensaio com 0s
nematoides. Concomitantemente, os nematoides foram sincronizados isolando os
vermes em estadio L1 e incubando os mesmos por 48 a 72h em placas contendo
meio NGM acrescido 100 pg/mL de gentamicina (Sigma Aldrich, USA) até
atingirem o estadio L4 (adultos jovens). Estes vermes foram lavados das placas
com tampao M9 acrescido de gentamicina (100 pg/mL) e ressuspendido por duas
vezes com 0 mesmo tampdo. Aproximadamente 30 vermes foram depositados
sobre placas de petri contendo um crescimento confluente de S. schenckii sobre o
Agar BHI contendo 100 pg/mL de gentamicina para prevenir o crescimento de
bactérias provenientes do intestino dos vermes. As placas foram incubadas a

37°C e observadas quanto a sobrevivéncia dos vermes em intervados de 12h
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durante 5 dias. Os vermes foram considerados mortos quando ndo se
movimentavam ou quando ndo exibiam tdnus muscular.

(Meio NGM: Esterilizar a 121°C: 3g NaCl, 17g Agar, 2,5g peptona e 975mL agua
destilada. Quando esfriar adicionar 1mL CaClz 1M, 1mL MgSOs+ 1M, 1mL
colesterol 5mg/mL, 25mL KPO4 1M, 100ug/mL de gentamicina).

5.9.2.2 Ensaio de morte e resgate de sobrevivéncia em

meio de cultura liquido

Neste ensaio o intuito foi observar se 0s compostos aumentam a taxa de
sobrevivéncia dos vermes infectados comparado com o controle. P. redivivus no
estadio adulto jovem foram infectados da mesma forma como descrito na secdo
anterior. Apds a lavagem para a retirada dos nematoides da placa, os vermes
foram ressuspendidos em meio completo (10% Brain Heart Infusion, 100 pg de
gentamicina e 90% tampao M9). Aproximadamente 20 vermes em um volume de
100 pL foram transferidos para placas de 96 pocos contendo igual volume dos
compostos em diferentes concentragdes ou caldo BHI como controle negativo. A
concentracéo final dos compostos nos pocos foi de 512 — 1 ug/mL para os sais de
HPAs e complexos de coordenacéo e de 5 - 0,3 pg/mL para o extrato etandlico de
C. annuum L. e andlogos da capsaicina diluidos no mesmo meio de cultura. A
sobrevivéncia dos vermes foi observada durante 120h de incubagéo a 37°C.

Tampéao M9: (Solucéo 2X: 25,69 NazHPO4, 6g KH2PO4, 1g NaCl, 2g NH4Cl,
1L agua destilada, pH final 7.0)

5.10 Anélise Estatistica

Todos os resultados numéricos foram expressos como a média + desvio
padrdo (ME £ DP). As comparacgfes entre 0s grupos foram realizadas através de
uma analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para mdltiplas
comparacoes e para detectar diferencas entre as médias dos grupos individuais.

O nivel de probabilidade de 5% (p < 0,05) foi considerado significativo. Para
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avaliar a toxicidade dos compostos sobre os nematoéides foi utilizada a seguinte
férmula (Styer et al., 2005):

% mortalidade = [ (mortalidade tratamento — mortalidade controle) ]x100%

n

6. Resultados

6.1 Testes de susceptibilidade: Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracgao inibitéria minima dos antifungicos, extrato etandlico de C.
annuum L., andlogos sintéticos da capsaicina, sais de HPA de prata e complexos
de coordenacao foi realizada sobre o fungo melanizado e ndo melanizado nas

formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

6.1.1 Concentracgéo Inibitéria Minima dos antifungicos

comerciais

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antifingicos itraconazol,
terbinafina e anfoericina B frente aos isolados de Sporothrix spp. esta disposta na
tabela 2. Foi observado que 100% (12/12) das cepas testadas foram resistentes
ao itraconazol (CIM = 1ug/mL) tanto na forma leveduriforme quanto na forma
filamentosa de crescimento. Para a anfotericina B, verificou-se que 50% das
cepas (6/12) na forma leveduriforme apresentaram sensibilidade (CIM <1pg/mL)
e outros 50% apresentaram resisténcia (CIM = 1ug/mL) para este derivado
poliénico, enquanto que na forma filamentosa foi observado que 67% das cepas
(8/12) foram sensiveis. Quanto a terbinafina, 92% (11/12) das cepas na forma
leveduriforme apresentaram CIM entre 0,125-0,5 pg/mL, sendo, portanto
sensiveis a este antifungico. Na forma filamentosa, 100% das cepas (n=12) foram

sensiveis para a terbinafina.
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Na tabela 2 também pode ser observado que a CIM das leveduras
cultivadas na presenca de L-DOPA apresentou valores menores ou maiores do
gue os valores obtidos para as leveduras cultivadas sem o indutor de melanizacao
e variou de acordo com a cepa testada. Para o itraconazol a variacdo da CIM
continuou entre 1-32 pg/mL e 1-8 pg/mL para as formas leveduriforme e
filamentosa, respectivamente, embora 42% (5/12) e 17% (2/12) tenham se
tornado resistentes quando cultivados com L-DOPA. Frente a anfotericina B,
houve aumento de uma concentracdo da CIM de 33% das cepas (4/12) na forma
leveduriforme e de 50% na forma filamentosa quando cultivadas na presenca de
L-DOPA. Para a terbinafina, 92% das cepas de ambas as formas de crescimento
permaneceram sensiveis a este antifungico quando cultivadas em meio com L-
DOPA, entretanto, houve aumento da CIM de 67% (8/12) e 75% (9/12) para as

formas leveduriformes e filamentosa, respectivamente.
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Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (ug/mL) dos antifingicos comerciais (itraconazol, terbinafina e anfotericina B) frente aos isolados de

Sporothrix melanizados e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

Forma Leveduriforme Forma Filamentosa
Cepas
ClIMoo (Mg/mL) CIMgo (Hg/mL) + L-DOPA ClIMgo (ng/mL) CIMgo (ug/mL) + L-DOPA
ICZ AMB TRB ICZ AMB TRB ICZ AMB TRB ICZ AMB TRB
10C 0197 1 0,125 0,125 2 0,25 0,25 1 0,5 0,06 1 0,5 0,5
IOC 0198 1 2 0,5 1 2 0,5 2 0,5 0,5 2 0,5 0.5
10C 0199 16 1 0,5 8 1 1 1 0,5 0,25 2 0,5 0,5
I0C 0205 32 4 2 32 4 2 4 2 1 2 2 1
10C 0206 16 4 0,5 16 2 1 2 2 0,25 2 2 0,5
ATCC 32285 4 1 0,5 4 0,5 0,25 1 0,25 0,06 2 0,5 0,5
LSASc01 16 8 0,5 16 8 1 8 2 2 8 4 2
LSASc02 4 8 0,5 4 4 0,5 2 2 0,25 4 4 1
LSASc03 4 4 0,5 8 8 1 4 0,5 0,5 4 1 1
LSASc04 2 0,25 0,25 4 0,5 1 2 0,5 0,25 2 1 0,5
LSASc05 4 1 0,125 8 2 0.5 2 1 0,06 2 1 0,5
LSASc06 2 0.25 0.25 8 0.5 1 2 0.5 0,5 1 1 1
Variagao 1-32 0.125-8 | 0.125-2 1-32 0.25-8 0.25-2 18 0,25-2 0,06-2 1-8 0,5-4 0,5-2
Média Geométrica 4,76 1,66 0,41 5,99 1,76 0,73 2,27 0,87 0,32 2,42 1.21 0,76

* (ICZ): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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6.1.2. Concentracdo Inibitdria Minima do extrato etandlico de C.

annuum L. e derivados capsaicinoides

Na tabela 3 podem ser observados os resultados adquiridos para o teste da
CIM com o extrato etandlico de pimenta da espécie C. annuum L. e para os analogos
sintéticos da capsaicina. Para o crescimento leveduriforme, a CIM do extrato
etandlico e do derivado sintético capsaicinoide (SA3) foi de 0,5 pg/mL para as cepas
ATCC 32285 e CMDB 01990599 e de 2 upg/mL para cepa clinica LSASs01. O
derivado sintético SA1 apresentou CIM de 1 ug/mL para a cepa CMDB 01990599 e
de 2 pg/mL para ATCC 32282 e LSASs01, enquanto que o capsaicinoide sintético
SA2 apresentou CIM superior a 4 ug/mL. Os padrdes sintéticos purificados utilizados
como controles positivos (capsaicina e diidrocapsaicina) apresentaram 0 mesmo
valor de CIM (0,5 pg/mL) que o extrato etandlico para as cepas ATCC32285 e
CMDBO01990599 e maior que 4 pg/mL para a cepa clinica LSASs01l. Células
leveduriformes das trés cepas melanizadas devido ao crescimento na presenca de L-
DOPA antes da realizacédo do teste, apresentaram reducédo da sensibilidade para
todos os tratamentos de pelo menos uma concentragdo. Para o crescimento na
forma filamentosa, o extrato etandlico apresentou CIM de 2 pug/mL para as cepas
ATCC32285 e CMDB 01990599 e maior que 4 pg/mL para cepa clinica, melanizadas
ou ndo. Para o derivado sintético SA1, a inibicdo foi na concentracdo de 2 pg/mL
para as trés cepas, enquanto que para os demais tratamentos os valores da CIM

foram superiores a maior concentracao testada (4 pg/mL).
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Tabela 3. Concentragdo inibitéria minima (ug/mL) do extrato etandlico de Capsicum annuum L.,
derivados sintéticos capsaicinoides (SA1, SA2 e SA3), capsaicina e diiidrocapsaicina sobre isolados

de Sporothrix melanizados e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de

crescimento.

Forma Leveduriforme

CIMgo (ug/mL)+ L-DOPA

Cepas CIMgo (Hg/mL)
Eet SA3 SA2 SA1 CAP DCAP Eet SA3 SA2 SA1 CAP  DCAP
ATCC 32285 0,5 0,5 >4 2 0,5 0,5 1 1 >4 4 1 1
I0C 0199 0,5 0,5 >4 1 0,5 0,5 1 >4 >4 >4 1 1
LSASs01 2 2 >4 2 >4 >4 2 >4 >4 4 >4 >4
Variagao 0,5-2 0,5-2 >4 1-2 05->4 05->4 1-2 1->4 >4 >4 1>4 1->4
Média 0,79 0,79 >4 1,59 0,5 0,5 1,26 1 >4 >4 1 1
Geométrica
Forma Filamentosa
Cepas CIMgo (Hg/mL) CIMgo (Hpg/mL) + L-DOPA
Eet SA3 SA2 SA1 CAP DCAP Eet SA3 SA2 SA1 CAP  DCAP
ATCC 32285 2 >4 >4 2 >4 >4 2 >4 >4 >4 >4 >4
10C 0199 2 >4 >4 2 >4 >4 2 >4 >4 >4 >4 >4
LSASs01 >4 >4 >4 2 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4
Variacéo 2-> >4 >4 9 >4 >4 . >4 >4 >4 >4 >4
4
Media 2 >4 >4 2 >4 >4 2 >S4 >4 >4 >4 >4
Geomeétrica

* (Eet): Extrato etandlico de C. annuum; (SA1, SA2 e SA3) analogos estruturais da capsaicina; (CAP):

Capsaicina padréo Sigma Aldrich; (DCAP): Diidrocapsaicina padrdo Sigma Aldrich; (L-DOPA): 3,4-

diidroxi-L-fenilalanina.
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6.1.3 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos sais de
heteropoliacidos de prata

A concentracao inibitéria minima (CIM) dos sais de heteropolidcidos de prata
contendo tungsténio e molibdéncio contra os isolados de Sporothrix est4 disposta na
Tabela 4. Entre os sais de HPA de prata, os resultados mais expressivos frente a
forma leveduriforme das cepas de Sporothrix spp. testadas foram observados para o
sal de prata dodecamolibdofosfato (Ags[PM012040]) com CIM variando de 4-16
pgimL. Os sais de prata dodecatungstofosfato  (Ags[PW12040]) e
dodecatungstosilicato (Aga[SiW12040]) também apresentaram bons resultados com
CIM variando de 4-32 ug\mL e 8-32 pg\mL, respectivamente. Enquanto que o sal
decavanadotungstosilicato de prata (Ags[SiW10V2040]) apresentou CIM entre 16-128
pg\mL. Para a forma filamentosa foi observado que os sais AQ3[PM012040] €
Ag4[SiW12040] apresentaram CIM variando entre 16-128 pg\mL. O sal Ags[PW12040]
apresentou CIM variando entre 8-64 pg\mL, enquanto que o sal de prata
Ags[SiW10V2040] apresentou uma CIM entre 64->512 pug\mL.

A CIM dos sais de HPAs de prata frente as cepas na forma leveduriforme
cultivadas em meio contendo L-DOPA foi de 8-64 pg\mL para Ags[PMo012040] e para
Ag3[PW12040], sendo que 67% (8/12) e 33% (4/12) das cepas, respectivamente, se
tornaram mais resistentes. Para o sal de prata Ags[SiW10V2040] a CIM variou entre
16-128 pg\mL com aumento de 42% (5/12) de resisténcia das cepas. E para o sal de
prata Ags4[SiW12040], a variagcdo da CIM foi de 16-64 pg\mL com aumento de 25%
(3/12) de cepas resistentes. Quanto a forma filamentosa, foi observado que 42%
(5/12) das cepas se tornaram mais resistentes para o0s sais Ag3[PMo012040] e
Ag3[PW12040] com CIM variando entre 32-128 pg\mL e 32-64 pg\mL,
respectivamente. Para os sais Ages[SiW10V2040] e Ag4[SiW12040] houve aumento de
33% (4/12) de resisténcia das cepas, com CIM variando entre 128->512 pg\mL e 32-

>512 pg\mL, respectivamente.
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Tabela 4. Concentracgéo inibitéria minima (ug/mL) dos sais de heteropoliacidos de prata frente aos isolados de Sporothrix melanizados e ndo

melaninzados.

Forma Leveduriforme

Forma Filamentosa

Cepas
P ClMeo (pg/mL) ClIMgo (ugl/mL) + L-DOPA ClMgo (ug/mL) ClMgo (ug/mL) + L-DOPA
PMo12 | PW12 | Siw10 | Siw12 | PMo12 | PW12 [ Siw10 | Siwi2 | PMo12 | PW12 [ SiwW10 | Siwi2 | PMo12 | PW12 [ Siw10 | Siwi2
10C 0197 8 8 16 16 64 64 64 16 32 8 64 16 32 8 256 64
|0C 0198 8 8 16 16 8 64 64 16 16 8 64 32 32 8 128 32
10C 0199 8 8 16 32 8 8 16 16 32 8 64 16 32 8 128 16
10C 0205 16 32 32 16 64 32 32 16 32 8 » 512 16 32 16 » 512 128
IOC 0206 16 32 16 16 16 64 32 16 32 16 » 512 64 32 64 » 512 64
LSASc03 8 32 64 16 64 32 64 16 64 16 » 512 128 64 32 » 512 128
LSASc04 16 16 128 16 64 16 64 16 32 64 » 512 128 128 32 » 512 > 512
LSASc05 4 8 64 8 64 8 64 16 64 8 » 512 128 64 8 » 512 128
LSASc06 4 4 64 16 64 64 128 16 64 16 » 512 128 128 32 » 512 128
. 16- 16- ) ) 64- > 16- : ) 128->» 322
Média
Geométrica 10,1 15,1 40,3 16 35,9 28,5 53,8 20,1 40,3 13,5 64 53,8 57,0 | 17,96 152,2 90,5

* (ICZ): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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6.1.4. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos complexos de

coordenagéo

A CIM dos ligantes e complexos de coordenacgdo esta disposta nas tabelas de
5 a 9. Na tabela 5 pode ser observado o perfil de sensibilidade das cepas de
Sporothrix spp. frente ao ligante BMPA e seus complexos com cobre e ferro. Foi
observado que a CIM do ligante BMPA variou entre 1-16 pg\mL para a fase
leveduriforme e de 2-32 pg\mL para a fase filamentosa de crescimento. O complexo
CuBMPA apresentou variacdo da CIM entre 2-64 ug\mL para a fase leveduriforme e
de 4-64 pg\mL para filamentosa, enquanto que o complexo com ferro (FeEBMPA)
apresentou variacdo da CIM entre 16-128 pg\mL e 16-64 pg\mL, para as fases

leveduriforme e filamentosa, respectivamente.

A CIM dos complexos frente as cepas na forma leveduriforme cultivadas em
meio contendo L-DOPA foi de 2-32 pug\mL para o ligante BPMA, com aumento de
resisténcia de 42% (5/12) das cepas. Para o complexo CuBMPA a variacédo da CIM
ficou entre 4-64 pg\mL com aumento de resisténcia de 67% (8/12) das cepas,
engquanto que para o complexo FeEBMPA a variacdo da CIM foi entre 16-256 pug\mL,
com aumento de 42% (5/12) de resisténcia das cepas testadas. Na forma
filamentosa foi observado que 42% (5/12) das cepas tratadas com o ligante BMPA e
o complexo com cobre (CuBMPA) apresentaram aumento da resisténcia, com CIM
variando entre 4-64 pg\mL e 16-64 pg\mL, respectivamente. Enquanto que o
tratamento com o complexo com ferro (FeBMPA) a variacdo da CIM foi entre 16-64
png\mL com aumento de 17% (2/12) de resisténcia das cepas.

Ao converter os valores das CIMs destes compostos para nanomolar, foi
observado que BMPA, CuBMPA e FeBMPA apresentaram valores da CIM mais
baixos do que o itraconazol, terbinafina e anfotericina B frente a todas as cepas,
exceto para a comparagao entre os complexos CuBMPA e FeBM com a anfotericina,
onde as cepas clinicas LSASs04 e LSASs05 apresentaram valores mais baixos para
0 antifungico (Apéndice B).
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Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) do ligante BMPA e seus complexos com cobre e ferro sobre isolados de Sporothrix

melanizados e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

Forma Leveduriforme

Forma Filamentosa

cepas CIMgo (ug/mL) CIMgo (ug/mL) + L-DOPA CIMgo (ug/mL) CIMgo (ug/mL) + L-DOPA
BMPA | CuBMPA | FeBMPA | BMPA | CuBMPA | FeBMPA | BMPA | CuBMPA | FeBMPA | BMPA | CuBMPA | FeBMPA
I0C 0197 2 2 16 4 4 32 4 8 16 4 32 32
I0C 0198 2 2 16 2 4 32 2 4 16 4 8 16
10C 0199 2 2 32 2 4 32 2 2 16 e 4 16
10C 0205 2 32 16 8 32 32 4 32 32 8 32 32
10C 0206 2 32 16 2 32 32 4 32 32 4 32 32
ATCC 32285 1 16 16 2 32 16 4 8 32 4 8 32
LSASc01 16 32 128 32 64 128 32 32 64 64 64 64
LSASC02 16 32 128 16 64 128 32 32 64 64 32 64
LSASC03 8 32 64 6 64 64 16 32 32 16 32 64
LSASC04 16 64 128 16 64 256 8 64 64 16 64 64
LSASC05 16 32 64 16 64 64 16 32 64 16 32 64
LSASC06 16 32 128 32 32 128 16 32 64 16 64 64
Variagao 116 2-64 16-128 2-32 4-64 16-256 2-32 464 | 16-64 2-64 8-64 16-64
Média
Geométrica | 504 16 42,7 6,96 25,4 57,0 7,55 17,9 35,9 10,0 25,4 38,0

* (IC2): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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Na tabela 6 estdo apresentados o perfil de sensibilidade das cepas de
Sporothrix spp. frente ao ligante HBPA e seus complexos de coordenacéo formados
com cobre e ferro (CuHBPA e FeHBPA). Foi observado que o ligante apresentou
uma CIM variando entre 32-128 pg\mL para a forma leveduriforme e de 32-256
Hg\mL para a forma filamentosa de crescimento. O complexo CuHBPA apresentou
uma CIM que variou entre 4-32 pg\mL para a forma leveduriforme e entre 8-32 pg\mL
para filamentosa, enquanto que o complexo FeHBPA apresentou CIM variando entre
8-128 pg\mL para forma leveduriforme e entre 16-128 pg\mL para a forma
filamentosa.

Leveduras cultivadas em meio contendo L-DOPA apresentaram um aumento
da resisténcia a estes compostos. Foi observado que a CIM do ligante HBPA variou
entre 128 - >512 pg\mL com aumento de resisténcia de 25% das cepas (3/12) na
fase leveduriforme, enquanto que na forma micelial este ligante apresentou CIM
>512 pg\mL com aumento de resisténcia de 8% (1/12) das cepas. O tratamento com
o complexo CuHBPA apresentou um aumento de 17% (2/12) e 33% (4/12) de
resisténcia das cepas com CIM variando entre 8-32 ug\mL e de 16-64 pg\mL para as
fases levedurifome e filamentosa, respectivamente. Com o complexo FeHBPA houve
um aumento de resisténcia de 58% (7/12) para a forma leveduriforme e 17% (2/12)
para a forma filamentosa das cepas testadas, com CIM variando entre 16-128 pg\mL

para ambas.

Ao converter os valores das CIMs destes compostos para nanomolar, foi
observado que HBPA, CuHBPA e FeHBPA apresentaram valores da CIM mais
baixos do que os valores encontrados para os trés antifingicos (itraconazol,
terbinafina e anfotericina B), com excecdo do ligante HBPA frente as cepas
CMDB/IOC 0197 e cepas clinicas LSASs04 e LSASs05 que apresentaram valores de
CIM maiores do que para a anfotericina B (Apéndice C).
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Tabela 6. Concentracdo inibitéria minima (ug/mL) do ligante HBPA e seus complexos com cobre e ferro sobre isolados de Sporothrix

melanizados e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

Forma Leveduriforme Forma Filamentosa
Cepas ClMgo (Mg/mL) ClMgo (Mgl/mL) + L-DOPA ClMgo (Hgl/mL) ClMgo (Mg/mL) + L-DOPA
HBPA | CUuHBPA | FeHBPA | HBPA | CuHBPA | FeHBPA | HBPA | CuHBPA | FeHBPA | HBPA | CuHBPA | FeHBPA
10C 0197 64 3 3 64 8 32 » 512 16 32 » 512 32 128
IoC 0198 32 8 16 32 8 16 » 512 16 32 » 512 16 32
10C 0199 32 4 5 32 R 16 128 16 16 » 512 16 16
10C 0205 32 16 16 64 32 16 » 512 16 32 » 512 32 16
10C 0206 32 32 32 32 32 32 » 512 32 32 » 512 32 16
ATCC 32285 | 37 8 16 32 8 32 » 512 16 16 » 512 32 32
LSAScO1 256 32 128 256 32 128 > 512 32 128 » 512 64 128
LSASc02 128 32 64 128 32 12 » 512 32 64 » 512 32 64
LSAScO3 64 32 64 128 32 12 » 512 32 64 » 512 32 64
LSAScO4 128 32 128 128 32 128 » 512 64 128 » 512 32 128
LSASCO05 128 2 64 128 30 128 » 512 32 128 » 512 32 128
LSASC06 128 2 64 256 30 128 » 512 32 128 » 512 32 128
Variagdo | 35108 | 4.32 8128 ao0ee 825 16128 | 1285512 | 1664 16-128 » 512 16-64 16-128
Ge?,”,ﬁil?ica 67,8 17,9 33,9 80,6 20,2 53,8 128 24 %08 » 512 302 538

* (ICZ): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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Na tabela 7 estdo dispostos os valores da CIM do ligante BS e dos complexos
CuBS e FeBS. Pode ser observado que a CIM do ligante BS variou entre 128->512
png\mL para a fase leveduriforme e filamentosa de crescimento. O complexo CuBS
apresentou variacdo de CIM entre 4-64 ug\mL para a fase leveduriforme e de 16-64
Hg\mL para filamentosa, enquanto que o complexo com ferro (FeBS) apresentou
variacédo de CIM entre 16-64 pg\mL para ambas as fases de crescimento.

A CIM dos complexos frente as cepas na forma leveduriforme cultivadas em
meio contendo L-DOPA foi de 128->512 pg\mL para o ligante BS, ndo havendo
aumento de resisténcia entre as cepas. Para o complexo CuBS a variagdo da CIM
ficou entre 8-64 pg\mL com aumento de resisténcia de 25% (3/12) das cepas,
engquanto que para o complexo FeBS a variacdo da CIM foi entre 16-64 pg\mL, com
aumento de 42% (5/12) de resisténcia das cepas testadas. Na forma filamentosa foi
observado que a CIM do complexo com cobre (CuBS) apresentou aumento da
resisténcia, com CIM variando entre 16-128 ug\mL e 16-64 pug\mL, respectivamente.
Enquanto que no tratamento com o complexo com ferro (FeBS) a variacao da CIM foi

entre 4-64 pg\mL com aumento de 17% (2/12) de resisténcia das cepas.

Ao converter os valores das CIMs destes compostos para nanomolar, foi
observado que os trés antifiUngicos testados neste trabalho frente a Sporothrix
apresentaram valores de CIM inferior aos complexos de cobre e ferro CuBS e FeBS.
No entanto, esta conversdo ndo foi valida para a molécula ligante BS, quando
comparados os valores da CIM deste ligante com os antifingicos terbinafina e
anfotericina B frente as cepas CMDB 01970599, CMDB 02020699, ATCC 32285 e
cepas clinicas LSASs01, LSASs04, LSASs05 e LSASs06 (Apéndice D).
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Tabela 7. Concentracéo inibitéria minima (ug/mL) do ligante BS e seus complexos com cobre e ferro sobre isolados de Sporothrix melanizados

e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

Forma Leveduriforme Forma Filamentosa
Cepas ClMgo (Hg/mL) ClMso (Hg/mL) + L-DOPA ClMgo (ng/mL) CiMgo (Hg/mL) + L-DOPA
BS CuBS FeBS BS CuBS FeBS BS CuBS FeBS BS CuBS FeBS
loC 0197 128 32 16 128 32 32 128 64 64 256 64 128
loC 0198 128 16 32 128 16 32 128 16 32 256 16 32
10C 0199 128 e 16 128 G 0 128 16 e 256 0 -
10C 0205 256 e a2 256 G - 256 64 64 256 e 64
loc o206 | *>512 4 16 > 512 8 16 »512 64 64 »512 64 64
ATCC 32285 | »512 4 6 > 512 : i » 512 6 6 > 512 - "
LSAScO1 256 64 64 256 oA 64 > 512 o4 64 > 512 e 128
LSASc02 128 64 64 128 64 64 > 512 64 64 » 512 64 64
LSASc03 128 64 64 128 64 64 > 512 64 64 » 512 64 128
LSASC04 256 64 64 256 64 64 > 512 64 64 > 512 64 128
LSAScO05 128 64 64 128 64 64 » 512 64 64 > 512 64 64
LSASC06 256 64 64 256 64 64 » 512 64 64 » 512 64 64
- 1285 1285 512 | 16-64 16-64 | 256512 | 16-128 32-128
Variagao 512 4-64 16-64 | 128- 512 8-64 16-64
Média 168,9 1521 453 47,9 256 57,0 64
Geométrica 26,9 35,9 168,9 30,2

* (IC2): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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Na tabela 8 pode ser observado o perfil de sensibilidade das cepas de
Sporothrix spp. frente ao ligante BE e seus complexos com cobre (CuBE) e ferro
(FeBE). Foi observado que a CIM do ligante BE variou entre 16-256 pg\mL para a
fase leveduriforme e de 64-512 pg\mL para a fase filamentosa de crescimento. O
complexo CuBE apresentou variacdo de CIM entre 8-64 pg\mL para a fase
leveduriforme e de 16-64 pg\mL para filamentosa, enquanto que o complexo com
ferro (FeBE) apresentou variacdo de CIM entre 32-128 ug\mL e 64-128 pg\mL, para

as fases leveduriforme e filamentosa, respectivamente.

A CIM dos complexos frente as cepas na forma leveduriforme cultivadas em
meio contendo L-DOPA foi de 32-512 pug\mL para o ligante BE, com aumento de
resisténcia de 25% (3/12) das cepas. Para o complexo CuBE a variacdo da CIM ficou
entre 8-64 ug\mL com aumento de resisténcia de 42% (5/12) das cepas, enquanto
gue para o complexo FeBE a variagdo da CIM entre 16-128 pg\mL, com aumento de
17% (2/12) de resisténcia das cepas testadas. Na forma filamentosa foi observado
que 17% (2/12) das cepas tratadas com o ligante BE e com o complexo com ferro
(FeBE) apresentaram aumento da resisténcia, com CIM variando entre 64-512 pg\mL
e 32-128 ug\mL, respectivamente. Enquanto que tratamento com o complexo com
cobre (CuBE) a variacao da CIM foi entre 32-128 pg\mL com aumento de 33% (4/12)

de resisténcia das cepas.

Ao converter os valores da CIM dos complexos de cobre e ferro (CuBE e
FeBE) para nanomolar, também foi observado que estes compostos apresentaram
valores da CIM mais baixos do que os antifungicos itraconazol, terbinafina e
anfotericina B frente a todas as cepas. A excecdo novamente ficou para a molécula
ligante deste grupo, onde BE apresentou CIM maiores que a terbinafina e
anfotericina B frente as cepas clinicas LSASs04, LSASs05 e LSASs06 (Apéndice E).
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Tabela 8. Concentracéo inibitéria minima (ug/mL) do ligante BE e seus complexos com cobre e ferro sobre isolados de Sporothrix melanizados

e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

Forma Leveduriforme

Forma Filamentosa

Cepas CIMgo (umol/mL) CIMgo (umol/mL) + L-DOPA CIMgo (umol/mL) CIMgo (umol/mL) + L-DOPA
BE CuBE FeBE BE CuBE FeBE BE CuBE FeBE BE CuBE FeBE
loC 0197 16 8 32 32 8 32 128 32 64 64 64 128
lOC 0198 64 n 32 64 G 32 128 16 64 128 o 64
10C 0199 64 3 32 64 16 16 128 2 64 64 32 32
10C 0205 64 32 6a 64 oa 128 256 2 64 128 32 64
I0C 0206 82 16 32 64 32 32 256 64 64 256 64 64
ATCC32285 | 32 16 32 32 32 32 64 32 o4 64 o4 o4
LSAScOL 128 o4 64 128 o4 128 128 o4 128 128 o4 64
LSAScO02 128 64 64 128 64 64 » 512 64 64 » 512 64 128
LSASCO3 64 32 64 64 32 64 »512 32 64 » 512 32 64
LSASc04 256 32 128 512 64 128 256 64 128 » 512 128 64
LSASc05 128 32 64 128 32 32 128 32 64 256 32 64
LSASc06 256 32 64 256 64 64 128 64 64 128 64 64
Variagdo | 16-256 | g4 2128 IR o 16128 | 642512 | 1664 64-128 | 64512 | 32128 | 32128
Geg"ri?t":ica 76,1 23.9 50,7 73 33,9 50,8 147,0 40,3 71,8 1185 50,8 67,8

* (IC2): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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Na tabela 9 pode ser observado o perfil de sensibilidade das cepas de
Sporothrix spp. frente ao ligante HPCINOL e seus complexos com cobre, ferro e
manganés. Foi observado que a CIM do ligante HPCINOL variou entre 64-512 pg\mL
para a fase leveduriforme e de 128-256 pg\mL para a fase filamentosa de
crescimento. O complexo CuHPCINOL apresentou variagdo da CIM entre 16-128
Hog\mL para a fase leveduriforme e de 32-64 pug\mL para filamentosa, enquanto que o
complexo com ferro (FeEHPCINOL) apresentou variacdo da CIM entre 32-256 pug\mL
e 32-128 pg\mL para as fases leveduriforme e filamentosa, respectivamente.
Finalmente, o complexo MnHPCINOL apresentou variagdo da CIM entre 16-256

Hog\mL e 16-64 ug\mL para as fases leveduriforme e filamentosa, respectivamente.

A CIM dos complexos frente as cepas na forma leveduriforme cultivadas em
meio contendo L-DOPA foi de 64-512 pg\mL para o ligante, com aumento de
resisténcia de 33% (4/12) das cepas. Para o complexo CuHPCINOL a variagao da
CIM ficou entre 16-256 pg\mL com aumento de resisténcia de 42% (5/12) das cepas,
enquanto que para o complexo FeHPCINOL a variacdo da CIM foi entre 32-128
pg\mL, com aumento de 25% (3/12) de resisténcia das cepas testadas. Para o
complexo com manganés (MnHPCINOL), a variacdo da CIM foi entre 64-256 pug\mL
com aumento de resisténcia de 42% das cepas. Na forma filamentosa foi observado
que 33% (4/12) das cepas tratadas com o ligante HPCINOL e o complexo
FeHPCINOL apresentaram aumento da resisténcia, com CIM variando entre 128-256
pHg\mL e 32-128 pg\mL, respectivamente. O tratamento com o complexo CuHPCINOL
apresentou uma variagcdo da CIM entre 32-128 pg\mL com aumento de 42% (5/12)
de resisténcia das cepas, enquanto que o complexo MNnHPCINOL apresentou uma
variacdo da CIM entre 64-256 ug\mL com aumento 25% (3/12) de resisténcia das
cepas.

Os valores das CIMs destes complexos quando convertidos para nanomolar e
comparados com os valores das CIMs dos antifingicos testados, mostraram que
nesta unidade seus valores de CIM foram menores para determinadas cepas de
Sporothrix do que para outras. Estes resultados podem ser observados no Apéndice
F.
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Tabela 9. Concentracao inibitéria minima (ug/mL) do ligante HPCINOL e seus complexos com cobre, ferro e manganés sobre isolados de

Sporothrix melanizados e ndo melanizados nas formas leveduriforme e filamentosa de crescimento.

Fase Leveduriforme

Fase Filamentosa

Cepas ClMeo (ug/mL) CIMeo (ug/mL) + L-DOPA CIMeo (ug/mL) CIMeo (ug/mL) + L-DOPA
HP | CuHP | FeHP | MnHP | HP [ CuHP | FeHP | MnHP | HP | CuHP | FeHP | MnHP | HP CuHP | FeHP | MnHP
10C 0197 256 64 128 256 128 128 128 256 128 32 64 32 256 32 128 32
10C 0198 128 64 64 64 128 64 64 64 128 32 64 32 128 32 128 64
10C 0199 128 16 32 16 128 16 32 64 128 32 32 32 128 32 32 32
10C 0205 256 64 64 64 512 64 128 128 256 32 64 32 >512 64 64 64
10C 0206 256 64 128 64 512 128 128 64 256 64 64 64 256 128 64 32
ATCC 32285 | 64 2 o4 o4 64 - - - 128 32 o4 16 128 32 - -
LSAScO01 256 128 64 32 | 212 128 64 64 256 32 64 32 >512 32 64 32
LSASc02 256 64 64 128 | >°12 128 128 128 256 64 64 64 256 128 64 32
LSASc03 »512 32 256 256 | >512 32 128 128 128 16 128 32 128 64 128 32
LSASc04 256 64 64 16 256 128 128 64 256 32 64 32 >512 64 128 32
LSASc0S 256 64 128 | 128 | 256 64 128 128 128 64 128 32 128 64 128 32
LSASc06 >512 | 128 | 128 32 >512 | 256 128 64 128 64 64 32 128 64 128 32
Variagdo 64- 16- 32- 16- 64- 16- 32- 64- 122586' 32-64 f;s 16-64 | 128-256 | 16-64 | 32-128 | 32-64
512 | 128 | 256 | 256 | >512 | 256 | 128 | 256
Média
Geomética | 1940 | 570 | 854 64 | 1974 | 761 | 959 | 905 | 1708 | 380 67,8 | 339 | 161,3 53,8 85,4 35,9

* (ICZ): Itraconazol; (TRB): Terbinafina; (AMB): Anfotericina B; (L-DOPA): 3,4-diidroxi-L-fenilalanina.
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6.2. Efeito dos compostos sobre a permeabilidade da membrana

plasmatica das células fungicas

ApOs a incubacgéo das leveduras em fase exponencial durante 48 h com os
compostos, as células tratadas e nédo tratadas do fungo Sporothrix spp. foram
avaliadas qualitativamente quanto a capacidade dos compostos em danificar a
integridade da membrana plasméatica através da marcacdo com o corante vital
SYTOX Green.

No controle negativo representado pelas células leveduriformes néo tratadas
(Figura 18 A) nenhuma fluorescéncia foi observada, indicando que as membranas
das células encontravam-se intregas, enquanto que o tratamento com o antifiingico
itraconazol, utilizado como controle positivo promoveu a perda da integridade da
membrana plasmatica das leveduras demonstrada pela marcacdo do material
genético das leveduras incubadas com Sytox Green (Figura 18 B).

Em células tratadas com os sais de heteropoliacidos de prata (Figuras 18 C,
D, E e F) também foi observada a marcacédo das células previamente tratadas em
concentracfes subinibitérias indicando que estes compostos interferiram na
integridade da membrana e permitiram a permeabilizacdo e marcacdo do material

genético pelo corante SYTOX Green.
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Figura 18. Microscopia Optica de campo claro e de fluorescéncia de células leveduriforme de
Sporothrix spp. marcadas com Sytox Green™ apdés 24h de incubacédo com sais de HPAs de prata. (A)
Células controle negativo (auséncia de tratamento) visualizadas por campo claro; (A’) células controle
negativo (auséncia de tratamento) visualizadas por fluorescéncia; (B) Células controle positivo
(presencga de ICZ) visualizadas por campo claro; (B’) Células controle positivo (presenca de ICZ)
visualizadas por fluorescéncia; (C, D, E e F) Células tratadas com sais de HPAs de prata visualizadas
por campo claro. (C’, D', E' e F’) Células tratadas com sais de HPAs de prata visualizadas por
fluorescéncia. (Todas as células foram visualizadas com um aumento de 630X. (CCL: Campo claro;

FLC: Fluorescéncia; ICZ: Itraconazol).
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Nas figuras 19, 20 e 21 podem ser observados os resultados obtidos sobre a
permeabilizacdo de membranas das leveduras de Sporothrix quando incubadas na
presenca dos complexos de coordenacdo formados pelos ligantes BMPA, HBPA, BS
e BE com os metais cobre e ferro e o ligante HPCINOL com os metais cobre, ferro e
manganés. Verificou-se que em todos os tratamentos com os complexos metalicos e
de seus ligantes livres em concentragcfes subinibitérias houve marcacdo do material
genético pelo corante SYTOX Green indicando que estes compostos sintéticos
promoveram a perda da integridadade das membranas das células leveduriformes de

Sporothrix.

HBPA

CuHBPA

FeHBPA
FeBMPA

Figura 19. Microscopia Optica de campo claro e de fluorescéncia de células leveduriforme de
Sporothrix spp. marcadas com Sytox Green™ apés 24h de incubacdo com complexos de
coordenacéo de cobre e ferro formados com os ligantes HBPA e BMPA. (A, B, C, D, E e F) Células
tratadas com complexos de coordenacgédo visualizadas por campo claro. (A, B, C’, D’, E’ e F’) Células
tratadas com complexos de coordenacgdo visualizadas por fluorescéncia. (Todas as células foram

visualizadas com um aumento de 630X. (CCL: Campo claro; FLC: Fluorescéncia).
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Figura 20. Microscopia Optica de campo claro e de fluorescéncia de células leveduriforme de
Sporothrix spp. marcadas com Sytox Green™ apés 24h de incubacdo com complexos de
coordenacéo de cobre e ferro formados com os ligantes BS e BE. (A, B, C, D, E e F) Células tratadas
com complexos de coordenagédo visualizadas por campo claro. (A’, B’, C’, D’, E’ e F’) Células tratadas
com complexos de coordenacao visualizadas por fluorescéncia. (Todas as células foram visualizadas

com um aumento de 630X. (CCL: Campo claro; FLC: Fluorescéncia).



76

>

v

0

20
%

,,
—
&t
3 7, p
- (

HPCINOL

sy
(¢}

FeHPCINOL

vl

x

CuHPCINOL
MnHPCINOL

Figura 21. Microscopia Optica de campo claro e de fluorescéncia de células leveduriformes de
Sporothrix spp. marcadas com Sytox Green™ apés 24h de incubagcdo com complexos de
coordenacéo de cobre, ferro e manganés formados com o ligante HPCINOL. (A, B, C e D) Células
tratadas com complexos de coordenagéo visualizadas por campo claro. (A’, B, C' e D’) Células
tratadas com complexos de coordenagéo visualizadas por fluorescéncia. (Todas as células foram

visualizadas com um aumento de 630X. (CCL: Campo claro; FLC: Fluorescéncia).

Conforme pode ser observado na figura 22, as células leveduriformes de
Sporothrix previamente tratadas com o extrato etandlico de Capsicum annuum L.
(Figura 22 A) e analogos sintéticos da capsaicina (SAL1l, SA2 e SA3) apresentaram
seu material genético marcado pelo corante Sytox Green (Figuras B, C e D), assim
como demonstrado pelas substancias padrédo capsaicina e diidrocapsaicina (Sigma
Aldrich, USA) utilizadas como controles positivos, sugerindo que estes compostos
foram capazes de causar mudancas na permeabilidade das membranas das
leveduras e permitiram a penetracdo do corante quando comparadas ao controle

negativo (Figura 18 A) que ndo apresentou marcacao pelo corante.
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CCL FLC

SA1 ExEt C. annuum L.

SA2

Figura 22. Microscopia 6ptica de campo claro e de fluorescéncia de células leveduriforme de
Sporothrix spp. marcadas com Sytox Green™ ap6s 24h de incubagcdo com extrato etandlico de C.
annuum L. e anélogos sintéticos da capsaicina e diidrocapsaicina. (A, B, C, D, E e F) Células tratadas
visualizadas por campo claro. (A’, B’, C', D’, E’ e F’) Células tratadas visualizadas por fluorescéncia.
(Todas as células foram visualizadas com um aumento de 630X. (CCL: Campo claro; FLC:

Fluorescéncia; EXEt: extrato etandlico; SA1; SA2; SA3; CAP: Capsaicina; DCAP: Diidrocapsaicina).

6.3. Efeitos dos compostos sobre a ultraestrutura de Sporothrix spp.

6.3.1. Microscopia Eletrénica de Varredura

6.3.1.1. Controles negativo e positivos

Por microscopia eletrbnica de varredura foi verificado que as leveduras nao

tratadas do isolado LSASsO01 de Sporothrix spp. apresentaram ceélulas com
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morfologia eliptica e com multiplos brotamentos (Figura 23 A). Leveduras isoladas
também foram observadas com formas mais arredondadas, mas geralmente estas
correspondem as células filhas originadas do brotamento (Figura 23 B). Também foi
observado em maior aumento que as leveduras isoladas apresentavam uma camada
superficial de aspecto “enrugado”, que possivelmente corresponde a camada
microfibrilar (Figura 23 B).

Apoés o tratamento com o antifungico itraconazol (Figura 23 C) e terbinafina
(Figura 23 D) foi observado que as leveduras apresentaram varios brotamentos
simples e presenca de células com formato de pseudo-hifas. Apos o tratamento com
anfotericina B foi observado a presenca de células ovaladas, alongadas e outras com
formato de pseudo-hifas. Além disso, pode ser observado a presenca de material se
desprendendo das células que provavelmente correspondem a camada de

microfibrilas (Figura 23 E).

6.3.1.2 Sais de Heteropoliacidos de Prata

Como pode ser observado na figura 24, algumas alteracdes foram observadas
nas leveduras tratadas durante 48h com os sais de HPA de prata. Em células
tratadas com Ags[PMo012040] foi observado poucos brotamentos simples e varias
leveduras isoladas e com formatos diferenciados (Figura 24 A). Leveduras tratadas
com o sal de HPA Ags[PW12040] mostram-se maiores e com brotamento simples sem
alteracOes drasticas (figuras 24 B). Leveduras tratadas com os sais contendo silicio
apresentaram um aspecto mais “inchado” quando comparadas com as leveduras que
receberam tratamento com os sais contendo fésforo e ao controle (figuras 24 C e D).
Porém, pbde ser observado uma sobreposicdo da camada da parede celular com
superficie enrugada, sendo que nas leveduras tratadas com Ags[SiW12040] houve um

destacamento desta camada (figura 24 D).
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Figura 23. MEV da forma leveduriforme do isolado de Sporothrix LSASs01 sem tratamento mostrando
leveduras mais alongadas e em brotamento (A) e leveduras isoladas demonstrando a camada de
microfibrilas (B). Leveduras tratadas com ICZ demostraram bastante brotamentos (C); leveduras
tratadas com TBF apresentaram brotamento e com morfologia semelhante a pseudo-hifas (D);
leveduras tratadas com anfotericina B mostraram células com formas ovaladas, alongadas e

semelhante a pseudo-hifas e indicios de descolamento da camada microfibrilar (E).
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Figura 24. MEV da forma leveduriforme do isolado de Sporothrix LSASs01 apds tratamento com
Ag3[PM012040] (A); Ags[PW12040]; (B); 94[SiW10V2040] (C); Ag4[SiW12040]) (D).

6.3.1.3 Complexos de Coordenacao

Células leveduriformes tratadas com os complexos de coordenagdo também
demonstraram inUmeras alteracfes em sua estrutura. A andlise por MEV das células
tratadas com o ligante BMPA mostrou leveduras arredondadas e com brotamentos
curtos e aspecto enrugado (Figura 25 A). As celulas tratadas com o complexo com
cobre (CuBMPA) apresentaram-se alongadas com aspecto de pseudo-hifas (Figura

25 B), enquanto que no tratamento com complexo com ferro (FeBMPA) foi observado
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leveduras mais ovaladas e isoladas e contendo uma camada superficial (Figura 25
C). Leveduras tratadas com o ligante HBPA apresentaram morfologia normal com
poucos brotamentos (Figura 25 D). As leveduras tratadas com o complexo CuHBPA
apresentaram-se isoladas e algumas com morfologia bastante danificadas (Figura 25
E), enquanto que as células tratadas com o complexo FeHBPA apresentaram-se
isoladas e a presenca de pseudo-hifas (Figura 25 F).

Células observadas por MEV revelaram que o tratamento com o ligante BS e
com o complexo CuBS provocaram mudangas na morfologia em algumas leveduras
tornando-as “amassadas” e com formato de pseudo-hifa (Figuras 26 A e B),
enquanto as leveduras tratadas com o complexo FeBS mostraram-se mais

alongadas, com brotamentos e presenca de algumas células isoladas (Figura 26 C).

Quanto as leveduras apds o tratamento com o ligante BE, foi observado por
MEV a presenca de células isoladas e com brotamento (Figura 26 D), enquanto que
células tratadas com o complexo CuBE apresentaram-se isoladas com formato mais
arredondado e com marcas de brotamento (Figura 26 E). ApGs o tratamento com
FeBE, foi observado leveduras mais alongadas e com brotamento e algumas células
mais prejudicadas (Figura 26 F).

Analise por MEV das leveduras tratadas com o ligante HPCINOL revelou que
as mesmas apresentaram-se mais alongadas com formato de pseudo-hifas (Figura
27 A). Leveduras tratadas com o CuHPCINOL apresentaram brotamentos e pseudo-
hifas (Figura 27 B), enquanto que as tratadas com FeHPCINOL apresentaram formas
mais arredondadas com marcas de brotamento e presenca de hifas sem conidios
(Figura 27 C). Leveduras tratadas com o complexo MnHPCINOL apresentaram-se

mais isoladas e com algumas células mais prejudicadas (Figura 27 D).
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Figura 25. MEV de leveduras de Sporothrix spp LSASs01 tratadas com o ligante BMPA (A); tratadas
com o complexo CuBMPA (B); tratadas com o complexo FeBMPA (C); tratadas com o ligante HBPA

(D); tratadas com o complexo CuHBPA (E); tratadas com o complexo FeHBPA (F).
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Figura 26. MEV de leveduras de Sporothrix spp LSASs01 tratadas com o ligante BS (A); tratadas com
o complexo CuBS (B); tratadas com o complexo FeBS (C); tratadas com o ligante BE (D); tratadas

com o complexo CuBE (E); tratadas com o complexo FeBE (F).
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Figura 27. MEV de leveduras de Sporothrix spp LSASsO1 tratadas com o ligante HPCINOL (A);
tratadas com o complexo CuHPCINOL (B); tratadas com o complexo FeHPCINOL (C); tratadas com o
complexo MNHPCINOL (D).

6.3.1.4. Extrato etandlico de C. annuum L. e andalogos

sintéticos capsaicionoide

As micrografias realizadas por MEV de leveduras tratadas com o extrato
etandlico de C. annuum L. revelaram a presenca de células isoladas e em
brotamento (Figura 28 A). Apds o tratamento com o analogo SA1l foi observado a
presenca de hifas e pseudo-hifas e algumas células em brotamento (Figura 28 B),
enquanto que na presenca do analogo SA2, as leveduras apresentaram-se isoladas
e na forma de pseudo-hifas (Figura 28 C). Na presenca do analogo SA3 foi
observado leveduras isoladas e com formas retraidas (Figura 28 D). Em leveduras
tratadas com a capsaicina e diidrocapsaicina padrédo (controles positivos)

observamos células isoladas e na foma de pseudo-hifas (Figuras 28 E e F).
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Figura 28. MEV de leveduras de Sporothrix spp LSASsO1 tratadas com o extrato etandlico de
Capsicum annuum L (A); leveduras tratadas com o analogo sintético SA-01 (B); leveduras tratadas
com o andlogo sintético SA-02 (C); leveduras tratadas com o analogo sintético SA-03 (D); leveduras
tratadas o padrdo Capsaicina (Sigma Aldrich, USA) (E) e leveduras tratadas com o padrdo

diidrocapsaicina (Sigma Aldrich, USA) (F).
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6.3.2. Microscopia Eletronica de Transmisséo

A ultraestrutura do fungo Sporothrix spp. (LSASs01) cultivado em meio BHI
com e sem L-DOPA foi avaliada ap0s os tratamentos por 48h com o extrato etandlico
de C. annuum L., derivados sintéticos da capsaicina e com o0s sais de

heteropoliacidos de prata e complexos de coordenagcédo com cobre e ferro.

6.3.2.1. Controles negativo e positivos

A analise por MET mostrou que as leveduras ndo tratadas cultivadas em caldo
BHI apresentaram tamanho e forma regulares, eletrondensidade citoplasmatica
normal, nucleo, muitas mitocondrias, vacuolos, parede celular homogénea bem
delimitada e em intimo contato com a membrana celular, além de uma camada de
material microficrilar eletrondenso dispostos radialmente e aderido a parede
compondo o complexo da parede celular do fungo Sporothrix, enquanto que
leveduras ndo tratadas cultivadas na presenca de L-DOPA apresentaram uma
parede celular mais espessa e quantidade de microfibrilas reduzida, mas com a
presenca de granulos eletrondensos do pigmento melanina dispostos na superficie
da parede celular, citoplasma mais eletrondenso com presenca de vacuolo
eletrondenso (Figura 29 A e E).

ApoOs o tratamento com itraconazol as leveduras cultivadas em caldo BHI
apresentaram camada microfibrilar menos densa, parede celular bastante espessa,
ondulacdes e retracdo do citoplasma onde a membrana plasméatica se descola da
parede celular (seta branca) e presenca de corpos lipidicos e pequenas vesiculas em
contato com a membrana (Figura 29 B), engquanto que leveduras cultivadas em BHI
+ L-DOPA apresentaram parede celular elétron-lucente com pequenos granulos
eletrodensos em toda sua extensdo, ondulagbes da membrana, citoplasma
eletrodenso, mas com a presenca de um grande vacuolo elétron-lucente ocupando

metade da célula contendo vacuolos eletrodensos e elétron-lucentes. Ainda foi
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possivel observar a presenca de uma vesicula situada entre a membrana e a parede
indicando transporte através da barreira fangica (Figura 29 F).

No tratamento com terbinafina, as leveduras cultivadas em caldo BHI
apresentaram densa camada fibrilar, parede celular e citoplasma elétron-lucente,
esvaziamento do conteludo citoplasmatico, sendo possivel visualizar apenas
vacuolos eletodensos e varias vesiculas (Figura 29 C), enquanto que leveduras
cultivadas em caldo BHI + L-DOPA apresentaram camada de microfibrilas rarefeita,
presenca de granulos eletrondensos junto as microfibrilas, parede celular espessa
constituida por varias camadas contendo granulos eletrodensos, ondulagbes na
membrana, total esvaziamento citoplasmatico devido a formacdo de um grande
vacuolo que tomou toda a extensdo do citoplasma que se confunde com os limites da

membrana (Figura 29 C e G).



Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA
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6.3.2.2 Sais de Heteropoliacidos de Prata

Em leveduras crescidas somente em meio BHI foi observado por MET que o
sal de HPA fosfomolibdato de prata (Ags[PMo012040]) causou descolamento da
membrana, desorganizacdo citoplasmatica, além da presenca de corpos lipidicos e
uma reducdo da camada de microfibrilas em algumas células (Figura 30 A),
enquanto que em células melanizadas observou-se um espessamento da parede
celular com camada microfibrilar reduzida, formacao de um grande vacuolo contendo
inUmeras vesiculas e formacdo de um espaco entre o vacuolo e a membrana
bastante eletrondenso (Figura 30 E). Ja as leveduras cultivadas em BHI e tratadas
com o fosfotungstato de prata (Ags[PW12040]) apresentaram perda de
eletrodensidade, deplecao citoplasmatica, formacdo de um grande vacuolo contendo
inomeras vesiculas e vacuolo eletrodenso, além de um aumento da camada
microfibrilar (Figura 30 B), enquanto que algumas células crescidas na presenca de
L-DOPA apresentaram parede celular constituida de uma dupla camada sendo que a
camada mais externa nao se extendeu por toda a célula, formacdo de um grande
vacuolo, vesiculas localizadas no espaco periplasmatico (Figura 30 F).

O tratamento com o sal de HPA silicotungstato de prata Aga[SiW10V2040])
provocou o descolamento e ondulacbes na membrana, presenca de estruturas
membranosas em células crescidas somente em BHI (Figura 30 C), enquanto que
leveduras cultivadas em meio contendo L-DOPA apresentaram aumento da
espessura da parede celular, auséncia de microfibrilas em algumas células, presenca
de grandes vacuolos com conteudo eletrondenso e pequenas vesiculas (Figura 30
G). Finalmente, o sal de HPA AgQ4[SiWi12040] causou espessamento em certas
regides da parede celular, vacuolos contendo estruturas membranosas, regiao
elétron-lucente, formacdo de um grande vacuolo com varias vesiculas e reducdo da
camada microfibilar em leveduras cultivadas em BHI (Figura 30 D), enquanto que na
presenca de L-DOPA foi observado parede celular em dupla camada, invaginacdes
da membrana contendo varias vesiculas, vacuolos elétron-lucentes no citoplasma
contendo vacuolos de conteudo eletrodenso e presencga de vacuolos eletrodensos

em contato com a parede celular (Figura 30 H) .
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA
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6.3.2.3 Complexos de Coordenacao

Por MET, foi observado que o tratamento com o ligante BMPA em células
cultivadas em caldo BHI causou ondula¢cées na membrana e parede celular, regido
nuclear elétron-lucente com condensacédo da cromatina e aumento da camada de
microfibrilas (Figura 31 A), enquanto que leveduras cultivadas na presenca de L-
DOPA apresentaram espessamento da parede celular, presenca de vacuolos
opacos, descolamento da membrana, reducdo do contetdo citoplasméatico e do
material microfibrilar (Figura 31 D).

Apés o tratamento com o complexo CuBMPA, as leveduras cultivadas em
caldo BHI também apresentaram ondulacbées na membrana, regido nuclear com
cromatina condensada e poros na membrana nuclear, parede celular elétron-lucente
e presenca de varios vacuolos com conteudo eletrodenso (Figura 31 B), enquanto
que células cultivadas na presenca de L-DOPA demonstraram perda da camada
microfibrilar, dupla camada de parede, regifes elétron-lucentes no citoplasma e
vacuolo elétron-lucente contendo vesiculas eletrodensas (Figura 31 E).

O tratamento de leveduras cultivadas em caldo BHI com o mesmo ligante
complexado ao metal ferro (FeEBMPA) provocou perda da camada microfibrilar e de
eletrodensidade da parede celular, presenca de vacuolos opacos e de contetdo
eletrodenso e presenca de granulos eletrodensos na face interna da membrana
indicando a possivel presenca do pigmento melanina (Figura 31 C), enquanto que
leveduras cultivadas na presenca de L-DOPA apresentaram perda da camada
microfibrilar, dupla camada de parede celular e presenca de um grande vacuolo

elétron-lucente contendo vacuolo eletrodenso (Figura 31 F).
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA

Figura 31. Microscopia eletronica de transmisséo da cepa LSASs01 de Sporothrix cultivada em meio
BHI (A, B, C) e em BHI + L-DOPA (D, E e F). Em (A e D) células tratadas com o ligante BMPA, (B e E)
tratadas com complexo CuBMPA, (C e F) tratadas com o complexo FeBMPA. Leveduras tratadas com

estes compostos apresentaram perda da camada de microfibrilas, vacUolos eletrodensos,

espessamento ou duplicidade da parede celular.
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Por MET, foi observado que o tratamento de leveduras cultivadas em caldo
BHI com o ligante HBPA promoveu o descolamento e a ondulagdo da membrana
plasmatica que, consequentemente, levou a formacdo de um espaco entre a
membrana e a parede (periplasma), acumulo de material eletrondenso na face
interna da membrana plasmética e nuclear, vacuolo eletrondenso, regides
intramembranosas ocupando grande parte do citoplasma e perda da camada
microfibrilar em algumas células (Figura 32 A), enquanto que leveduras cultivadas
em meio contendo L-DOPA apresentaram espessamento da parede celular, reducéo
da camada microfibrilar, ondulacdes na membrana, citoplasma e vacuolos elétron-
lucentes e acumulo de material eletrondenso na face interna da membrana (Figura
32 D).

Leveduras cultivadas em BHI apés tratamento com o complexo CuHBPA
mostraram a presenca de vacuolos contendo pequenos granulos eletrondensos
(Figura 32 B), enquanto que leveduras cultivadas na presenca de L-DOPA
apresentaram parede com dupla camada, reducdo de micofibrilas, desorganizacéo
citoplasmatica e presenca de vacuolos opacos contendo material eletrondenso
(Figura 32 E). O tratamento de leveduras cultivadas em caldo BHI com o complexo
FeHBPA mostrou a presenca de aglomerados eletrondensos distribuidos por toda
face interna da membrana sugerindo deposicdo de pigmento pelas vesiculas em
direcdo a parede celular, porém apresentaram parede celular e microfibrilas normais
(Figura 32 C), enquanto que leveduras cultivadas na presenca de L-DOPA
apresentaram parede celular mais espessa e material microfibrilar reduzido e

presenca de granulos eletrondensos na regido central do citoplasma (Figura 32 F).
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA
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Figura 32. Microscopia eletrénica de transmisséo da cepa LSASs01 de Sporothrix cultivada em meio
BHI (A, B, C) e em BHI + L-DOPA (D, E e F). Em (A e D) células tratadas com o ligante HBPA, (B e E)
tratadas com complexo CuHBPA, (C e F) tratadas com o complexo FeHBPA. Leveduras tratadas com
estes compostos apresentaram perda da camada de microfibrilas, vacuolos eletrodensos,

esvaziamento citoplasmatico, acimulo de granulos eletrodensos e espessamento ou duplicidade da

parede celular.
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Anadlises por MET revelaram que o tratamento de células leveduriformes
cultivadas em meio BHI com o ligante BS provocou ondulagcbes na membrana,
citoplasma elétron-lucente e presenca de vacuolos eletrondensos (Figura 33 A),
enquanto que em leveduras cultivadas em meio contendo L-DOPA, o ligante
provocou a perda do material microfibrilar, presenca de um grande corpo lipidico e de
inUmeros granulos eletrondensos nas extremidades da célula (Figura 33 D).

O tratamento de leveduras cultivadas em caldo BHI com o complexo CuBS
mostrou presenca de vacuolo elétron-lucente, presenca de mitocondrias com
aumento de tamanho e invaginagcbes na membrana (Figura 33 B), enquanto que
células cultivadas na presenca de L-DOPA apresentaram reducdo da camada
microfibrilar, parede celular e regido do citoplasma elétron-lucentes e vacuolos
opacos e eletrondensos (Figura 33 E).

Com o complexo FeBS, as leveduras -cultivadas em BHI também
apresentaram espessamento da parede celular, ondulacbes na membrana,
desorganizacao citoplasmatica e presenca de um grande vacuolo elétron-lucente e
de pequenas vesiculas com conteudo eletrondenso na regido periplasmatica (Figura
33 C), enquanto que em leveduras cultivadas em BHI + L-DOPA, o complexo FeBS
induziu a um maior espessamento da parede celular e ao total esvaziamento
citoplasmatico. Pode também ser observado o acumulo de granulos eletrondensos

na face externa da parede celular e na regido periplasmatica (Figura 33 F).
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA

Figura 33. Microscopia eletrbnica de transmissé@o da cepa LSASs01 de Sporothrix cultivada em meio
BHI (A, B, C) e em BHI + L-DOPA (D, E e F). Em (A e D) células tratadas com o ligante BS, (B e E)
tratadas com complexo CuBS, (C e F) tratadas com o complexo FeBS. Leveduras tratadas com estes
compostos apresentaram perda da camada de microfibrilas, vacuolos eletrodensos, esvaziamento

citoplasmatico, acimulo de granulos eletrodensos e espessamento da parede celular.
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Em relacdo ao tratamento das leveduras com o ligante BE foi observado por
MET que estas células quando cultivadas em BHI apresentaram um esvaziamento
citoplasmatico, o que levou a formacéo de regides elétron-lucentes e ondulacfes na
membrana com a formacao de pequenos vacuolos (Figura 34 A), enquanto que em
células cultivadas na presenca de L-DOPA, o ligante BE induziu ao aumento da
densidade da camada microfibrilar, a perda de eletrondensidade da parede celular,
mitocdndrias com tamanho aumentado e a deposicdo de granulos eletrondensos na
face interna da parede celular e pelo citoplasma (Figura 34 D). Os mesmos efeitos
foram possiveis observar nas leveduras tratadas com o complexo com cobre (CuBE),
em que aglomerados eletrondensos aparecem sendo claramente depositados na
membrana celular indicando uma possivel distribuicdo de pigmento melanina em
células cultivadas na presenca ou auséncia de L-DOPA (Figura 34 B e E).

Células cultivadas em BHI demonstraram apds o tratamento com FeBE a
presenca de um grande vacuUolo central e vérias vesiculas contendo granulos
eletrondensos e densa camada microfibrilar (Figura 34 C), enquanto que leveduras
cultivadas na presenca de L-DOPA apresentaram camada microfibrilar, parede e
membrana celular normais, acimulo de material eletrondenso em algumas regides
do citoplasma em contato com a membrana, vesicula com contetdo

intramembranoso (Figura 34 F).
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA

Figura 34. Microscopia eletronica de transmissédo da cepa LSASs01 de Sporothrix cultivada em meio
BHI (A, B, C) e em BHI + L-DOPA (D, E e F). Em (A e D) células tratadas com o ligante BE, (B e E)
tratadas com complexo CuBE, (C e F) tratadas com o complexo FeBE. Leveduras tratadas com estes
compostos apresentaram desorganizagcdo citoplasmatica e acumulo de granulos eletrodensos no

citoplasma e na face interna da parede celular.
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Quanto ao ligante HPCINOL e seus complexos metélicos, foi observado por
MET que as leveduras cultivadas em BHI apresentaram formatos irregulares,
reducdo do material microfibrilar, espessamento e perda de eletrondensidade da
parede celular, presenca de um grande corpo lipidico na regido central da célula e
cromatina condensada (Figura 35 A), enquanto que em células cultivadas em meio
contendo L-DOPA, também foi observado o espessamento da parede devido a
formacdo da segunda camada, perda do material microfibrilar, presenca de vacuolo
opaco indicando reserva lipidica, presenca de um grande vacuolo contendo granulos
eletrondensos e vesiculas com conteddo membranares (Figura 35 E). O complexo
CuHPCINOL provocou espessamento da parede celular, reducdo do material fibrilar,
deplecdo de uma area citoplasmatica e a formacéo de um grande vacuolo opaco que
se invaginou na area elétron-densa em leveduras cultivadas em BHI (Figura 35 B),
enquanto que em células cultivadas na presenca de L-DOPA, o CuHPCINOL induziu
a uma reducdo do material microfibrilar e um espessamento da parede celular
(Figura 35 F). Nas leveduras cultivadas em BHI e tratadas com FeHPCINOL foi
observado um espessamento da parede celular e uma densa camada microfibrilar,
mas com descolamento e ondulagbes em certas regides da membrana,
esvaziamento citoplasmatico levando a perda de eletrondensidade e presenca de
varias vesiculas contendo granulos eletrondensos (Figura 35 C), enquanto que o
tratamento de leveduras cultivadas em L-DOPA provocou a reducdo da camada
microfibrilar, desorganizacao citoplasmatica e acumulo de granulos eletrodensos no
citoplasma (Figura 35 G). ApOs tratamento com o complexo com manganés
(MnHPCINOL), leveduras cultivadas em caldo BHI apresentaram perda do material
fibrilar e de eletrodensidade da parede celular, presenca de varias mitocondrias de
tamanho aumentado, corpo lipidico, vacuolo eletrondenso e cromatina condensada
(Figura 35 D), enquanto que em células cultivadas em meio BHI contendo L-DOPA
foi observado um espessamento bastante significativo da parede celular dando
impressao de tripla camada em determinada regido da célula. Além disso, também
foi observado uma deplecao citoplasmética e presencga de vacuolos eletrondensos e

inUmeras vesiculas com conteudo eletrondenso (Figura 35 H).
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA
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6.3.2.4. Extrato etandlico de Capsicum annuum L. e anélogos
sintéticos capsaicinoides

Por microscopia eletronica de transmisséo, leveduras cultivadas em BHI e
tratadas com extrato etandlico de C. annuum L. apresentaram deplecao do conteudo
citoplasmatico que levou a perda de eletrodensidade, a perda da camada de
microfibrilas da parede celular e ondulagdes na membrana plasmatica (Figura 36 A),
enquanto que leveduras cultivadas na presenca de L-DOPA foi observado um
espessamento da parede celular contendo uma fina camada de microfibrilas e
granulos eletrodensos, total deplecdo do citoplasma devido a formacédo de vacuolos

contendo vesiculas elétron-densas e um vacuolo opaco (Figura 36 G).

O tratamento das leveduras cultivadas em BHI com o analogo da capsaicina
SAl levou a perda de eletrondensidade citoplasmatica devido a deplecdo do
conteudo celular, ondulagBes na membrana e presenca de vacuolos opacos (Figura
36 B), enquanto que em células cultivadas em BHI + L-DOPA o anélogo SA1 levou a
uma significativa reducao das microfibrilas, formacédo de um grande vacuolo elétron-

lucente contendo vesiculas eletrodensas (Figura 36 H).

Nas leveduras tratadas com o analogo da capsaicina SA2 foi observado o
espessamento da parede celular, presenca de vesiculas elétron-densas em regides
da membrana e regides elétron-lucentes no citoplasma (Figura 36 B), enquanto que
na presenca de L-DOPA, SA2 provocou alteracdbes no formato das células,
espessamento da parede celular e deplecao total do conteudo citoplasmatico (Figura
36 ).

Apés o tratamento com o analogo da capsaicina SA3, algumas leveduras
apresentaram perda da camada de microfibrilas, presenca de vacuolos
eletrondensos e elétron-lucentes e descolamento da membrana (Figura 36 D),
engquanto que em células cultivadas na presenca de L-DOPA este analogo provocou

a perda da camada de microfibrilas, o espessamento da parede celular, a deplegéo
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do conteldo citoplasmético e a presenca de vacuolos elétron-lucentes contendo

vesiculas e vacuolos eletrondensos (Figura 36 J).

Em relacdo as substancias padrédo (capsaicina e diidrocapsaicina), foi
observado que células leveduriformes cultivadas em BHI tratadas com a capsaicina
apresentaram varias mitocondrias elétron-densas de tamanho aumentado e um
grande vacuolo elétron-lucente com conteudo membranar (Figura 36 E), enquanto
gue leveduras cultivadas em L-DOPA apresentaram reducédo do material microfibrilar,
espessamento da parede e presenca de vacuolos opacos e eletrondensos (Figura 36
K). J& a substancia padrao diidrocapsaicina provocou pronunciadas ondula¢cées na
membrana e na parede da célula e presenca de vacuolos elétron-lucentes (Figura 36
F), enquanto que na presenca de L-DOPA, a diidrocapsaicina provocou a reducéo da
camada microfibrilar, a desorganizacdo do citoplasma e ao acumulo de material

eletrondenso na face terminal da célula (Figura 36 L).
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Cultivo em caldo BHI Cultivo em caldo BHI + L-DOPA




Cultivo em caldo BHI

Figura 36. Microscopia eletrénica de transmisséo da cepa LSASs01 de Sporothrix cultivada em meio
BHI (A, B, C, D, E e F) e em BHI + L-DOPA (G, H, I, J, Ke L). Em (A e G) células tratadas com o
extrato etandlico de C. annuum L., (B e H) tratadas com analogo SA1, (C e I) tratadas com o analogo
SA2, (D e J) tratadas com o analogo SAS3; (E e K) controle positivo tratadas com a capsaicina padrao;
e (F e L) controle positivo tratadas com diidrocapsaicina padrdo. Leveduras tratadas com estes
compostos apresentaram perda da camada de microfibrilas, vacuolos eletrodensos, esvaziamento

citoplasmatico, acimulo de granulos eletrodensos e espessamento da parede celular.
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6.4 Avaliagcdo de fatores de viruléncia

Neste trabalho foi avaliada a capacidade de células leveduriformes em
degradar ureia e produzir o pigmento melanina ap0s os tratamentos com o0s

diferentes compostos propostos.

6.4.1. Atividade Urease

A atividade urease das cepas de Sporothrix foi analisada semeando as
amostras de leveduras tratadas em Agar Christensen urease. A incubacéo das 12
cepas neste meio de cultura a 37°C resultou na degradacdo da ureia que foi
visualizada através da mudanca de coloracdo do meio de cultura que deixou de ser
laranja e assumiu coloracdo rosa. Dos 12 isolados, apenas a cepa LSASs05 perdeu
a capacidade de degradar a ureia apés o tratamento com o ligante HPCINOL e com
o sal de HPA Ags[PMo012040]. Na tabela 10 estéo dispostos os resultados da atividade
urease das cepas antes e ap0s 0s tratamentos com 0S compostos.

Também foi observado que as cepas ATCC 32285 e CMDB/IOC 01980599 nao
cresceram em Agar Chistensen urease ap0s tratamento com o extrato etandlico de

C. annuum e capsaicina padrao Sigma.

Tabela 10. Atividade urease de cepas de Sporothrix determinada através da incubacdo em Agar
Christensen urease apo6s tratamento com o extrato etandlico de C. annuum L., analogos sintéticos da

capsaicina, sais de HPAs e complexos de coordenacao.

Cepas de Sporothrix

IOC | IOC | IOC | IOC | IOC | ATCC | LSA | LSA | LSA | LSA | LSA | LSA
0197 | 0198 | 0199 | 0205 | 0206 | 32285 | Ss01 | Ss02 | Ss03 | Ss04 | SS05 | ss06

Controle + + + + + + + + + + + +

AQg3[PM012040] + + + + + + + + + + - +
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Ag3[PW12040] + + + + + + + + + + + +
Ag4[SiW10V2040] + + + + + + + + + + + +
AQ4[SiW12040] + + + + + + + + + + + +
BMPA + + + + + + + + + + + +
CuBMPA + + + + + + + + + + + +
FeBMPA + + + + + + + + + + + +
HBPA + + + + + + + + + + + +
CuHBPA + + + + + + + + + + + +
FeHBPA + + + + + + + + + + + +
BS + + + + + + + + + + + +
CuBS + + + + + + + + + + + +
FeBS + + + + + + + + + + + +
BE + + + + + + + + + + + +
CuBE + + + + + + + + + + + +
FeBE + + + + + + + + + + + +
HPCINOL + + + + + + + + + + o +
CuHPCINOL + + + + + + + + + + + +
FeHPCINOL + + + + + + + + + + + +
ExEt C. + + + + + NC + + + + + +
annuum
SAl + + + + + + + + + + + +
SA2 + + + + + + + + + + + +
SA3 + + + + + + + + + + + +
CAP + + NC + + + + + + + + +
DCAP + + + + + + + + + + + +

Legenda: (+): positivo para atividade urease; (-) negativo para atividade urease; (NC): N&o cresceu no meio Christensen

urease apos tratamento.
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6.4.2. Melanizacao

Todas as cepas de Sporothrix (n=12) utilizadas neste trabalho foram capazes
de produzir pigmento melanina quando cultivadas em Agar Batata dextrose (BDA)
em diferentes tempos ou grau (Figura 37), com excecao da cepa ATCC 32285 que
melaniza apenas quando na presenca do substrato diidroxifenilalaninna (L-DOPA).

Figura 37. Padrdo de melanizacdo das coldnias de diferentes linhagens de Sporothrix spp. apos 30
dias de crescimento em placas com Agar Batata Dextrose suplementado com cloranfenicol (50mg\mL)

and cicloexamida (400mg\mL) a 28°C.

Para descobrir se 0 composto natural e sintéticos interferem no processo de
melanizacdo pelas vias diidroxinaftaleno (melanina DHN) e diidroxifenilalanina
(melanina DOPA), as cepas de Sporothrix tratadas com os compostos durante 48h
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foram, respectivamente, semeadas em placas contendo Agar BDA na auséncia e na
presenca do indutor de melanizacdo (L-DOPA) e observadas apos 15 a 30 dias de

incubacédo a 28°C.

Neste experimento foi observado que leveduras da cepa ATCC 32285 néo
tratadas ndo produziram melanina em Agar BDA, mas melanizaram quando
semeadas em Agar BDA+L-DOPA, demonstrando que esta cepa n&o sintetizou
pigmento constitutivamente pela via diidroxinaftaleno (DHN), mas sintetizou melanina
com a adigao do precursor pela via diidroxifenilalanina (DOPA). Como era esperado,
as leveduras desta cepa nao produziram pigmento apos tratamento com todos os
compostos testados quando semeadas em Agar BDA, exceto apds o tratamento com
CuBMPA, analogo sintético capsaicinoide SA2 e diidrocapsaicina, onde foram
observadas uma discreta pigmentacéo. Entretanto, na presenca de L-DOPA as
leveduras melanizaram apG@s tratamento com todos 0s compostos, mas com menos
intensidade apos tratamento com o derivado capsaicinoide SA3, capsaicina e com 0s
antifingicos comerciais itraconazol, anfotericina B e terbinafina, indicando que estes

altimos interferiram brandamente na via sintética da melanina tipo DOPA (Figura 38).
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Figura 38. Diferencas no grau de melanizacdo da cepa ATCC 32285 do fungo Sporothrix apés

tratamento com diferentes compostos na auséncia e presenca do indutor de melanizacao L-DOPA.

Com a cepa CMDB/IOC 01990699, foi observado que leveduras nédo tratadas
produziram pouco pigmento em Agar BDA, mas a pigmentacdo se intensificou
quando as leveduras foram semeadas em BDA+L-DOPA. N&o houve producado do
pigmento mesmo na presenca de L-DOPA ap0s tratamento das leveduras com os
ligantes HPCINOL, HBPA, BS e BE e com os complexos de coordenacao
CuHPCINOL, CuBMPA, CuHBPA, CuBS, FeBS, CuBE e FeBE indicando que estes
compostos interferiram tanto na via DHN quanto na via DOPA para a producdo de

ambos os tipos de melanina, enquanto que ap0s o tratamento com 0s complexos
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FeHPCINOL, MnHPCINOL e FeBMPA foi observado uma discreta pigmentacao das
leveduras quando foram semeadas em Agar BDA suplementado com L-DOPA,
demonstrando que estes trés compostos influenciaram na via de sintese da melanina
DHN, mas ndo na sintese da melanina DOPA (Figura 39). Também foi observado
que leveduras apods tratamento com o antifingico itraconazol e complexos BMPA e
FeHBPA nao cresceram em ambos 0s meios de cultura, indicando uma acao
fungicida dos mesmos sobre a cepa CMDB/IOC 01990699, enquanto que os demais
foram fungistaticos e por esse motivo ndo influenciaram na transicdo de levedura

para micélio.

Com a cepa CMDB/IOC 02050799 foi observado que a levedura néo tratada
produziu melanina em Agar BDA e BDA+L-DOPA, sendo que neste Ultimo a
pigmentacao foi mais intensa. Ndo houve sintese do pigmento apdés o tratamento das
leveduras com extrato etandlico de C. annumm L., capsaicina, diidrocapsaicina,
derivado sintético capsaicinoide SA2, com os sais de HPA Ag3PMo0120a40],
Ags3[PWi12040], AQ4[SiW10V2040], Ags[SiW12040], complexos de coordenagao
CuHPCINOL, FeHPCINOL, BMPA, CuBMPA, FeBMPA, BS, CuBS e FeBS e o
antifangico terbinafina quando semeadas tanto na auséncia quanto na presenca de
L-DOPA, indicando que estes compostos interferiram em ambas as vias de sintese
da melanina DHN e DOPA (Figura 40). No entanto, ap0s tratamento com o0s
antifangicos itraconazol e anfotericina B, com o ligante o HPCINOL e complexo
MnHPCINOL foi possivel observar que estes tratamentos nao impediram o fungo de
sintetizar melanina na presenca de L-DOPA, indicando que a maquinaria bioquimica
para esta via de sintese nédo foi afetada por estes compostos (Figura 40). Também
foi observado que leveduras apds tratamento com o0s derivados sintéticos
capsaicinoides SA1 e SA3 nao cresceram em ambos os meios de cultura, indicando
uma acao fungicida dos mesmos sobre a cepa CMDB/IOC 02050799, enquanto que
os demais foram fungistaticos e por esse motivo nao influenciaram na transicao de

levedura para micélio (Figura 40).
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0198 (BDA + L-DOPA)

SEL

0198 (BDA + L-DOPA)

0189 (BDA + L-DOPA)

Figura 39. Diferencas no grau de melanizacdo da cepa CMDB/IOC 01990699 do fungo Sporothrix
apoés tratamento com diferentes compostos na auséncia e presen¢a do indutor de melanizagdo L-
DOPA.
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Figura 40. Diferencas no grau de melanizacdo da cepa CMDB/IOC 02050799 do fungo Sporothrix
apos tratamento com diferentes compostos na auséncia e na presenca de L-DOPA apds tratamento

com diferentes compostos.

Outro resultado semelhante foi observado com a cepa clinica LSASs 02, onde
foi observado que a levedura ndo tratada produziu melanina quando semeada em
Agar BDA suplementado ou ndo com L-DOPA. Esta cepa ndo produziu pigmento
apos tratamento com o ligante HPCINOL e com os complexos FeBS e CuBE mesmo
na presenca de L-DOPA, mostrando que estes compostos atuaram sobre ambas as
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vias de biossintese de melanina (DHN e DOPA) inibindo nesta cepa fungica.
Enquanto que na presenga do substrato L-DOPA, os tratamentos com BS, CuBS,
BE, FeBE, CUHPCINOL e FeHPCINOI ndo impediram a melaniza¢do, mostrando que
estes compostos nédo interferiram na via de sintese da melanina tipo DOPA (Figura
41).

Diferencas também foram observadas com a cepa clinica LSASs 04, onde os
tratamentos com CuBM, HB, CUHB, FeHB, CuBS, FeBS, FeBE e HP impediram a
cepa de produzir melanina mesmo na presenca do substrato L-DOPA indicando que
estes compostos foram capazes de interferir nas vias biossintéticas da melanina
DHN e DOPA. Enquanto que o tratamento com FeBM, BS, BEE, CuBE e FeHP néao
foram capazes de interferir no processo de pigmentacdo na presenca do substrato,
demonstrando que suas atividades sobre esta cepa fungica néo interferiram em nivel

molecular impedindo que a melanina tipo DOPA fosse sintetizada (Figura 42).

LSA 02 (BDA+L-DOPA) LSA 02 + (BDA +L-DOPA) LSA 02 (BDA+L-DOPA) LSA 02 (BDA + L-DOPA)

Figura 41. Diferencas no grau de melanizacdo da cepa clinica LSASs02 do fungo Sporothrix em Agar

BDA adicionado de L-DOPA ap06s tratamento com compostos.
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Figura 42. Diferencas no grau de melanizacdo da cepa clinica LSASs04 do fungo Sporothrix em Agar

BDA adicionado de L-DOPA ap0s tratamento com compostos.

6.4.2.1 Andlise das melaninas por microscopia Optica

Particulas de pigmentos melanoides das culturas de células leveduriformes de
Sporothrix (LSASs01) incubadas na presenca dos compostos natural e sintéticos
(HPAs e complexos de coordenacéo), do indutor (L-DOPA) e inibidor (triciclazol) para
a producgéo do pigmento foram obtidas apds tratamento com agentes desnaturantes
e acido quente e observadas por microscopia optica. A partir do cultivo da forma
leveduriforme somente em meio minimo durante 21 dias a 37°C foi possivel realizar o
isolamento de particulas escuras (Figura 43 A). Com a adi¢cdo do substrato L-DOPA
no meio de cultura foi possivel isolar uma quantidade muito maior de particulas
pigmentadas (Figura 43 B), enquanto que com a adi¢cdo do triciclazol ao meio de
cultura houve uma reducédo da quantidade de particulas produzidas pelo fungo sendo
que as particulas apresentaram menor tamanho e estrutura amorfa (Figura 43 C).
Quando L-DOPA e triciclazol foram adicionados na mesma cultura foi observado que
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o inibidor para sintese do pigmento reduziu, mas ndo impediu a total pigmentacao
(Figura 43 D).

A adicdo dos sais de HPA de prata Ags[PW12040], AQ4[SiW10V2040] e
Ag4[SiW12040 inibiu satisfatoriamente a producdo do pigmento, sendo os sais de
silicio mais ativos em relacdo ao sal de fésforo avaliado, enquanto que o
fosfomolibdato (Ag4[PMo012040) ndo impediu a pigmentacdo. Nestes tratamentos as

particulas apresentaram formato amorfo (Figura 44).

MM+ L-DOPA

: MM+TCZ MM+TCZ+L-DOPA

Figura 43. Particulas de melanina da forma leveduriforme de Sporothrix spp LSASsO01 cultivadas em
Meio minimo (A); Meio Minimo + 1 mM L-DOPA (B); Meio Minimo + 8,0 mg/L TCZL (C); Meio Minimo
+1 mM L-DOPA + 8,0 mg/L TCZL (D). (TCZL: Triciclazol). Aumento 400X.
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Ag3[PM012040] Ag3[PW12040]

Ag4[SiW10V2040] Aga[SiW12040]

Figura 44. Particulas de melanina da forma leveduriforme de Sporothrix spp LSASs01 cultivadas
em MM + Ags[PM01204] (A); MM + Ags[PW12040] (B); MM + AgQ4[SiW10V2040] (C); MM +
Ag4[SiW12040] (D). (MM: Meio Minimo). Aumento 400X.

Em relacdo aos complexos de coordenacédo, foi observado que a adicdo do
ligante BMPA e seus complexos com cobre e ferro (CuBMPA e FeBMPA) também
inibiram a produgdo de pigmento em meio minimo pelo fungo, sendo observadas
apenas debris no tratamento com o ligante BMPA e particulas amorfas nos
tratamentos com os complexos CuBMPA e FeBMPA (Figuras 45 A-C). O ligante
HBPA e seus complexos com cobre e ferro (CuHBPA e FeHBPA) reduziram, mas
ndo inibiram a sintese do pigmento, sendo observadas particulas de coloracao
menos intensa na presenca quando comparado ao controle néo tratado (Figura 45
E).
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CuBMPA

FeBMPA

Figura 45. Particulas de melanina da forma leveduriforme de Sporothrix spp LSASs01 cultivadas em
MM + BMPA (A); MM + CuBMPA (B): MM + FeBMPA (C); MM + HBPA (D); MM + CuHBPA (E); MM +
FeHBPA (F). Aumento 400X.

O ligante BS e seus complexos com cobre e ferro (CuBS e FeBS) e os complexos
CuBE e FeBE reduziram, mas nao inibiram a producdo do pigmento em meio minimo
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pelo fungo (Figura 46 A-C, E, F). Em contrapartida, na presenca do ligante BE no
meio de cultivo, a producao do pigmento foi satisfatoriamente inibida (Figura 46 D).

Figura 46. Particulas de melanina da forma leveduriforme de Sporothrix spp LSASs01 cultivadas em
MM + BS (A); MM + CuBS (B); MM + FeBS (C); MM + BE (D); MM + CuBE (E); MM + FeBE (F). (MM:
Meio Minimo). Aumento 400X.
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Em relagdo ao ligante HPCINOL e seus complexos de coordenagdo com cobre,
ferro e manganés foi observado que a adicdo dos complexos FeHPCINOL e
MnHPCINOL (Figura 47 C e D) ao meio minimo inibiu satisfatoriamente a producao
de pigmento pelo fungo quando comparado com a adi¢cdo apenas do ligante ou do
seu complexo com cobre (CuHPCINOL) (Figura 47 A e B).

HPCINOL o : " CuHPCINOL

FeHPCINOL MnHPCINOL

Figura 47. Particulas de melanina da forma leveduriforme de Sporothrix spp LSASsO01 cultivadas em
MM + HPCINOL (A); MM + CuHPCINOL (B); MM + FeHPCINOL (C); MM + MnHPCINOL (D). (MM:
Meio Minimo). Aumento 400X.

Quanto ao extrato etanolico de C. annuum L. e anélogos capsaicinoides, foi
verificado que quando o extrato etandlico, analogo sintético SA1 e o padrédo
diidroxicapsaicina foram individualmente adicionados ao meio minimo inibiram

satisfatoriamente a producéo de pigmento pelo fungo (Figura 48 A, B e F), enquanto
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gue os analogos SA2 e SA3 e a capsaicina padrdo reduziram, mas nao inibiram a
sintese do pigmento (Figura 48 C, D e E).

Ext. etandlico

Figura 48. Particulas de melanina da forma leveduriforme de Sporothrix spp LSASs01 cultivadas em
MM + Extrato etandlico de C. annuum L. (A); MM + SA1 (B); MM + SA2 (C); MM + SA3 (D); MM +
CAP (E); MM + DCAP (F). (MM: Meio Minimo; ExEt: Extrato Etandlico; CAP: Capsaicina; DCAP:
Diidrocapsaicina). Aumento 400X.
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6.4.2.2 Andlise por Infravermelho

Para verificar se as particulas de pigmento produzidas pelo fungo apos o
tratamento com os compostos possuiam alguma semelhanca com as particulas
isoladas do fungo cultivado na presenca de diidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA), as

amostras foram comparadas por Infravermelho.

A molécula de L-DOPA apresenta grupos funcionais caracteristicos das
funcdes fenol, acido carboxilico e amina priméaria (Figura 49 A). Através da andlise do
seu espectro no infravermelho, as principais bandas de absor¢céo observadas foram
condizentes com sua estrutura, demonstrando uma banda larga intensa como
dubleto em 3400cm™ e 3219cm*. Esta banda possivelmente resultou de uma mistura
dos sinais de estiramento caracteristicos de hidroxila de fenol (vO-H) com o sinal de
hidroxila de &acidos carboxilcos (vO-H) e ainda com o sinal caracteristico do
estiramento da ligacdo N-H de aminas primarias, e por isso, o dubleto (Figura 49 A).
Verificou-se também em 1722cm™ uma banda intensa caracteristica do estiramento
da carbonila (vC=0) associada a hidroxila caracterizando a funcdo acido carboxilico.
Na regido 1288cm™ encontra-se uma banda média caracteristica da presenca da
ligagdo C-O associada aos grupos fendlicos. Ainda foi observada uma banda de
fraca intensidade, em 1114 cm™ caracteristica da ligacdo C-N de amina. Por fim,
ficou destacado uma banda de baixa intensidade em 796 cm™ que é atribuida a

ligacdo C-H do anel aromatico (Figura 49 B).

Na molécula de L-DOPA analisada foi observada a presenca de um anel
aromatico. As ligacdes C=C de aromaticos produzem, na maioria dos casos, de dois
a quatro sinais de intensidade média na regido de 1600 a 1450cmt. No espectro
obtido, observou-se apenas uma banda intensa em 1626cm™ que pode estar
relacionada ao anel aromaético, ja que ndo apareceram sinais na faixa caracteristica
deste grupo funcional. O grupamento amina da molécula é representado tanto pelo
dubleto de Vn.+ citado anteriormente, quanto pela banda em 1114cm caracteristica
da ligacdo C-N de aminas. A banda caracteristica de alcanos (3smCHz3) foi observada

na regido de 1392cm™ com média intensidade.
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Figura 49. Estrutura molecular da 3,4-Diidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA - Sigma Aldrich, EUA) (A) e seu
perfil no espectro do Infravermelho mostrando os grupamentos majoritarios e de menor intensidade

presentes em sua molécula (B).

Comparando o resultado obtido da analise de infravermelho da melanina DOPA
com o0s espectros obtidos das particulas isoladas das células leveduriformes de
Sporothrix ndo tratadas e tratadas com os compostos natural e sintéticos, foi
observado que as bandas caracteristicas dos grupamentos funcionais que
representaram a melanina DOPA (Sigma Aldrich, EUA) também foram observadas
nos espectros das amostras experimentais, indicando que os pigmentos isolados das
leveduras de Sporothrix apresentaram 0s mesmos grupamentos quimicos em suas
moléculas, porém em intensidades diferentes. Mas além destas bandas, outras foram
observadas, tais como: duas bandas fortes em 2926 cm™* e 2852 cm™ relativas ao
estiramento de aromaticos (VCsp?-H) e alcanos (vCsp® —H), respectivamente. Outra
banda forte em 1545 cm caracteristica de anéis aromaticos (C=C) e duas bandas
de média intensidade nas regibes 1465 cm™' e 1165cm™ também atribuidas a
presenca de anéis aromaticos (C=C) (Figuras 50 — 58).

Na Tabela 11 estdo dispostos o0s valores correspondentes as principais

frequéncias das bandas observadas no espectro de infravermelho da melanina
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DOPA e dos pigmentos isolados da cepa clinica LSASs01 do fungo Sporothrix

tratado e nao tratado.

Tabela 11. Frequéncias observadas no espectro de infravermelho da melanina sintética padrédo e dos

pigmentos isolados do fungo Sporothrix com suas respectivas atribuicdes.

N g;](?lr)]da AtribuicGes Pigmentos isolados do fungo apés tratamento
Melanina v) PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9
DOPA
3400 v OH 3446 3383 3381 3352 3358 3263 3385 3263 3392
3219 v CHaromatico 3005 3215 3009
v Csp2-H 2924 2924 2924 2924 2924 2924 2926 2926
v Csp3-H 2852 2852 2852 2852 2852 2852 2854 2856 2856
1722 vC=0 1745 1745 1743 1737 1739 1743 1739 1726 1707
1626 v C=Carom 1629 1626 1620 1624 1626 1626 1626 1655 1629
v C=Carom 1535 1545
v C=Carom 1465 1462 1465 1465 1465 1462 1460
1392 Osim CHs 1377 1379 1377 1371 1369 1384 1375
1288 v C-O 1242 1244 1259 1244 1244 1244 1251 1280
v C-N 1165 1165 1172 1168 1157 1170 1155 1174
1114 v C-N 1114 1116 1118 1114 1112 1111 1120 1111
v C-O 1045 1043
796 8C-Hbenzeno 721 723 723 719 717 717 717 759 705

(P1): pigmento isolado da levedura ndo tratada cultivada na presenca de L-DOPA; (P2): pigmento isolado da

levedura tratada com HBPA; (P3): pigmento isolado da levedura tratada como ligante BS; (P4): pigmento isolado

da levedura tratada com CuBE; (P5): pigmento isolado da levedura tratada com HPCINOL; (P6): pigmento isolado

da levedura tratada com Ags[PM012040]; (P7): pigmento isolado da levedura tratada com o analogo da

capsaicina SA2; (P8): pigmento isolado da levedura tratada com o analogo sintético da capsaicina SA3; (P9):

pigmento isolado da levedura tratada com diidrocapsaicina.
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Figura 50. Perfil do espectro no infravermelho das particulas de melanina coletadas ap6s tratamento
enzimatico, desnaturante e acido quente a partir do fungo Sporothrix LSASs01 nao tratado cultivado

na presenca de L-DOPA.
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Figura 51. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apés tratamento com o

ligante HBPA.
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Figura 52. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apés tratamento com o

ligante BS.
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Figura 53. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apés tratamento com o

complexo de coordenacao CuBE.
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Figura 54. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apds tratamento com o

ligante HPCINOL.
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Figura 55. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apés tratamento com o

sal fosfomolibdato de prata Ags[PMo012040].
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Figura 56. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apds tratamento com o

analogo sintético da capsaicina SA2.
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Figura 57. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apds tratamento com o

anélogo sintético da capsaicina SA3.
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Figura 58. Perfil do espectro no Infravermelho do pigmento isolado do fungo apés tratamento com o

padréo Diidrocapsaicina.

6.5. Avaliacdo do efeito citotoxico do extrato etanélico de C. annuum L.,
dos anélogos sintéticos capsaicinoides, dos heteropolidcidos e dos complexos

de coordenacao

O experimento para avaliacdo do efeito citotoxico dos compostos foi realizado
através do microensaio colorimétrico utilizando MTT [brometo 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolium] sobre cultura de células VERO. Foi possivel observar que o
itraconazol apresentou menor toxicidade quando comparado com o0s demais
antifingicos avaliados, apresentando uma taxa de viabilidade de 51% quando se
utilizou na menor concentragao (12,5 pM/mL). A terbinafina e anfotericina B néo
apresentaram diferenca significativa para as trés concentragfes testadas, reduzindo

em aproximadamente 60% a viabilidade das células VERO (Grafico 1).
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Gréfico 1. Avaliacéo do efeito citotoxico dos antifingicos itraconazol, terbinafina e anfotericina B frente
as células VERO ap0s 48 horas de incubacdo através do microensaio colorimétrico utilizando MTT.
Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem tratamento com os compostos. ICZ: Itraconazol,
TBF: Terbinafina; AMB: Anfotericina B. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si,

segundo o Teste Tukey (P<0,05).

Os dados obtidos para os sais de HPAs de prata estdo apresentados no
grafico 2. Foi possivel observar que os sais de HPA Ag3[PMo012040], Ag3[PW12040] €
Ag4[SiW12040] reduziram a viabilidade das células VERO em 44%, 49% e 56%,
respectivamente, na menor concentracao testada (12,5 pg/mL/mL). Enquanto que
(Ag4[SiW10V2040] apresentou 25% de citotoxicidade na maior concentragéo testada
(50 pg/mL), sendo portanto, menos toxico para esta linhagem celular do que os

demais sais de HPAs de prata avaliados.
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Gréfico 2. Avaliacdo do efeito citotoxico dos sais de HPAs de prata frente as células VERO apoés 48
horas de incubagédo através do microensaio colorimétrico utilizando MTT. Como controle negativo (C-)
foi utilizado cultura sem tratamento com os compostos. Médias seguidas das mesmas letras nao

diferem entre si, segundo o Teste Tukey (P<0,05).

Em relacdo aos complexos de coordenacgao formados com o ligante BMPA, foi
observado que as células VERO foram mais sensiveis ao complexo CuBMPA, onde
se observa uma taxa de viabilidade celular de apenas 12% para a menor
concentracdo testada (UM/mL). Enquanto que frente ao tratamento com a molécula
ligante (BMPA) e com complexo FeEBMPA, as células VERO foram mais resistentes,
exibindo uma taxa de viabilidade celular de 60% e 69%, respectivamente, na mesma
concentracéo (12,5 puM) (Gréfico 3).
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Gréfico 3. Avaliagdo do efeito citotdxico dos complexos de coordenacao: ligante BMPA e complexos
CuBMPA e FeBMPA frente as células VERO ap6s 48 horas de incubacdo através do microensaio
colorimétrico utilizando MTT. Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem tratamento com os
compostos. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o Teste Tukey
(P<0,05).

As células VERO apresentaram mais de 40% de viabilidade quando tratadas
com o ligante HBPA na concentracao de 12,5 puM/mL, mas a sua complexacdo com
cobre (CuHBPA) reduziu a viabilidade celular em 90% na mesma concentracdo. No
entanto, o complexo com ferro (FeHBPA) apresentou uma taxa de viabilidade de
68%, sendo portanto, menos toxico do que a molécula ligante e do que o complexo
com cobre (Gréfico 4).
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Gréfico 4. Avaliacédo do efeito citotdxico dos complexos de coordenacéo: ligante HBPA e complexos
CuHBPA e FeHBPA frente as células VERO apés 48 horas de incubacdo através do microensaio
colorimétrico utilizando MTT. Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem tratamento com os
compostos. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o Teste Tukey
(P<0,05).

Os resultados do ensaio de citotoxicidade obtidos através do tratamento com o
ligante BS e seus complexos com cobre e ferro também mostraram que o complexo
com cobre (CuBS) apresentou maior efeito citotoxico sobre a viabilidade das células
VERO do que o complexo com ferro. Foi observado que o ligante BS apresentou
baixa citotoxicidade em relacdo aos seus complexos, reduzindo a viabilidade celular
em apenas 14% na menor concentracao testada (12,5 pM). J& os complexos com
cobre (CuBS) e ferro (FeBS) exibiram taxas de citoxicidade de 85% e 21%,

respectivamente.
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Gréfico 5. Efeito citotoxico dos complexos de coordenacéo: ligante BS e complexos CuBSA e FeBS
frente as células VERO apo6s 48 horas de incubacdo através do microensaio colorimétrico utilizando
MTT. Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem tratamento com os compostos. Médias

seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o Teste Tukey (P<0,05).

Os resultados do ensaio de citotoxicidade obtidos através do tratamento com o
ligante BE e seu complexo CuBE demonstraram que estes compostos reduziram a
viabilidade das células VERO em 60% na menor concentracdo testada. Para este
grupo, o complexo com ferro também foi menos toxico do que o complexo com
cobre, exibindo uma taxa de viabilidade celular de 48% para a concentracdo de
12uM/mL (Grafico 6).
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Gréfico 6. Efeito citotoxico dos complexos de coordenacdo: ligante BE e complexos CuBE e FeBE
frente as células VERO apo6s 48 horas de incubacdo através do microensaio colorimétrico utilizando
MTT. Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem tratamento com os compostos. Médias

seguidas das mesmas letras néo diferem entre si, segundo o Teste Tukey (P<0,05).

No gréafico 7 estdo apresentados os resultados obtidos dos experimentos de
viabilidade com o ligante HPCINOL e seus complexos com cobre, ferro e manganés.
Foi observado que a molécula ligante apresentou uma taxa de viabilidade de 69% na
menor concentracdo testada, enquanto que os complexos foram mais toxicos para a
linhagem VERO apresentando 38%, 52% e 45% de viabilidade, para os complexos
CuHPCINOL, FeHPCINOL e MnHPCINOL, respectivamente, mostrando que a
complexacdo com o cobre novamente aumentou a citotoxicidade do composto,

guando comparado com o ligante e os metais manganés e ferro (Cu > Mn > Fe).
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Gréfico 7. Efeito citotéxico dos complexos de coordenacdo: ligante HPCINOL e complexos
CuHPCINOL e FeHPCINOL frente as células VERO apds 48 horas de incubacdo através do
microensaio colorimétrico utilizando MTT. Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem
tratamento com os compostos. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o
Teste Tukey (P<0,05).

Os resultados obtidos para o extrato etandlico de C. anuumm L.
demonstraram que este extrato apresentou toxicidade dose-dependente e foi menos
téxico do que os derivados sintéticos capsaicinoides, apresentanto uma taxa de
viabilidade celular de 63% para a menor concentracdo testada (12,5 pM/mL). Os
tratamentos das células com os analogos sintéticos da capsaicina demonstraram que
o SA1 foi mais toxico que o SA2 e SA3 apresentando taxa de viabilidade celular de
14%, 45% e 43%, respectivamente, na concentracdo de 12,5 pM/mL. As células
tratadas com a capsaicina padrdo utilizada como controle apresentaram viabilidade
de 49%, sendo superior aos analogos sintéticos, enquanto que a diidrocapsaicina

apresentou uma taxa de viabilidade de 34% na menor concentracao (Grafico 8).
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Gréfico 8. Efeito citotdxico do extrato etandlico de C. annuum L., derivados capsaicinoide através do
microensaio colorimétrico utilizando MTT. Como controle negativo (C-) foi utilizado cultura sem
tratamento com os compostos. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si, segundo o
Teste Tukey (P<0,05).

6.6.Ensaios utilizando nematoide de vida livre

6.6.1 Ensaio de toxicidade dos compostos sobre o nematoide de

vida livre P. redivivus

Na tabela 12 estéo representados os valores das médias de sobrevivéncia e
mortalidade dos nematoides incubados na concentracéo de 512 pg/mL. Os sais de
heteropolidcidos de prata, complexos de coordenagdo, extrato etandlico de C.
annuum L. e andlogos sintéticos da capsaicina utilizados neste trabalho né&o

apresentaram toxicidade para o nematoide P. redivivus no intervalo de 10 dias a
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28°C, com excecdo para o complexo CuHBPA e antifingicos terbinafina e
anfotericina B que reduziram a média de sobrevivéncia dos nematoides para 70%,
90% e 40%, respectivamente. Também foi observado que na presenca de alguns
tratamentos houve multiplicacdo dos vermes, indicando que concentracdes de 512
pug/mL destes compostos nao interferem na producéo de progénies viaveis, exceto na
presenca do ligante HPCINOL e seus complexos CuHPCINOL, FeHPCINOL e

MnHPCINOL onde foram observados apenas os nematoides iniciais.

Embora tenha sido observado que o numero de nematoides iniciais (n=10) ndo
tenha sido reduzido durante os dez dias de tratamento, na presenca do analogo
sintético da capsaicina SA1, Ags[PMo012040,, Ag3[PW12040, BMPA, CuBPA, CuHBPA,
FeBPA, BS, CuBE, CuHPCINOL e itraconazol houve reducéo da sobrevivéncia dos
nematoides jovens, demonstrando que nesta concentracdo 0S compostos
apresentaram toxicidade de 6,25%, 7,14%, 8,3%, 12%, 33%, 10%, 7%, 5%, 11,1%,

30% e 28%, respectivamente, para 0os nematoides deste estadio de vida.
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Tabela 12. Citotoxicidade do extrato etandlico de C. annuum L., analogos sintéticos

da capsaicina, sais de HPA de prata e complexos de coordenacéo.

Extrato/Compostos Média de sobrevivéncia Média de mortalidade (%)
sintéticos (%)
Controle 100 0
Ext Et. C. annuum 100 0
SAl 100 6,25
SA2 100 0
SA3 100 16
CAP 100 0
DCAP 100 0
Ags[PM012040] 100 7,14
Ags[PW12040] 100 8,3
Ags[SiW10V2040] 100 0
Aga[SiW12040] 100 5
BMPA 100 12
CuBMPA 100 33
FeBMPA 100 0
HBPA 100 0
CuHBPA 70 10
FeHBPA 100 7
BS 100 5
CuBS 100 0
FeBS 100 0
BE 100 0
CuBE 100 111
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FeBE 100 0
HPCINOL 100 0
CuHPCINOL 100 30
FeHPCINOL 100 0
MnHPCINOL 100 0
Itraconazol 100 28,6
Terbinafina 90 12,5
Anfotericina B 40 60

*A porcentagem das médias de sobrevivéncia e mortalidade representam a média de trés

experimentos independentes.

6.6.2. Sobrevivéncia e morte de P. redivivus apés infecado pelo

fungo Sporothrix

Para determinar se o fungo Sporothrix poderia servir como fonte de alimento
para Panagrellus ou ser patogénico para este nematoide, placas com leveduras em
crescimento confluente (CMDB/IOC 0199 e LSASs01) e uma suspensédo de inéculo
das mesmas cepas na forma leveduriforme foram incubadas com os nematoides a
25°C e 37°C no periodo entre 24h e 120h. Foi observado que a cepa LSASs01 e
CMDB/IOC 01990599 ndo possuem habilidade em reduzir o tempo de vida de P.
redivivus & temperatura ambiente (25-28°C) tanto em Agar quanto em meio liquido
(Graficol0). No entanto, quando o nematoide foi exposto as mesmas cepas fungicas
a 37°C foi observado que os vermes comecaram a morrer a partir de 48h de
exposicdo em meio de cultura liquido e a partir de 72h em Agar quando comparados
aos nematoides do grupo controle ndo-infectados (Grafico 9). Vermes mortos foram
identificados quando ndo apresentavam tonus muscular ou quando ndo respondiam

ao estimulo com alca de platina (Figura 59).
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Gréfico 9. Tempo de morte do nematoide P. redivivus apés a exposicao as cepas CMDB/IOC 0199 e

clinica LSASs01 de Sporothrix spp. a 25°C em meio de cultura solido (Agar BHI) e meio de cultura

liquido (caldo BHI). (ml: meio de cultura liquido; ms: meio de cultura sélido). Os valores correspondem

as médias de trés experimentos independentes.
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Gréfico 10. Tempo de morte do nematoide P. redivivus apés a exposi¢do as cepas CMDB/IOC 0199 e

clinica LSASs01 de Sporothrix spp. a 37°C em meio de cultura solido (Agar BHI) e meio de cultura

liquido (caldo BHI). (ml: meio de cultura liquido; ms: meio de cultura sélido). Os valores correspondem

as médias de trés experimentos independentes.
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Figura 59. Aparéncia de P. redivivus em caldo BHI a 37°C. Micrografia de P. redivivus vivo na
auséncia de patégenos (A) e infectado com Sporothrix (B). Os vermes foram examinados em um
estereomicroscopio (Nikon). As setas negras demonstram a conformacéo dos vermes em formado de
“s” indicando que os mesmos estdo vivos (A), enquanto que nematoides eretos correspondem aos

vermes mortos (B).

Para melhor observar a interagcdo entre os dois microrganismos, 0S vermes
infectados durante 48h com Sporothrix na forma leveduriforme em meio de cultura
liquido foram preparados para microscopia eletrbnica de varredura e transmissao.
Por microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar que os vermes nao
infectados apresentaram morfologia normal com curvatura do corpo (Figura 60 A) e
integridade da cuticula quando observado em maior aumento (Figura 60 A’).
Enquanto em vermes infectados com Sporothrix LSAO1 durante 48h foi possivel
observar colbnias flungicas aderidas a cuticula (Figura 60 B e C), sendo que em
algumas regides do corpo do verme, a cuticula apresentava-se bastante degradada
(Figuras 60 B’).

Observacdes realizadas por MET demonstraram o acumulo de leveduras
intactas na porgédo anterior da cavidade bucal do nematoide P. redivivus. Foi possivel
observar tanto por microscopia Optica quanto por MET, que o fungo foi capaz de
invadir o tecido do nematoide, ndo sendo observados, portanto, na luz intestinal
como ocorre no modelo C. elegans quando infectado com outros patégenos (Figura
61).
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Figura 60. MEV de P. redivivus. (A e A’) P. redivivus controle ndo infectado; (B e C) P. redivivus

infectado com a forma leveduriforme de Sporothrix spp.LSAssO1.
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Figura 61. Microscopia Optica e eletrbnica de transmissdo de P. redivivus. Secao longitudinal de P. redivivus infectado com Sporothrix spp.
LSASs01 a 37°C demonstrando leveduras intactas alojadas no tecido muscular do nematoide. (A e B) Microscopia 6ptica; (C e D) Microscopia

eletrbnica de transmisséao.
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Nematoides no estadio adulto infectados com a forma leveduriforme da cepa LSASsO1 durante 48h a 37°C
foram expostos a trés diferentes concentrages dos compostos durante 5 dias a 37°C. Foi observado que a
porcentagem de sobrevivéncia dos nematoides na presenca dos compostos AgQs[PM0120a40], Ag3[PW12040],
Ag4[SiW12040, BMPA, CuBMPA, FeHBPA, CuBS, CuBE, MNnHPCINOL e itraconazol foi mais significativa do que em
relacdo aos demais compostos (Graficos 11 e 12).
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Gréfico 11. Sobrevivéncia dos vermes infectados com Sporothrix spp. quando na presenca dos sais de HPAs de prata, extrato etandlico de C.
annuum L. e analogos sintéticos da capsaicina (32, 128 e 512 ug/mL).
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Gréfico 12. Sobrevivéncia dos vermes infectados com Sporothrix spp. quando na presenca dos

compostos de coordenagéo de cobre e ferro (32, 128 e 512 pg/mL).

7. Discusséo

A esporotricose € uma doenca infecciosa causada pela inoculacéo traumatica
de fungos do complexo Sporothrix na pele do hospedeiro (Kwon-Chung & Bennet,
1992; Barros et al., 2011). No Brasil, a regido sudeste € a mais afetada, onde a
doenca assumiu proporcdes epidémicas envolvendo gatos e humanos (Barros et al.,
2010).

O itraconazol é o farmaco de primeira escolha para o tratamento das
manifestacdes cutaneas, porque normalmente a doenca ndo acomete outros 6rgaos
além da pele, da mucosa e do subcutaneo em individuos imunocompetentes, porém
a doenca se manifesta de forma mais grave em individuos imunocomprometidos com
necessidade de internacdes e, neste caso, o uso de farmacos mais téxicos como a
anfotericina B e/ou por tempo prolongado torna-se necessario. De acordo com
Barros et al. (2010) e Freitas et al. (2014), a maioria dos acometidos além de terem
pouca ou nenhuma instrucdo a respeito desta micose, ndo possuem condi¢cdes de

realizar o proprio tratamento e de seus animais de companhia, e com isso acabam
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abandonando esses animais em outros locais e, consequentemente, propagam a
doencga no ambiente.

Nos gatos, a esporotricose costuma ser mais severa porque € comum O
acometimento sistémico, levando a formas graves e de dificil tratamento. Para os
animais, o itraconazol e o iodeto de potassio sdo os farmacos mais utilizados para o
tratamento, sendo que o uso deste Ultimo em felinos pode provocar a morte por
toxicidade e, portanto, o itraconazol seria o farmaco de escolha também para esta
espécie. Logo, fica clara a necessidade de novas alternativas quimioterapicas para o
tratamento desta micose.

De acordo com Chen et al. (2010), as propriedades ideiais de um agente
antifangico incluem a facilidade de producdo, a potente atividade, o perfil de
seguranca e o baixo custo. Neste contexto, as fontes naturais e vias sintéticas de
facil reproducdo e com bons rendimentos tornam-se imprescindiveis na eleicdo de
uma substancia para terapia de doencas. Capsicum annuum L. é uma planta de
pequeno porte e de facil cultivo, conhecidas como pimentas. Moléculas com
estruturas analogas a capsaicina foram sintetizadas (Goncalves, 2009) e essa pratica
aumenta a possibilidade de se obter compostos com atividade superior ou melhorada
de substéancias isoladas de plantas.

Na sintese de produtos com propriedades farmacéuticas, o uso de metais tem
despertado um interesse cada vez maior como potenciais substancias para
intervencao terapéutica de diversas doencas e a atividade de compostos contendo
prata estd entre as mais disponiveis no mercado, haja vista que compostos contendo
este metal, tais como heteropolidcidos e nanoparticulas de prata, possuem
comprovada atividade biolégica contra bactérias resistentes a antibioticos (Inoue et
al., 2006) e fungos do género Candida (Kim et al., 2009), respectivamente. Outros
compostos metalicos analisados neste trabalho foram os complexos de coordenacéo.
Estes compostos ja foram avaliados frente a células leucémicas (Dash et al., 2013),
contra a bactéria S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Beeton et al., 2014) e
produtoras de toxinas (Fernandes et al., 2010) e frente a alguns fungos filamentosos
(Sumrra et al., 2014), mas nenhum destes compostos teve sua atividade biologica
avaliada contra fungos do género Sporothrix.
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Como controle positivo para os testes de susceptibilidade foram utilizadas trés
classes de antifungicos comerciais: o derivado azdlico (itraconazol), a alilamina
(terbinafina) e o poliénico (anfotericina B). Mesmo nao existindo um ponto de corte
gue estabeleca quais os valores que determinam a sensibilidade ou resisténcia do
fungo S. schenckii frente a terbinafina, estudos consideram que valores de CIM entre
0,1 e 0,4ug/mL estdo associados a sensibilidade do agente infeccioso frente ao
farmaco (Meinerz et al., 2007b). Neste trabalho foi observado que a terbinafina foi
mais ativa do que o itraconazol e a anfotericina B contra 100% (n=12) das cepas
fungicas com média geométrica de 0,41ug/mL e 0,32ug/mL para as formas
leveduriforme e filamentosa, respectivamente. Gutierrez-Galhardo et al. (2009)
também demonstraram médias geométricas dos valores da CIM menores para
terbinafina do que para o itraconazol e anfotericina B, sendo a forma filamentosa
mais sensivel do que a leveduriforme, assim como ocorreu no presente trabalho.
Silveira et al. (2009) e Marimon et al. (2008) demonstraram somente para a fase
filamentosa de S. sckenckii médias geométricas da CIM menores também para a
terbinafina do que para o itraconazol e anfotericina B. Outros autores observaram
resultados semelhantes, obtendo uma CIM menor ou igual a 0,4 pg/mL para os
antifingicos utilizados para o tratamento da esporotricose (Hull & Vismer, 1992; Hay,
1999; Perez, 1999; Rex et al., 2001; Kohler et al., 2004; Kohler et al., 2006).

Tal como para a terbinafina, também nao h& padronizacédo para os valores da
CIM para o itraconazol que identifique a resisténcia ou sensibilidade dos isolados de
S. schenckii. De acordo com McGinnis et al. (2001) e Rex et al. (2001), a
susceptibilidade de Sporothrix frente ao itraconazol se traduz em uma CIM < 1ug/mL,
semelhante ao ponto de corte recomendado pelo CLSI para os testes de
susceptibilidade com leveduras do género Candida. Considerando esse valor de
CIM, neste estudo foi observado a resisténcia de 100% dos isolados padrdo (n=6) e
clinicos (n=6), com médias geométricas de 4,76 ug/mL e 2,27 pg/mL para as formas
leveduriformes e filamentosa, respectivamente. Embora o itraconazol seja a droga de
eleicdo para o tratamento da esporotricose e varios estudos confirmem sua boa
atividade in vitro frente a S. schenckii com CIM <4 ug/mL (Kohler et al., 2007;

Alvarado-Ramirez & Torres-Rodriguez, 2007; Marimon et al., 2008; Alves et al.,
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2010; Meinerz et al., 2010; Stopiglia et al.,, 2012; Stopiglia et al., 2013), outros
trabalhos demonstraram que algumas cepas apresentaram resisténcia ao itraconazol
in vitro, resultando em CIMs superiores a 4 pg/mL (Trilles et al., 2005; Marimon et al.,
2008; Gutierrez-Galhardo et al., 2009; Stopliglia et al., 2013; Rodrigues et al., 2014).
Considerando que as cepas de Sporothrix spp. na forma filamentosa utilizadas neste
trabalho apresentaram média geométrica de 2,27 pg/mL in vitro, pode-se assumir
gue o fungo nesta forma foi sensivel ao itraconazol.

De acordo com a padronizacdo dos testes de sensibilidade para leveduras
frente a C. albicans pelo CLSI, isolados com CIM = 1 pg/mL para anfotericina B sdo
considerados resistentes. No presente trabalho foi observado que 50% (6/12) (3
padrdo e 3 clinicas) e 33% (4/12) (2 padrao e 2 clinicas) das cepas de Sporothrix na
forma leveduriforme e filamentosa, respectivamente, foram resistentes para
anfotericina B apresentando médias geométricas de 1,66 ug/mL e 0,86 pg/mL.
Rodrigues et al. (2014) demonstraram resisténcia de cepas para anfotericina B com
valores da CIM >16 ug/mL, enquanto que Stopiglia et al. (2012; 2013) e Marimon et
al. (2008) demonstraram valores de CIM superior a 8 ug/mL para este poliénico
contra algumas cepas do complexo Sporothrix.

Neste trabalho foram encontradas duas cepas padréo e trés cepas clinicas
apresentando multirresisténcia para itraconazol e anfotericina B (tabela 2), que séo
os farmacos de escolha para o tratamento da esporotricose. A evolucdo de
resisténcia deste fungo patogénico compromete a eficacia do numero limitado de
drogas antifingicas disponiveis. O itraconazol é uma substancia fungistatica e de
acordo com Anderson et al. (2005), patégenos sensiveis aos farmacos podem
desenvolver resisténcia quando sofrem pressao seletiva devido a exposi¢ao continua
aos farmacos de acao fungistatica e, consequentemente, geram casos refratarios da
infeccdo. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia aos farmacos entre as
espécies de Sporothrix ainda sdo desconhecidos. Porém, ja foi documentado que o
aumento do uso prolongado de triazois em infec¢des causadas por alguns fungos
como C. neoformans (Sionov et al.,, 2010), C. albicans (Harrison et al., 2014;
Selmecki et al., 2006) e Aspergillus fumigatus (Snelders et al.,, 2008) tem gerado

cepas triazbis-multi-resistentes (MTR - multiple-triazole-resistance) demonstrando
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que a resisténcia aos azoéis pode ocorrer através da regulagdo positiva de genes
transportadores de mdiltiplas drogas, que leva a um aumento do efluxo dos azoéis e,
portanto, reduz o seu acumulo intracelular (Schubert et al.,, 2011; Morschhauser,
2010); alteracBes genéticas da enzima alvo que afetam a afinidade enzimatica (Favre
et al., 1999), e por meio da alteracdo da sintese de esterdis que constituem a
membrana (Willger et al., 2008).

Devido as suas caracteristicas intrinsecas, os HPAs do tipo Keggin tém sido
extensivamente usados como catalizadores heterogéneos de rea¢gdes na quimica
fina e sustentavel e na medicina (Heravi and Sadjad, 2009; Sathicq et al., 2008). Na
medicina, a atividade biolégica de diferentes POMs foi primeiramente notada na
Frangca em 1975 quando foi demonstrada sua atividade antiviral (Yamase, 2005). A
partir dos anos 80, foi observado que polioxotungstatos com estrutura de Keggin
aumentaram sinergisticamente o efeito de antibidticos B-lactamicos frente as
bactérias Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Yamase et al.,
1996; Fukuda et al., 1997). Além disso, tem sido demonstrado a utilizacdo de ions e
sais de prata como agentes antimicrobianos (Silver, 2003; Kim et al., 2007; 2008).
Neste trabalho foi avaliado a atividade antifingica de quatro sais de HPA de prata do
tipo Keggin incluindo um polioxomolibdato (Ags[PMo012040]) e trés polioxotungstatos
(Ag3[PW12040], Aga[SiW12040] and Ags[SiW10V2040]) sobre as formas filamentosa e
leveduriforme de Sporothrix spp. Os dados mostraram que os sais de HPA de prata
contendo fésforo como heteroatomo e metal de transicdo molibdénio (Ags[PM012040])
ou tungsténio (Ags[PW120a40]) apresentaram CIM com médias geométricas de 10,1
pMg/mL e 15,1 pg/mL para a forma leveduriforme e de 40,3 pg/mL e 13,5 pg/mL para a
forma filamentosa de crescimento, respectivamente. No ensaio da CIM, embora,
esses valores sejam maiores do que os apresentados pelos agentes antifingicos
tradicionais (Tabelas 2 e 4), quando os valores da CIM foram convertidos de pg/mL
para nmol/mL, o itraconazol foi inferior contra nove cepas quando comparado aos
quatro sais de HPAs testados; os valores da CIM da AMB também quando foram
convertidos tornaram-se inferiores contra quatro cepas clinicas quando comparados

a trés sais de HPA; e ainda os valores da CIM da TBF quando convertidos foram
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inferiores contra uma cepa quando comparada a um sal de HPA demonstrando que
os sais de prata possuem atividade biolégica em concentragdes na ordem de 107°
molar (Apéndice 1). Observacdes similares em bactérias mostraram que o valor da
CIM dos polioxotungstatos e molibdatos quando convertido de pg/mL para nmol/mL
foi comparavel ou superior ao antifungico metronidazol (Inoue et al., 2005). Além
disso, no presente trabalho o polioxomolibdato apresentou atividade superior aos
polioxotungstatos contra Sporothrix, com valores de CIM entre 3,7 - 7,4 nmol/mL e
2,5 - 38,2 nmol/mL, respectivamente. Por outro lado, Inoue et al.,, (2005)
demonstraram que polioxotungstatos tipo Keggin e ndo estruturais exibiram atividade
antibacteriana superior ao polioxomolibdatos, com valores de CIM abaixo de 5,4 -
88,9 nmol/mL e acima de 140 nmol/mL, respectivamente, contra a Helicobacter
pylori, demonstrando que os valores de CIM obtidos neste trabalho contra Sporothrix
foram mais baixos.

Em 2007, Kim et al., observaram uma diferenca significativa para a CIM de
nanoparticulas de prata entre trés microrganismos. Foi observado uma CIM >6,6 nM
para leveduras isoladas de infec¢cbes de mastite bovina, >3,3 nM para E. coli (ATCC
43886) e >33 nM para S. aureus (ATCC 19636). Em 2009, Kim et al., determinaram a
CIM de nanoparticulas de prata frente a C. albicans e ndo-albicans achando valores
entre 1 - 25 ug/mL. O exato mecanismo de acdo da prata sobre 0os microrganismos
ainda ndo esta bem-elucidado, mas foi sugerido que em C. albicans as
nanoparticulas de prata atuam sobre a permeabilidade de membrana, formando
poros e dissipando o seu potencial elétrico (Kim et al., 2009). Em células bacterianas
0s trés mecanismos de acdo mais comuns da prata sdo: i) absorcéo da prata livre
seguido pela interrupcdo da producéo de ATP e replicacdo do DNA,; ii) producéo de
espécies reativas de oxigénio; iii) acdo direta sobre a membrana (Marambio-Jones &
Hoek, 2010; Klasen, 2000).

Estudos utilizando extratos brutos das pimentas do género Capsicum, bem
como seus derivados capsaicinoides demonstram que estes apresentam atividades
analgésicas, antioxidantes, antitumorais e antimicrobianas (Aggarwal et al., 2008;
Peralva dos Santos et al., 2012; Zhuang et al.,, 2013). Neste trabalho o efeito
inibitério do extrato etandlico de C. annuum L e analogos sintéticos da capsaicina
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foram avaliados frente a trés cepas do fungo Sporothrix spp. (ATCC32285,
CMDB/IOC 01991599 e cepa clinica LSASs01). Os resultados mostraram que o
extrato bruto etandlico apresentou valores de CIM variando entre 0,5 — 2,0 ug/mL e 2
- >4 pg/mL para as formas leveduriforme e filamentosa de crescimento,
respectivamente. No trabalho de Bokaeian et al., (2014) foi demonstrado que o
extrato de C. annuum L. reduziu a formacao de biofilme produzido por Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumonie na concentragdo de 10mg/mL. O
extrato bruto de C. annuum em acetato de etila inibiu o crescimento da bactéria
Streptococcus mutans na concentracdo de 2,5 pg/mL (Peralva dos Santos et al.,
2012). Entre os trés derivados capsaicinoides sintéticos estudados, o SA1 (N-(4-
hidroxifeniletil-decamida) e SA3 (N-(4-hidroxi-3-metoxibenzil)decamida) foram mais
ativos frente a cepa clinica de Sporothrix spp. LSASs01 na forma leveduriforme, com
valores de CIM entre 0,5 — 2,0 pg/mL, enquanto que SA2 (E-N-(4-hidroxi-3-
metoxibenzil)-3,7-dimetilocta-2,6-dienamida) foi menos ativo para as duas formas de
crescimento, apresentando CIM >4 pg/mL para as trés cepas. Comparando os
valores da CIM destes mesmos capsaicinoides sintéticos obtidos para Sporothrix
spp. com os valores encontrados por Peralva dos Santos et al. (2012) contra S.
mutans, foi observado que a atividade anti-Sporothrix spp. dos analogos SAl1 e SA3
foi superior a antibacteriana, enquanto que o analogo SA2 apresentou atividade
inferior a encontrada contra S. mutans. Em 2000, Dorantes et al. observaram que o
crescimento das bactérias Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Bacillus
cereus e Staphyloccoccus também foram inibidos por extratos brutos de trés
variedades de pimentas (chilli, morron e serrano) utilizando o método de difusédo em
Agar (Dorantes et al. 2000), mas a capsaicina e diidrocapsaicina isoladas do extrato
bruto da variedade serrano ndo foram ativas contra as mesmas bactérias pelo
mesmo método. No presente trabalho foi observado que a capsaicina e
diidrocapsaicina padrao (Sigma Aldrich, EUA) apresentaram o mesmo efeito (0,5 -
2,0 pg/mL) que o extrato bruto etandlico frente as duas cepas padrdo na forma
leveduriforme, enquanto que para a cepa clinica LSASs01 a CIM foi >4 ug/mL para

as duas formas de crescimento.
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Muitos extratos de plantas podem afetar a morfologia e ultraestrutura de
leveduras. Foi demonstrado que taninos presentes no extrato de Stryphynodendron
adstringens (“barbatimao”) inibiram a formacéo do tubo geminativo, aumentaram o
namero de brotamentos e alteraram a ultraestrutura da parede celular de C. albicans
(Ishida et al., 2006). Sobre C. neoformans, outro fungo patogénico, os autores
observaram que os taninos alteraram o crescimento, o tamanho da capsula,
reduziram o processo de melanizagdo, além de varias altera¢des ultraestruturais
como rompimento da parede celular, extracdo do citoplasma e vacuolizacédo (Ishida
et al., 2009). Neste trabalho, tanto o extrato bruto quanto os derivados capsaicinoides
provocaram alteragbes na permeabilidade e na ultraestrutura da membrana das
leveduras de Sporothrix spp. apos incubacao de 48h na concentracdo de 1,0 pg/mL
(Figura 35), indicando o potencial do extrato de C. annuum L. e de seus derivados
sintéticos sobre este fungo patogénico.

Dentre os complexos de coordenacédo avaliados neste trabalho foi observado
que o ligante BMPA foi mais ativo frente as cepas de Sporothrix spp. testadas do que
os ligantes HBPA, BS, BE e HPCINOL, apresentando uma média geométrica para a
CIM de 5,04 pg/mL e 7,56 pg/mL para as formas leveduriforme e filamentosa,
enquanto que os demais apresentaram médias geométricas de 67,8 pg/mL, 168,9
pug/mL, 76,1 pg/mL e 194 pg/mL, respectivamente. Além disso, o ligante BMPA
também foi mais ativo sozinho do que quando coordenado aos metais cobre e ferro.
Contrariamente, a atividade dos demais ligantes foi potencializada com a
coordenacdo dos metais cobre e ferro. Fernandes et al. (2010) mostraram que o0
ligante H2BPCINOL (N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina) testado apresentou atividade inferior quando comparado com
sua atividade apés sua coordenacdo aos metais cobalto e zinco contra as cepas de
S. aureus ATCC25923, RN6390B, LSA88, Wood46 and COL. Estes complexos
apresentaram valores de CIM entre 250 e 272 pM, respectivamente, ou seja, maiores
do que os valores encontrados neste trabalho frente a Sporothrix. Quanto a atividade
dos complexos metélicos, foi observado que a coordenacdo de cada ligante com o

cobre foi mais efetiva do que os complexos formados com ferro para as duas formas
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de crescimento. Entre os complexos com cobre, os mais ativos foram CuBMPA
(MG=16 pg/mL) e CuHBPA (MG=17,9 pg/mL).

Ao converter todos os valores das concentracdes inibitérias minimas
encontradas para estes compostos de pg/mL para nanomol/mL, foi observado que
estes valores se tornaram menores aos valores encontrados para os antifungicos
comerciais frente a maioria das cepas de Sporotrhix testadas (Apéndices B-F). O
mesmo foi observado para os sais de HPA de prata analisados neste trabalho. A
vantagem de utilizar a unidade de concentracdo em nanomol/mL frente a
micrograma/mL é a padronizagdo do numero de moléculas das substancias
utilizadas nos testes. Dessa forma, os valores das CIMs dos compostos podem ser
fielmente comparados quanto a suas atividades antimicrobianas em termos de
concentracao.

Para tentar elucidar os possiveis efeitos destes compostos sobre a célula
fungica, observac6es morfoldgicas foram realizadas por meio de microscopia Optica
e microscopia eletrdnica de transmissao e varredura. Foi observado por microscopia
optica de campo claro e fluorescéncia que o marcador vital, Sytox Green™, se ligou
ao material genético das leveduras de Sporothrix spp. quando tratadas com todos os
compostos propostos neste trabalho, indicando que estes foram capazes de danificar
a estrutura das membranas do fungo. Este marcador organico penetra somente em
células com membrana comprometida e interage com os acidos nucleicos e emite
fluorescéncia quando excitado com um comprimento de onda de 520nm. Os
resultados utilizando SYTOX Green™ sugerem que a permeacdo da membrana seja
um dos modos de acao dos compostos testados sobre as células leveduriformes de
Sporothrix spp. Este efeito de permeabilidade de membranas foi primeiramente
utilizado para descobrir mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos de
plantas. Threvissen et al. (1996 e 1999) demonstraram que estes peptideos foram
capazes de causar alteragdes no potencial de membranas da levedura S. cerevisae.
Em 2013, Taveira et al. observaram que as fracdes peptidicas 1 e 3 de tioninas
isoladas do fruto de Capsicum annuum foram capazes de induzir mudancas na

integridade da membrana de S. cerevisae, C. albicans e C. tropicallis.
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Com relacdo a ultraestrutra das leveduras de Sporothrix spp. foi possivel
observar, de uma forma geral, por microscopia eletronica de transmisséao diferencas
entre as células cultivadas na auséncia e na presenca de L-DOPA. Células néo
tratadas apresentaram parede celular compactas em justaposicdo com a membrana
plasmética e presenca de uma densa camada de microfibrilas dispostas radialmente.
Enquanto que leveduras cultivadas na presenca de L-DOPA apresentaram uma
camada microfibrilar menos densa e presenca de granulos eletrodensos
entremeados as microfibrilas. Em leveduras que receberam tratamento com os
diferentes compostos a 37°C, durante 48 horas, foram observadas algumas
alteracbes como: (i) reducdo ou total deplecdo da camada de microfibrilas; (ii)
espessamento de toda extensdo da parede celular; (iii) duplo envoltério da parede
celular; (iv) descolamento e ondulacbes da membrana plasmatica; (v) formacédo de
grandes vacuolos; (vi) perda de eletrondensidade citoplasmatica; (vii) esvaziamento
do conteudo citoplasmatico.

Lane et al. (1969) mostraram por MET que S. schenckii cultivados em caldo
TSB exibiram duas camadas concéntricas da parede celular, sendo que a mais
superficial ndo se extendia por toda a célula. No presente trabalho, esta estrutura
nado foi observada nas leveduras controle sem tratamento, porém foi observada em
leveduras cultivadas em caldo BHI contendo L-DOPA apés tratamento com
terbinafina, Ags[PW12040], Ag4[SiW12040], CuBMPA, FeBMPA, HBPA, CuHBPA,
FeHBPA, HPCINOL e MnHPCINOL a 37°C, durante 48h. Este duplo envoltorio
também foi observado de forma bastante discreta por microscopia eletrbnica de
varredura apds tratamento com AQs[PW12040], Aga[SiW10V2040], BMPA, CuBMPA,
FeBMPA, FeHBPA, CuBS, FeBS, FeBE, HPCINOL, FeHPCINOL MnHPCINOL,
analogo da capsaicina SA2, capsaicina e diidrocapsaicina. A parede celular tem um
importante papel na manutencéo da integridade celular. E ela que determina a forma
celular, promove protecdo mecanica e suporta a pressdo osmotica interna. Além
disso, desempenha um importante papel no transporte de moléculas para fora e
dentro da célula, além de representar a primeira barreira ao acesso de substancias
toxicas e tal fato pode refletir diferencas na permeabilidade de substancias e interferir

na composicao idnica intracelular (Gadd, 1993). A presenca de um duplo envoltério
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de parede celular em algumas leveduras tratadas pode ser indicio de que a célula
esta regenerando sua primeira barreira de protecdo externa apds o tratamento. No
entanto, também foi verificado que apds os tratamentos com o itraconazol,
terbinafina, anfotericina B, Ags[PW12040], FeBS, HPCINOL, extrato etandlico de C.
annuum L., analogo sintético da capsaicina SA2 e capsaicina padrao, essa estrutura
apresentava espessamento anormal e disforme compreendendo toda extenséo da
parede celular. Em C. albicans, a montagem e a desmontagem da parede celular s&o
reguladas pelas enzimas 3-1,3-glucano-sintase e pela B-1,3-glucanase capazes de
remodelar a parede celular propiciando seu dinamismo ao longo do ciclo celular
(Osumi, 1997). Essas enzimas sdo capazes de sintetizar e degradar o maior
componente da parede celular de Schizosacharomyces pombe, o B-1,3-glucano.
Osumi et al., (1998) demonstraram que leveduras com mutacdo no gene cps8
apresentam morfologia aberrante, com células ramificadas, problemas na divisdo
celular, espessamento de parede e alteragcbes no posicionamento e espessamento
do septo. Logo, o espessamento irregular da parede celular de Sporothrix spp. apos
alguns tratamentos sugere que estes compostos podem ter influenciado de alguma
forma na expressdo de genes responsaveis pela deposicdo dos constituintes de sua
parede celular.

Macroscopicamente, a melanina sé € visivel na fase filamentosa de S.
schenckii, no entanto, também foi demonstrado que este fungo produz o pigmento in
vitro e durante a infeccdo (Morris-Jones et al, 2000). Estudos ultraestruturais
mostraram que o acumulo de granulos de melanina ocorre na parede dos conidios
de S. schenckii (Romero-Martinez, 2000) e em leveduras estes granulos foram
visualizados ao longo de toda a extensdo da parede celular (Morris-Jones et al.,
2003; Teixeira et al., 2010). Outros fungos dimorficos, como Fonsecae pedrosoi, a
melanina se encontra parcialmente depositada na parede celular e em sua maioria
este pigmento se encontra encapsulado em organelas citoplasmicas, semelhante aos
melanossomas de mamiferos (Alviano et al., 1991; Franzen et al., 2008). Nos fungos
este pigmento atua como uma barreira de protecdo contra luz UV, ataque litico,
estresses ambientais e papel estrutural na parede celular (Butler et al., 2005). Neste

trabalho, foi observado que a expressdo deste pigmento possivelmente foi
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influenciada por alguns tratamentos. Foi observado por MET que leveduras tratadas
a 37°C, durante 48h, com FeBMPA, CuHBPA, FeHBPA, CuBE e FeBE em caldo BHI
apresentaram ganulos eletrondensos aglomerados no citoplasma proximos a
membrana celular. Enquanto que leveduras cultivadas em caldo BHI suplementado
com 1mM de L-DOPA apresentaram gréanulos eletrondensos entremeados na
camada fibrilar, dispersos no citoplasma ou aglomerados préximos a membrana e no
interior de vesiculas no citosol de leveduras controle e da maioria das leveduras
tratadas. S. schenckii e muitos ascomicetos sintetizam melanina constitutivamente
pela via policetideo utilizando o precursor acetil-coenzima A ou malonil-CoA para
formar a melanina-DHN (Langfelder et al., 2003; Teixeira et al., 2010), mas também
foi provado que este fungo possui maquinaria bioquimica para metabolizar substratos
exdgenos como a L-DOPA para sintetizar o pigmento (eumelanina), sugerindo a
presenca das enzimas lacases ou tirosinases em seu citoplasma (Almeida-Paes et
al., 2009; Teixeira et al., 2010), assim como ocorre com outros ascomicetos como
Paracoccidioides brasiliensis (Gomez et al., 2001; Uran et al., 2011) e Histoplasma
capsulatum (Nosanchuck et al., 2002), o que também diferencia os ascomicetos do
basidiomiceto Cryptococcus neoformans, que necessita de compostos fendlicos
exdgenos para sintetizar o pigmento (Nosanchuck & Casadevall, 2003). No caso dos
ascomicetos, a metabolizacdo da L-DOPA aumentou a melanizacdo fungica assim
como ocorreu com Sporothrix spp. neste trabalho, onde foram observados granulos
de melanina tanto na parte interna (citoplasma) quanto externa (camada microfibrilar)
das leveduras, na forma de granulos eletrodensos acumulados no citoplasma em
leveduras tratadas com os complexos coordenados com os metais ferro e cobre
(FeEBMPA, FeHBPA, FeBE, CuHBPA e CuBE).

Os ions metalicos sdo elementos essenciais para manter o funcionamento
celular e tém grande participagdo em inumeros processos metabdlicos como no
metabolismo do DNA, na regulacdo da sintese proteica e no processamento pos-
transcricional da maioria das proteinas (Nelson, 1999). Dessa maneira, a célula, em
geral, criou mecanismos homeostaticos para garantir as concentra¢cdes necessarias
dos metais, principalmente de cobre, ferro e zinco, para a sobrevivéncia celular
(Rutherford et al., 2004).
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De acordo com McGraw (2003), os metais também podem induzir um
aumento na producdo de melanina através do estimulo da produgcdo de produtos
intermediarios de sua via de sintese ou do aumento da atividade de enzimas chave
como as tirosinases e as lacases, as quais atuam na sua biossintese. S. schenckii
nao necessita da adicdo de L-DOPA para sintetizar melanina (Eisenman &
Casadevall, 2012). Sabe-se que os compostos de coordenacdo sdo positivamente
carregados (Fernandes et al.,, 2010) e que a melanina fangica é negativamente
carregada (Nosanchuck e Casadevall, 2006). Neste sentido, os resultados dos
tratamentos com compostos de coordenagdo na presenca ou ndo de L-DOPA
observados neste trabalho, também podem indicar uma reacéo de atracdo de cargas
entre a melanina e os metais presentes nestes compostos, tais como Fe e Cu, que
porventura podem se dissociar e liberar os sitios de ligagdo para a melanina, uma
vez que aglomeracdes de granulos eletrondensos na face interna da membrana das
células foram caracteristicas. Este fendbmeno pode alterar de alguma forma o
metabolismo e o desempenho do fungo nestas condigbes experimentais. Em C.
neoformans, pequenas concentragdes de ferro e cobre no meio de crescimento
podem influenciar na expresséo de genes regulados por TUPL1 tanto para a producao
de capsula, quanto para a manutencao da homeostase cobre/ferro, onde o cobre é
utilizado como cofator pelas enzimas superdxido-dismutase Cu/Zn e laccase, uma
enzima chave para a producao de melanina (Lee et al., 2009; Cox et al., 2003; Salas
et al., 1996). Nos fungos Cladosporium resinae (Gadd & Rome, 1988) e
Aureobasidium pullulans (Gadd & Griffiths, 1980), a presenca de cobre no meio de
cultura intensificou a produgcdo do pigmento. A auséncia ou presenca em menor
guantidade de melanina na parede celular deste fungo pode torna-lo mais
susceptivel as espécies reativas de oxigénio e a fagocitose por macrofagos (Romero-
Martinez et al., 2000; Morris-Jones et al., 2003). Além disso, as vias de sintese de
esterois, fosfolipidios, acidos graxos e melanina podem estar relacionadas e um
composto ao interferir em determinada etapa de uma delas, pode acabar
comprometendo outras vias secundariamente, principalmente gquando se trata da
melanina do tipo DHN, onde s&o utilizados os precursores acetil-coenzima A (CoA)

ou malonil-CoA que sdo comuns para diferentes vias metabdlicas (Shea & Del Poeta,
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2006). Estudos utilizando ressonancia do spin eletrbnico demonstraram que o
mecanismo de interacdo dos ions metélicos com a melanina ocorre através da
ligacdo destes ions com o centro radical da o-semiquinona existente nos polimeros
de melanina formando complexos quelantes (Felix et al., 1978).

No presente trabalho também foi observado que apds determinados
tratamentos, algumas cepas de Sporothrix spp. ndo sintetizaram o pigmento apos 15
dias de incubacdo a temperatura ambiente quando semeadas em Agar batata
dextrose mesmo na presenca do precursor L-DOPA (Figuras 37-41). Desta forma,
estes dados indicam que estes compostos foram capazes de interferir tanto na via de
sintese da melanina DHN produzida constitutivamente sem necessidade de
substratos exdgenos, quanto na via de sintese da melanina do tipo DOPA
(eumelanina), indicando que os compostos também impediram a atividade das
enzimas lacases e tirosinases responsaveis pela sua sintese. Logo, 0s compostos
metalicos e extrato de Capsicum parecem exibir efeito compativel aos observados
pela acdo dos inibidores da sintese de ambos os tipos de melanina: o triciclazol
(DHN) e o glifosato (DOPA). Passados os 15 dias de incubacdo algumas dessas
cepas melanizaram no meio de cultura, e dessa forma, a interferéncia do tratamento
no retardamento da melanizacdo do fungo caracterizaria 0 potencial desses
compostos no tratamento da doencga.

Para confirmar a interferéncia dos compostos sobre a melanizacdo de
Sporothrix, leveduras da cepa clinica LSASs01 apdés incubacdo em meio minimo
contendo ou ndo o substrato L-DOPA e o inibidor triciclazol foram submetidas ao
tratamento enzimatico e com acido quente para extracdo e posterior analise do
pigmento. Observacdes por microscopia Optica mostraram que sais de HPA
Ag4[SiW10V2040], Aga[SiW12040], 0s ligantes e os complexos BMPA, BE, CuBMPA,
FeBMPA, o extrato etandlico de C. annuum L., 0 andlogo sintético da capsaicina SA1
e a diidrocapasicina exibiram efeito semelhante ao triciclazol, sendo observadas
escassas particulas sem forma e sem coloracdo ou com significativa reducdo da
pigmentacdo (Figuras 42-47). O mesmo padrdo de estruturas foi observado por
Almeida-Paes et al. (2009) utilizando S. schenckii e Sporothrix brasiliensis (Almeida-

Paes et al., 2011). Entretanto, alguns compostos néo inibiram a sintese do pigmento.
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A andlise, por infravermelho, dessas particulas escuras teve por objetivo identificar
0s grupos funcionais presentes nas particulas isoladas do fungo tratado e compara-
los com o espectro da molécula precursora L-DOPA. As caracteristicas mais
importantes observadas nos espectros foram as bandas fortes na regido de 3400 cm-
! referentes aos grupos hidroxila (-OH) e amina (—NH); regido préxima a 2940 cm
onde foram observadas vibracdes dos grupamentos C—H de compostos alifaticos; e
na faixa entre 1650-1600 onde estdo os grupamentos C=0 de amida e C=C de
compostos aromaticos. Essas andlises dos espectros no infravermelho sugerem que
estas melaninas extraidas de leveduras tratadas, podem ser do tipo DHN ou do tipo
DOPA, uma vez que a analise de infravermelho mostrou absor¢cdes nas mesmas
regides da melanina DOPA e outras bandas em diferentes regiées. No entanto, essa
diferenca pode estar relacionada ao fato de que a L-DOPA foi utilizada como
substrato e por isso novos grupos funcionais foram gerados. Mesmo caracterizando
0s grupos funcionais presentes nas particulas de melaninas flngicas, ainda ndo se
definiu uma estrutura quimica exata para estes pigmentos, e esse fato se deve a
dificuldade de extracéo e purificacdo devido as suas caracteristicas intrinsicas como
alto peso molecular, insolubilidade em solventes organicos e aquosos (Henson et al.,
1999). Mas, diversos métodos tém sido utilizados a fim de aperfeicoar a
caracterizacdo das melaninas, como as analises de infravermelho, a ressonancia
magneética nuclear, a espectrometria de ressonancia paramagnética eletrbnica e a
difracdo de Raios-X (Cunha et al., 2010; Bridelli e Crippa, 2010; Chatterjee et al.,
2012). Recentemente, Casadevall et al. (2012) analisaram, através da técnica de
difracdo de Raios-X, as melaninas extraidas de quatro fungos: Aspergillus niger,
Wangiella dermatitides, Coprinus comatus e Cryptococcus neoformans. Eles
observaram uma diferenca nas distancias de empilhamento de planos dos pigmentos
extraidos destes microrganismos, relatando que é concebivel que as melaninas do
reino Fungi compartilhem uma estrutura organizacional similar, porém os pigmentos
de cada espécie podem diferir em detalhes na distancia do plano de empilhamento,
como um resultado de diferencas na composi¢ao de seus componentes.

O teste de metabolizacdo do MTT avalia a viabilidade celular pela presenca de

mitocondrias viaveis, que por sua vez, sdo capazes de reduzir o sal tetrazélico, um
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metabdlito sollavel inicialmente de coloracdo amarela, em cristais de coloracao
purpura. Apés a solubilizacdo destes cristais, quanto mais forte for a coloragcdo, maior
0 numero de mitocondrias viaveis, e portanto maior o numero de células vivas
(Morgan, 1997). Através dos ensaios de citotoxicidade em culturas de células VERO,
foi possivel demonstrar que os antifungicos terbinafina e anfotericina B foram mais
toxicos que o itraconazol (Grafico 1). Em relacdo aos sais de HPAs de prata, o
Ag4[SiW10V2040] foi 0 menos toxico entre os quatro sais testados. Ao contrario do
gue ocorreu no presente trabalho, em 2005, Yamase et al. mostraram que HPAs do
tipo Keggin contendo vanadio em sua estrutura apresentaram toxicidade nas
concentragdes entre 41,9 — 47,4 uM, enquanto que polioxotungstatos com estrutura
de Keggin ndo foram toxicos frente as células VERO, HEP-2 e MT-4. Quanto aos
complexos de coordenacdo foi observado que a maioria dos complexos contendo
cobre foram mais téxicos que os complexos de ferro ou do que o ligante sozinho.
Esse resultado vai de encontro com os resultados de inibicdo onde os complexos de
cobre foram mais ativos do que os complexos de ferro contra as leveduras de
Sporothrix spp. O ensaio da metabolizacdo do MTT utilizando o extrato de C.
annuum L. e seus analogos da capsaicina revelou que o extrato etandlico foi menos
toxico para as células VERO do que os analogos sintéticos, com excec¢do do analogo
SA1L.

O uso do nematoide C. elegans ja esta bem-definido como um modelo
pertinente e pratico para o estudo de interacdes patégeno-hospedeiro, viruléncia
fungica e bacteriana, das vias da resposta imune inata (Gravato-Nobre & Hodgkine,
2005) e para selegcédo de novos compostos com atividades antimicrobianas (Moy et
al., 2006; Zhou et al., 2011). As vantagens do modelo invertebrado de infeccdo em
relacdo ao modelo mamifero estdo relacionadas ao curto tempo experimental,
poucas despesas para sua manutencdo e sua homologia genética com mamiferos
(Kurz & Ewbank, 2000). No entanto, uma limitagdo importante do seu uso como um
modelo para patdégenos de humanos € a sua incapacidade de sobreviver a 37°C.
Portanto, patégenos que necessitam de estimulos da temperatura para regulacdo de
genes de viruléncia, podem ndo expressa-los quando testados em C. elegans

(Konkel & Tilly, 2000). Em 2005, Laws et al., utilizaram P. redivivus como modelo de
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infeccdo justificando que esse nematoide oferecia a vantagem sobre o modelo C.
elegans pelo fato de sobreviver a 37°C. Os autores deste trabalho demonstraram que
a linhagem 13010 da bactéria Burkholderia multivorans provocou a morte de P.
redivivus a 37°C, mas ndo a 25°C e o mecanismo pelo qual a bactéria acelerou a
morte de P. redivivus pode estar relacionado ao aumento da producao de moléculas
associadas com a viruléncia estimuladas pela temperatura mais elevada, ja que nao
houve nenhuma invasao dos tecidos do hospedeiro. O mesmo efeito ocorreu quando
P. redivivus foi infectado com Sporothrix no presente trabalho. Foi observado que os
nematoides infectados comecaram a morrer a partir de 48 h a 37°C, enquanto que a
25°C os vermes infectados permaneceram vivos por mais de 10 dias, demonstrando
gue a temperatura influencia na patogenicidade do fungo e/ou na susceptibilidade do
nematoide.

Os nematoides séo protegidos externamente com uma cuticula extremamente
resistente e impermedvel, que proporciona uma excelente barreira contra ataques
externos. No presente trabalho, foi observado por MEV a presenca de leveduras de
Sporothrix aderidas a cuticula da regido terminal do intestino e da regido mediana do
corpo de P. redivivus, sendo que nesta ultima foi observado que a cuticula estava
degradada (Figura 59 C). Alguns fungos especializados sdo capazes de se aderir a
cuticula e de suas hifas perfurarem a cuticula e proliferarem dentro do nematoide, tal
como ocorreu com a interacdo entre o fungo Drechmeria coniospora (Jansson, 1994)
e a bactéria Pasteuria penetrans com o C. elegans (Hodgkin & Partridge, 2008).
Além disso, por MET foi possivel observar a presenca de leveduras intactas
localizadas no tecido muscular de P. redivivus, préximo a cavidade bucal do
nematoide, ndo sendo observados, portanto, leveduras na luz intestinal (Figura 60),
tal como observado com o nematoide C. elegans quando foi infectado com outros
fungos como C. albicans e C. neoformans, indicando que Sporothrix spp. provocou a
morte do nematoide por um mecanismo diferente dagquele proposto por Laws et al.
(2005). Quase todos os agentes patogénicos intestinais testados em C. elegans
permanecem no meio extracelular, exceto as salmonelas e o microsporidium, que
foram mostrados estabelecer infec¢do intracelular nas células intestinais. Algumas

bactérias e fungos patogénicos podem se aderir a cuticula e infectar a epiderme de
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C. elegans. Por exemplo, Mycobacterium nematophilum se aderem na regido anal do
nematoide e provocam um inchago na regido posterior do intestino, enquanto que
Leucobacter chromiireducens causa uma infec¢éo letal no utero. Outros fungos como
Drechmeria coniospora e espécies de Haptocillium produzem esporos que se
aderem e perfuram a cuticula do verme e se proliferam primeiro na epiderme e
depois pelo organismo (Sodehall, 2010).

Diversos trabalhos j& demonstraram a utilidade de C. elegans como modelo de
infeccdo para diferentes patdgenos de animais e humanos. Além disso, este modelo
invertebrado também tem sido explorado como uma ferramenta para a triagem de
compostos sintéticos e naturais bioativos (Zhang & Hou, 2013). Neste trabalho, foi
observado que P. redivivus também pode oferecer informacfes in vivo sobre a
patogénese de Sporothrix, visto que o fungo foi observado aderido a cuticula e
infectando o tecido do nematoide quando incubados a 37°C durante 48h. Além disso,
alguns compostos aumentaram o tempo de sobrevivéncia dos vermes infectados e
se mostraram praticamente atéxicos quando comparados com o percentual de
citotoxicidade que os mesmos apresentaram sobre as células VERO.

Os dados apresentados demonstraram o grande potencial dos sais de HPAs
de prata, complexos de coordenacéao e extrato de C. annuum L. e analogos sintéticos
da capsaicina sobre o crescimento, a morfologia e o processo de melanizagdo de
Sporothrix spp. Porém, estas descobertas necessitam de aprofundamento por meio
de estudos moleculares para identificacdo dos mecanismos de acdo pelo qual inibem
0 crescimento e um dos seus principais fatores de patogenicidade, a melanina. Além
disso, o potencial antifingico dos produtos naturais e sintéticos testados sobre
diferentes cepas de Sporothrix spp. pode significar um avanco no tratamento da

esporotricose.
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8. Conclusdes

Em virtude dos resultados apresentados neste trabalho conclui-se que:

e Entre os antifingicos comerciais, a terbinafina foi o que apresentou melhor
atividade in vitro frente as fases leveduriforme e filamentosa de crescimento;

e Todos os isolados (n=12) foram resistentes ao itraconazol e 50% apresentaram
resisténcia para a anfotericina B, que sdo as drogas de eleicdo para o
tratamento da esporotricose;

e Os sais de HPAs de prata apresentaram valores de CIM menores que o
itraconazol quando seus valores da CIM foram comparados em nanomolar;

e As cepas de Sporothrix apresentaram diferentes perfis de susceptibilidade
frente aos compostos de coordenacdo, sendo os complexos de cobre mais
ativos que os de ferro;

e O extrato etandlico de C. annuum L. e os analogos sintéticos da capsaicina
mostraram possuir 6tima atividade antifingica sobre as cepas de Sporothrix
testadas;

e Andlises por microscopia Optica de fluorescéncia demonstraram que todos o0s
compostos que apresentaram atividade sobre Sporothrix foram capazes de
permear a membrana plasmatica, permitindo que o corante vital SYTOX®

Green penetrasse na célula;

e Os principais efeitos observados por microscopia eletrénica de transmissao
foram as alteracdes na espessura da parede celular, perda da integridade da
membrana plasmatica e vacuolizac¢ao;

e De acordo com a cepa, alguns compostos foram capazes de inibir a sintese da
melanina do tipo DHN e tipo DOPA,

e Foi observado que a forma leveduriforme de Sporothrix provoca a morte do
nematoide P. redivivus a partir de 48h a 37°C, mas ndo a temperatura

ambiente;
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e Por microscopia eletrébnica (MEV e MET) foi observado que leveduras de
Sporothrix podem se aderir a cuticula do nematoide e ainda infectar o tecido de
P. redivivus;

e Os compostos BMPA, CuBMPA, FeHBPA, CuBS, CuBE, MnHPCINOL e
itraconazol prolongaram a sobrevivéncia dos vermes infectados quando
comparado com o controle sem tratamento;

e A molécula ligante (BMPA) embora seja mais simples e de menor custo de
sintese, comparado aos complexos com metais, foi a que apresentou maior
atividade sobre o fungo nas suas duas formas de crescimento, com efeito
fungicida sobre determinadas cepas. Além disso, quando esta molécula foi
complexada aos metais cobre e ferro, houve reducéo de sua atividade sobre o

fungo.

9. Perspectivas Futuras

Como perspectivas futuras desse trabalho podemos citar:

1) Analises dos principais efeitos dos compostos sobre a expressdo de genes
vinculados a viruléncia de Sporothrix;

2) Avaliar a agdo dos compostos no combate a esporotricose em modelo murino
de infecgao.

3) Avaliar a producdo de Ilanosterol pelas leveduras na presenca dos
tratamentos;

4) Avaliar a composicao quimica do extrato etandlico por HPLC;

5) Realizar estudos de outros analogos sintéticos da capsaicina.
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11. APENDICE A

Comparacgédo entre os valores da CIM dos sais de heteropoliacidos de prata e dos antifingicos em nanomolar/
mL. Areas hachuradas em azul correspondem a comparacdo entre os sais de HPAs e o itraconazol. Areas
hachuradas em rosa correspondem a comparacéo entre os sais de HPAs e a terbinafina. Areas hachuradas em

laranja  correspondem a comparacdo entre o0s sais de HPAs e a anfotericina B.

Cepas de Sporothrix

v v

4

Compostos 0197 0198 0199 0205 0202 32285 LSAO01 LSAD2 LSA03 LSA04 LSAOS LSA06
Polyoxotungstares
[uaimL] 8 8 8 32 32 18 32 32 32 18 8 a
Aga[PW1z2040)
sy 25 25 SIS s s < SN
pgiml] 8 16 18 32 18 32 84 128 84 128 64 B84
AQe{SIW19V2040)
[pgimL] 16 16 32 16 16 18 18 16 16 16 8 16
AGSIW4204)
proimty 45 45 [NSSRNEN WASTNEETEE ST AN . o e
Polyoxomolybdate
[ugimL] 18 8 8 16 16 16 18 16 8
AGi[PMo12040) 16 4 4
Antifingicos
i [ugimL] 1 1 18 32 18 4 16 4 4 2 4 2
T ey
[wgimL] 0,125 05 05 2 0s 05 05 05 05 0,25 1 0,25
TBF —_— et
[pmolimL] 0,381 15 15 i[ 8 ﬁ 15 15 15 15 15 0762 | 304 0762
pgiml] 0,125 2 1 4 4 1 8 8 4 025 0125 025
AMB

[nmolimL] 0,135 2,16 1.1 43 43 11 86 886 43 027 0,135 0,27
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Comparacédo entre os valores da CIM dos complexos de coordenacdo (BMPA, CuBMPA, FeBMPA) e dos

antifingicos em nanomolar/ mL. Areas hachuradas em laranja correspondem a comparagdo entre os complexos

e a anfotericina B.

Cepas de Sporothrix

0197

0198

0199

0205 0202 32285 LSAO1 LSA02 LSA03 LSA04 LSA05 LSA06
Complexos
[ug/mL] 2 2 2 2 2 1 16 16 8 16 16 16
BMPA
[nmol/mL] 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,005 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
[ug/mL] 2 2 2 32 32 16 32 32 32 64 32 32
CuBMPA
[nmol/mL] 0,005 0,005 0,005 0,087 0,087 0,044 0,087 0,087 0,087 0,174 0,087 0,087
[ug/mL] 16 16 32 16 16 16 128 128 64 128 64 128
FeBMPA
[nmol/mL] 0,044 0,044 0,088 0,044 0,044 0,044 0,354 0,354 0,177 0,354 0,177 0,354
Antifungicos
[Mg/mL] 1 1 16 32 16 4 16 4 4 2 4 2
ICZ
[nmol/mL] 14 1.4 226 453 226 57 226 57 5:7 2,8 57 28
[Mg/mL] 0,125 0,5 05 2 05 0,5 05 0,5 05 0,25 1 0,25
TBF
[nmol/mL] 0,381 1,5 1,5 6 1,5 1,5 1,5 1,5 1.5 0,762 3,04 0,762
[ug/mL] 0,125 2 1 4 4 1 8 8 4 0,25 0,125 0,25
AMB
[nmol/mL] 0,135 2,16 1.1 43 43 1.1 86 8,6 43 0,27 0,135 0,27
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Comparacédo entre os valores da CIM dos complexos de coordenacdo (HBPA, CuHBPA, FeHBPA) e dos

antifingicos em nanomolar/ mL. Areas hachuradas em laranja correspondem a comparacéo entre os complexos

e a anfotericina B.

Cepas de Sporothrix

Compostos 0197 0198 0199 0205 0202 32285 LSAO01 LSA02 LSA03 LSA04 LSA05 LSA06
Complexos
[ug/mL] 64 32 32 32 32 32 256 128 64 128 128 128
HBPA
[nmol/mL] 0,298 0,149 0,149 0,149 0,149 0,149 1,195 0,597 0,298 0,597 0,597 0,597
[ug/mL] 8 8 4 16 32 8 32 32 32 32 32 32
CuHBPA
[nmol/mL] 0,022 0,022 0,0109 0,044 0,087 0,022 0,087 0,087 0,087 0,087 0,087 0,087
[Hg/mL] 8 16 8 16 32 16 128 64 64 128 64 64
FeHBPA
[nmol/mL] 0,011 0,022 0,011 0,022 0,044 0,022 0,179 0,089 0,089 0,179 0,089 0,089
Antifingicos
[Mg/mL] 1 1 16 32 16 4 16 4 4 2 4 2
ICZ
[nmol/mL] 14 1,4 226 453 226 57 226 57 57 2,8 57 28
[ug/mL] 0,125 0,5 05 2 05 0,5 05 0,5 05 0,25 1 0,25
TBF
[nmol/mL] 0,381 1,5 15 6 15 1,5 15 1,5 15 0,762 3,04 0,762
[ug/mL] 0,125 2 1 4 4 1 8 8 4 0,25 0,125 0,25
AMB
[nmol/imL] 0,135 2,16 1.1 43 43 1.1 8,6 8,6 43 0,27 0,135 0,27
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202

Comparacéo entre os valores da CIM dos complexos de coordenacédo (BS, CuBS, FeBS) e dos antifiungicos em

nanomolar/ mL. Areas hachuradas em cinza correspondem a comparacdo entre os complexos e a terbinafina.

Areas hachuradas em laranja correspondem a comparagdo entre os complexos e a anfotericina B.

Cepas de Sporothrix

Compostos 0197 0198 0199 0205 0202 32285 LSAO01 LSA02 LSA03 LSA04 LSA05 LSA06
Complexos
[nug/mL] 128 128 28 256 >512 >512 256 128 128 256 128 256
o [nmol/mL] 0,842 0,842 0,842 1,684 >3,368 >3,368 1,684 0,842 0,842 1,684 0,842 1,684
[ug/mL] 32 16 16 16 4 4 64 64 64 64 64 64
= [nmol/mL] 0,097 0,048 0,048 0,048 0,012 0,012 0,195 0,195 0,195 0,195 0,195 0,195
[pg/mL] 16 32 16 32 16 16 64 64 64 64 64 64
ceRs [nmol/mL] 0,048 0,096 0,048 0,096 0,048 0,048 0,194 0,194 0,194 0,194 0,194 0,194
Antifungicos
[ug/mL] 1 1 16 32 16 4 16 4 4 2 4 2
e [nmol/mL] 14 1,4 226 453 226 5,7 226 5,7 5,7 28 8,7 28
[Mg/mL] 0,125 0.5 05 2 0,5 0,5 05 0,5 0,5 0,25 1 0,25
TeF [nmol/mL] 0,381 1,5 15 6 1,5 1,5 1,5 1,5 1.5 0,762 3,04 0,762
[Hg/mL] 0,125 2 1 4 4 1 8 8 4 0,25 0,125 0,25
o [nmol/mL] 0,135 2,16 1.1 43 43 1,1 8,6 8,6 43 0,27 0,135 0,27
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15. APENDICE E

Comparacéo entre os valores da CIM dos complexos de coordenacédo (BE, CuBE, FeBE) e dos antifiungicos em
nanomolar/ mL. Areas hachuradas em cinza correspondem a comparacdo entre os complexos e a terbinafina.

Areas hachuradas em laranja correspondem a comparagdo entre os complexos e a anfotericina B.

Cepas de Sporothrix

Compostos 0197 0198 0199 0205 0202 32285 LSA01 LSA02 LSA03 LSA04 LSA05 LSA06
Complexos
[Hg/mL] 16 64 64 64 32 32 128 128 64 256 128 256
BE [nmol/mL] 0,096 0,385 0,385 0,385 0,192 0,192 0,771 0,771 0,385 1,542 0,771 1,542
[pg/mL] 8 16 8 32 16 16 64 64 32 32 32 32
CuBE  [nmol/mL] 0,025 0,05 0,025 0,101 0,05 0,05 0,202 0,404 0,101 0,101 0,101 0,101
[pg/mL] 32 32 32 64 32 32 64 64 64 128 64 64
FeBE [nmol/mL] 0,092 0,092 0,092 0,185 0,092 0,092 0,185 0,185 0,185 0,371 0,185 0,185
Antifungicos
[pg/mL] 1 1 16 32 16 4 16 4 4 2 4 2
ICZ [nmol/mL] 1.4 14 226 453 226 57 226 57 57 28 57 28
[pg/mL] 0,125 05 0,5 2 05 05 05 05 05 0,25 1 0,25
TBF [nmol/mL] 0,381 1.5 1,5 6 15 1.5 1,5 15 15 0,762 3,04 0,762
[Hg/mL] 0,125 2 1 4 4 1 8 8 4 0,25 0,125 0,25

AMB [nmol/mL] 0,135 2,16 1.1 43 43 1.1 8,6 8,6 43 0,27 0,135 0,27
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16. APENDICE F

Comparacéo entre os valores da CIM dos complexos de coordenacdo (HPCINOL, CuHPCINOL, FeHPCINOL,
MnHPCINOL) e dos antifingicos em nanomolar/ mL. Areas hachuradas em cinza correspondem a comparag&o
entre os complexos e a terbinafina. Areas hachuradas em laranja correspondem a comparagio entre oS

complexos e a anfotericina B.

Cepas de Sporothrix

Compostos 0197 0198 0199 0205 0202 32285 LSAO01 LSA02 LSA03 LSA04 LSA05 LSA06
Complexos
[ug/mL] 256 128 128 256 256 64 256 256 >512 256 256 >512
HPCINOL
[nmol/mL] 0,834 0,417 0,417 0,834 0,834 0,208 0,834 0,834 >1,668 0,834 0,834 >1,668
[pg/mL] 64 64 16 64 64 32 128 64 32 64 64 128
CuHPCINOL
[nmol/mL] 0,144 0,144 0,036 0,144 0,144 0,072 0,288 0,144 0,072 0,144 0,144 0,288
[pug/mL] 128 64 32 64 128 64 64 64 256 64 128 128
FeHPCINOL
[nmol/mL] 0,258 0,129 0,064 0,129 0,258 0,129 0,129 0,129 0,516 0,129 0,258 0.258
[pg/mL] 256 64 16 64 64 64 32 128 256 16 128 32
MnHPCINOL
[nmol/mL] 0,613 0,153 0,038 0,153 0,153 0,153 0,077 0,306 0,613 0,038 0,306 0,077
Antifangicos
[ug/mL] 1 1 16 32 16 4 16 4 4 2 4 2
ICZ
[nmol/mL] 14 14 226 453 22,6 57 226 57 57 2,8 57 2,8
[pug/mL] 0,125 0,5 05 2 05 0.5 0,5 0.5 05 0,25 1 0,25
TBF
[nmol/mL] 0,381 1.5 1,5 6 1,5 1.5 15 1.5 1,5 0,762 3,04 0,762
[ug/mL] 0,125 2 1 4 4 1 8 8 4 0,25 0,125 0,25
AMB

[nmol/mL] 0,135 2,16 11 43 43 151 8,6 8,6 43 0,27 0,135 0,27
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