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RESUMO

A esporotricose é uma micose do subcutdneo causada pelo fungo do complexo
Sporothrix schenckii, que acomete seres humanos e varios animais, principalmente
0S gatos. Seu tratamento é longo, e muitas vezes leva a néo resolucdo da
enfermidade devido a resisténcia dos fungos aos antifiUngicos convencionalmente
utilizados na rotina da clinica médica, necessitando de exames que comprovem a
susceptibilidade a esses agentes, ou novas alternativas terapéuticas. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo analisar a susceptibilidade do
complexo Sporothrix schenckii a antifungicos convencionais e fitoterapicos pelo
método de difusdo de disco. Os S. schenckii foram cedidos pelo Laboratério de
Bacteriologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco e submetidos a
antifungigrama com uma adaptacao da técnica descrita por Kirby-Bauer, utilizando
com antifingicos: Itraconazol, Fluconazol e o lodeto de Potassio, bem como o0s
extratos vegetais das plantas: Tabebuia réseo-alba, Xylopia laevigata, Varronia
multispicata (Cham.), Xylopia frutescens, Byrsonima crispa A. Juss, Diospyros
gaultheriifolia Mart. ex Miqg, Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, Aureliana fasciculata
Sendtn, Senna phlebadenia H. S. Irwin & Barneby, Tournefortia bicolor, Cocoloba
parimensis Benth, e Morinda citrofolia. Foram feitas duas leituras dos halos de
inibicdo, apls 48 e 72 horas de incubacéao na estufa a 37°C. Tendo como resultados
a sensibilidade dos fungos ao Itraconazol e fluconazol e ao extrato de Morinda
citrifolia. (Noni), e a resisténcia aos demais extratos e ao lodeto de potassio.
Também foi possivel verificar que o melhor tempo para a analise do tamanho e
forma dos halos se da as 48 horas, e que o meio Agar Sabouraud se mostrou
eficiente para o método de difusdo de disco para Sporothrix schenckii. Com isso,
obteve-se como conclusédo que O método modificado da técnica de Difusdo de Disco
para a avaliacdo de susceptibilidade do complexo Sporothrix schenckii demonstrou
facilidade em sua aplicacdo e 6timos resultados, porém se faz necessario estudos
gue comprovem o nivel de eficacia frente ao método ja padronizado. Dentre o0s
extratos de plantas regionais, os isolados de S. schenckii foram sensiveis a
Morinda citrifolia (Noni), obtendo padrdo de acdo semelhante aos antifUngicos
convencionais, sendo uma alternativa promissora para o tratamento da micose.
Dentre os farmacos, o Itraconazol demonstrou resultados superiores ao Fluconazol,
reafirmando ser o farmaco de elei¢do para essa infec¢éo fungica.

Palavras-chave: Esporotricose. Antifungigrama. Fitoterapia.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a mycosis of the subcutaneous caused by the fungus of the
Sporothrix schenckii complex, which affects humans and various animals, especially
cats. Its treatment is long, and often leads to non-resolution of the disease due to
resistance of the fungi to the antifungal agents conventionally used in the routine of
the medical clinic, requiring tests that prove the susceptibility to these agents, or new
therapeutic alternatives. In this context, the present work aimed to analyze the
susceptibility of the Sporothrix schenckii complex to conventional antifungals and
phytotherapics by the disc diffusion method. The S. schenckii were assigned by the
Laboratory of Bacteriology of the Federal Rural University of Pernambuco and
submitted to antifungigrama with an adaptation of the technique described by Kirby-
Bauer, using Itraconazole, Fluconazole and Potassium lodide with antifungals, as
well as plant extracts from plants: Tabebuia rosewood-alba, Xylopia laevigata,
Varronia multispicata (Cham.), Xylopia frutescens, Byrsonima crispa A. Juss,
Diospyros gaultheriifolia Mart. ex Miqg, Vismia guianensis (Aubl.) Choisy, Aureliana
fasciculata Sendtn, Senna phlebadenia H. S. Irwin & Barneby, Tournefortia bicolor,
Cocoloba parimensis Benth, and Morinda citrofolia. Two readings of the inhibition
halos were made after 48 and 72 hours incubation in the oven at 37 ° C. The results
showed the sensitivity of fungi to Itraconazole and fluconazole and Morinda citrifolia
extract (Noni), and the resistance to other extracts and to potassium iodide. It was
also possible to verify that the best time for the analysis of the size and shape of the
halos is 48 hours, and that the Sabouraud agar medium was efficient for the disc
diffusion method for Sporothrix schenckii. It was concluded that the modified method
of the Disk Diffusion technique for the evaluation of the susceptibility of the
Sporothrix schenckii complex demonstrated ease of application and excellent results,
but it is necessary to study the effectiveness of the method already standardized.
Among the regional plant extracts, S. schenckii isolates were sensitive to Morinda
citrifolia (Noni), obtaining a pattern of action similar to conventional antifungals, being
a promising alternative for the treatment of mycosis. Among the drugs, Itraconazole
demonstrated superior results to Fluconazole, reaffirming that it is the drug of choice
for this fungal infection.

Key Word: Sporotrichosis. Antifungigram. Phytotherapy
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1 INTRODUCAO

O Brasil detém a quarta maior populacdo de animais do mundo, onde fica
em segundo lugar em numero de animais de companhia (ABINPET, 2018). Dentre
esses, 0S gatos estdo ganhando espaco nos lares brasileiros, estreitando também
os lacos afetivos com seus proprietarios. Por serem animais de vida mais
independente, adaptaram-se bem ao novo ritmo das pessoas que possuem espagos
cada vez menores.

Por meio desse estreito convivio, juntamente com o ndo conhecimento e
conscientizacdo sobre medidas de prevencdo e posse responsavel, doencas
zoonGticas como a esporotricose tém aumentado sua incidéncia no territério
brasileiro. O felino doméstico, gracas a seus habitos e exposicdo a nichos
ambientais, como solos contaminados que contenham o agente da esporotricose,
tornou-se a espécie com maior importancia epidemioldgica para a histéria dessa
infeccédo fungica. (BRUM et al., 2007; NUNES, 2008; SCHUBACH et al., 2015).

A esporotricose € uma micose do subcutaneo zoonoética, cosmopolita,
que tem como agente etioldgico o fungo sapréfita do complexo Sporothrix
schenckii. Esse agente € encontrado com maior frequéncia em areas tropicais
e temperadas, cujo plantas e vegetais em decomposicdo no solo sdo seu
habitat natural. A doenca € encontrada em diversas espécies, sendo mais
relatada em gatos, os quais sdo considerados seu maior disseminador
(RODRIGUES et al., 2014).

Como tratamento, o itraconazol tornou-se o farmaco de escolha em
humanos e tem se demonstrado muito eficaz em gatos (BARROS et al, 2010).
Outros agentes também sao utilizados, sdo eles: fluconazol, terbinafina, anfotericina

B e lodeto de Potassio (LLORET et al., 2013). Como o uso continuo desses



farmacos, que varia entre 3 a 12 meses, apresenta certa toxicidade aos pacientes,
se faz necessario a procura por novos métodos que possam combater tais infeccdes
fungicas. Esse fato também é reafirmado por haver uma preocupacao em relacdo a
crescente resisténcia a antifingicos convencionais relatadas nas ultimas décadas
(ABAD et. al, 2007).

Para a avaliacdo da sensibilidade do complexo S. schenckii frente aos
antifangicos, existe apenas um método protocolado a partir da norma M38- A2 da
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o qual possui certa complexidade
em sua execucdo e maquinarios especificos, restringindo sua aplicabilidade a
laboratorios de maior porte.

Esse teste tem ndo sO aplicabilidade em estudos microbiolégicos, como
também apresenta uma importante correlacdo entre os seus resultados e os
desfechos clinicos esperados com a terapia indicada. JA que parte dos pequenos
laboratorios ndo conseguem realizar essa metodologia, muitos clinicos veterinarios
ficam restringidos a prescrever um tratamento que é longo, de alto custo, com varios
efeitos colaterais, sem ter ao menos uma seguranca da sensibilidade do agente
frente ao farmaco instituido.

Como proposta alternativa de tratamento, encontram-se os medicamentos
fitoterapicos. Estes sdo considerados a forma mais antiga empregada para o
tratamento de enfermidades correspondendo a uma alternativa barata, eficiente e
amplamente difundida para a obtencdo de novos farmacos. E uma prética
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) desde 1978, mas ja era
utilizada pela humanidade para a prevencdo e cura de doencas antes mesmo da
civilizagdo humana (CUNHA et al., 2010; RODRIGUES; AMARAL, 2012; ARAUJO,
2013).

Nesse contexto, esse estudo teve como objetivo principal analisar a
susceptibilidade do complexo Sporothrix schenckii a antifingicos convencionais e
fitoterapicos pelo método de difusdo de disco. Tendo como objetivos especificos
padronizar método de difusdo de disco como alternativa para antifungigrama do
complexo Sporothrix schenckii; identificar resisténcia ao Itraconazol, Fluconazol e
lodeto de Potéassio; e avaliar acao antifiungica de extratos vegetais da regido da zona
da mata alagoana que possam vir a servir como alternativa para o tratamento da

esporotricose.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Felino domeéstico

A espécie Felis catus (gato doméstico) surgiu no oriente médio a partir de
varias espécies de gatos selvagens. Os primeiros relatos de gatos domesticados
datam de 9.500 anos atras, onde felinos ja eram sepultados junto aos seus
proprietarios. Atualmente com cerca de 600 milhdes de animais espalhados e
domesticados por todos 0s continentes, o gato € considerado o animal de estimacéo
mais popular do mundo (DRISCOLL et al., 2009).

A proximidade com humanos, bem como sua popularidade se deu pela facil
adaptacdo a ambientes fechados, maior independéncia emocional e cotidiana
gquando comparados a outras espécies como 0s caninos. Na Europa e EUA o
namero de gatos domésticos superou o de caes ja em 2012. No Brasil existem mais
de 22 milhdes de gatos, sendo um dos poucos paises que ainda ndo superam o
namero de caes nos domicilios. Todo esse convivio resulta em mudancas positivas
na vida dos humanos como o aumento da autoestima, diminuicdo do estresse,
proporciona estimulos cognitivos, controle da depressédo e mais beneficios fisicos
como o controle da presséo arterial. (ABINPET, 2013; FEDIAF, 2018; PFI, 2018).

Porém, essa estreita convivéncia também pode trazer desagravos a saude
humana, voltando-se principalmente para as zoonoses. Dentre elas, destaca-se a
esporotricose, doenca que tem crescente numero de casos no Brasil (BARROS et al.
2010). Os felinos desempenham um importante papel para a disseminacdo dessa
doenca, pois além de apresentarem uma intensa infecgdo, podem transmitir o
agente através de mordidas ou arranhaduras, inoculando o fungo no subcutaneo do
tecido de humanos e de outras espécies (SCHUBACH et al., 2015).



Outro fator decisivo para a relacdo dos felinos com a esporotricose esta em
seus hébitos de arranhar arvores, enterrar suas fezes, lamber seus corpos e brigas
territoriais com outros felinos, onde os animais S0 expostos ao agente que esta
presente no ambiente, seja no solo ou unhas de animais infectados, contaminando-
se e facilitando a transmissao interespécies (MADRID, 2012; SCHUBACH et al.,
2015).

2. 2 Esporotricose

A esporotricose € uma zoonose, caracterizada como uma micose
subcutanea de curso subagudo ou crbnico, causada pelo complexo Sporothrix
schenckii, (RODRIGUES et al., 2014). Ocorre com maior prevaléncia em certos
profissionais, caracterizando-se como uma doenca ocupacional de jardineiros,
agricultores, mineiros, cacadores, médicos veterinarios e pescadores. Sua principal
forma de contagio se da pela lesdo traumatica através da inoculacdo do fungo
presente em material vegetal ou organico de solo contaminado, solucdo de
continuidade cutanea pré-existente, pela mordedura ou arranhadura de animais
acometidos, e mais raramente pela inalacdo de esporos (LACAZ et al.,2002;
LACERDA FILHO et al., 1999; SCHUBACH et al., 2015).

Além do ser humano, a esporotricose € uma doenca que atinge varias
espécies. Ha relatos em primatas, cdes, gatos, bovinos, equideos, suinos, aves,
caprinos, golfinhos, tatus e alguns artropodes como abelhas, formigas e pulgas
(LARSSON, 2011). Dentre todas as espécies, 0 gato é a de maior importancia
epidemioldgica e que possui a maior prevaléncia dentre os casos dessa infeccao.
Esses animais detém habitos de arranhadura em troncos, enterrar dejetos e brigas
territoriais que facilitam o contagio e a disseminacdo do fungo, abrigando-0s nos
espacos subungueais de suas unhas, podendo também carrea-los na cavidade oral
e em lesdes ricas de leveduriforme (BARR & BOWMAN, 2006).

Essa infeccdo apresenta lesbes as quais se assemelham com outras
afeccdes granulomatosas e neoplasias cutaneas. S&o areas nao pruriginosas,
indolores, que ocorrem na maioria das vezes na regido cefalica, membros e cauda.
Lesbes de brigas, abcessos, criptococose podem usualmente ser confundidas,
porém com a evolucdo do caso as lesBes passam a ser necroticas, erosivas, com

ulceracdes e crostas. Com isso, o diagnostico definitivo deve ocorrer por meio de



exames complementares, descartando as possibilidades diferenciais (LAPPIN, 1993;
SCHUBACH et al., 2003; GADEA & CUENCA-ESTRELLA, 2004 apud MEINERZ,
2007).

2.2.1 Epidemiologia
A esporotricose tem uma distribuicdo cosmopolita sendo mais encontrado

em regides de clima tropical e temperado (BRUM et al., 2007). E uma doenca rara

na Europa, porém é considerada a micose subcutanea mais comum em humanos na
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América Latina(GREENE, 2012). Segundo Zhang e colaboradores (2015) China,
Africa do Sul e Brasil apresentam o maior nimero de casos registrados seja em
humanos ou animais, sendo apontados como as regiées de maior endemia. A Figura
1 elucida a distribuicéo e carga relativa da esporotricose em todo o mundo.

Epidemias com altos nimeros de casos e atingindo extensas areas sao
raras, porém nas ultimas duas décadas houve ocorréncia de diversos surtos,
principalmente devido a mudancas de sua epidemiologia, distribuicdo mais ampla do
agente e sua evolucdo taxondmica. Nesses casos geralmente o ambiente possui
uma fonte de infeccdo em comum (BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004; BARROS et
al. 2010).

Fonte: CHAKRABATI et al., 2015.

O primeiro caso humano foi relatado por Benjamin Schenck. Ocorreu em

1898, nos Estados Unidos (EUA), no qual o fungo foi classificado no género

Sporotrichum apoés seu isolamento a partir de uma leséo linfangitica no membro



superior direito do paciente (SCHENCK, 1898). Lutz e Splendore, em 1907,
descreveram o primeiro caso de esporotricose do Brasil. Tal relato ocorreu no
estado de Sdo Paulo onde a infeccdo se deu em um homem e em ratos.

Na década de 40 ocorreu, na Africa, 0 maior surto ja registrado desta
infeccdo. Onde reportaram mais de 3.000 casos de esporotricose em apenas dois
anos, acometendo trabalhadores de uma mina de ouro (HELM & BERMAN, 1947).
Nos ultimos anos, a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) relatou 3.244 casos no
Brasil em felinos domésticos e aproximadamente 2.200 casos em humanos
diagnosticados entre os anos de 1998 e 2009. Portanto, o Brasil passou a deter a
maior epidemia, tanto em animais quanto em humanos, ja descrita no mundo
(CHAKRABATI et al., 2015). Essa epidemia se da principalmente pela transmissao
zoondtica, a qual é observada principalmente na Regido do Rio de Janeiro
(BARROS et al. 2010), porém essa infeccdo fungica ja foi relatado em vérios
estados brasileiros, destacando-se também por seu nimero de casos, nos estados
do S&o Paulo (MONTENEGRO et al., 2014) e Pernambuco (SES-PE, 2017).

A esporotricose ndo é uma doenca de notificacdo obrigatdria na maioria dos
paises. Com isso, 0s dados conhecidos sdo oriundos de artigos cientificos
publicados, tendo sua verdadeira prevaléncia desconhecida (CHAKRABATI et al.
2015). Porém, com o status hiperendémico atribuido a situacéo da esporotricose no
Rio de Janeiro, a doenca se tornou de notificacdo obrigatéria no estado desde julho
de 2013, por meio da resolucdo SES n°® 674 de 12 de junho de 2013, e pela portaria
GM/MS n° 1.271 de 6 de junho de 2014, no artigo 2°, paragrafo 1V, para a notificacéo
dos animais acometidos. Desde entdo mais de 4.000 casos em humanos e 4.000
casos em felinos foram diagnosticados somente no Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INl) (GREMIAO et al.,2015).

Essa endemia, que é causada principalmente pelo Sporothrix brasiliensis,
resulta de uma alta susceptibilidade do gato e seus comportamentos,
juntamente com a alta viruléncia do agente e sua recente ingressdo na
populacdo dos felinos urbanos da regido, mostrando a importancia da interacédo
patogeno-hospedeiro-ambiente para a disseminacdo da infeccdo fungica
(MONTENEGRO et al., 2014).

2.2.2 Agente Etioldgico
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A esporotricose é uma infeccao fangica causada pelos fungos do complexo
Sporothrix schenckii, terminologia essa recentemente empregada. Somente em
2013, RODRIGUES e colaboradores mostraram, a partir de ensaios filogenéticos,
que o S. schenckii constitui pelo menos seis distintas espécies, as quais ocorrem em
diferentes regifes globais. Sdo elas: S. brasiliensis, S. globosa, S. albicans, S.
mexicana, e S. luriei, além do S. schenckii sensu stricto. Essas sdo pertencentes ao
reino Fungi, filo Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales, familia
Ophiostomataceae e género Sporothrix.

Dentre os casos que ocorrem no Brasil, RODRIGUES e colaboradores
(2013) afirmaram que em 96,9% das amostras das infec¢des de gatos prevalecia o
S. brasiliensis. Outras novas cinco espécies foram descritas, porém nao
apresentaram patogenicidade sendo classificadas como ambientais, sdo elas: S.
stylites, S. humicola, S. lignivora, S. brunneoviolacea e S. dimorphospora. (MEYER,
et al., 2008; MADRID et al., 2010a).

Trata-se de fungos termodimorficos, apresentando forma filamentosa
guando submetidos a temperatura de 25° C, seja in vitro ou no meio ambiente, e
adquirindo a forma leveduriforme, seja in vitro ou em parasitismo, na temperatura de
37°C. Dentre essas, a leveduriforme € descrita com maior viruléncia que a forma
micelial. O mesmo também € classificado como sapréfito pois tem como habitat
natural o solo com vegetacdo em decomposicdo, podendo ser encontrado em
ambientes umidos e quentes como cascas de arvores, vegetais, solo e materiais em
decomposicdo (RODRIGUES et al., 2013; SCHUBACH et al., 2015).

Esses fungos geralmente s&o isolados em meio de cultura Agar Sabouraud,
adicionados ou ndo de antibiéticos, antifUngicos e nutrientes; bem como em agar
batata e &gar infusdo cérebro-coracdo. As amostras devem ser incubadas de 25 a
37°C, por até trés semanas, sendo perceptivel o crescimento da forma filamentosa
em 5 a 7 dias (LACAZ et al.,, 2002). Geralmente macroscopicamente ndao ha
diferenca entre as espécies, as quais se apresentam com textura que varia de lisa a
enrugada, membranosa ou aveludada; coloragcdo branca ou amarelada, ganhando
um tom mais escuro com o passar do tempo devido a producdo melanina (BARROS
et al., 2011). Quando ocorre a conversao a 37°C passando a leveduriforme, as
colbnias apresentam consisténcia cremosa, coloracdo esbranquicada a castanha,
textura lisa e imida (MARIMON et al., 2007).
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Na microscopia é observada hifas hialinas, septadas e finas, ligadas a
conidios soltos e de forma oval. A depender da espécie, os conidios tém sua forma
e tamanho variados (MARIMON et al.,, 2007). JA na forma de levedura sua
micromorfologia € apresentada a partir de varias formas como estruturas ovais,

redonda ou em formas de naveta, e tamanhos variados (BARROS et al., 2011).

2.2.3 Diagnostico

O diagnéstico presuntivo da esporotricose pode se dar por meio da
observacdo das lesdes associadas as caracteristicas epidemiolégicas da regido.
Todavia, se faz indispensavel o uso de exames complementares que deem a
confirmacédo da suspeita. O exame mais comumente realizado em felinos ainda € a
citologia das lesBes cuténeas, nela, é possivel observar a forma leveduriforme
compativel com o complexo Sporothrix, porém, facilmente pode ser confundido com
outros patogenos levando a falsos positivos. Ja a cultura micolégica consegue
informar um resultado mais fidedigno, sendo o exame padrdo de referéncia para o
estabelecimento do diagnéstico definitivo (LACERDA FILHO et al., 1999; SILVA et
al., 2018).

De acordo com Silva e colaboradores (2018), métodos alternativos podem
ser utilizados quando ndo ha possibilidade do requerimento de uma cultura. O seu
estudo aponta que os exames imunohistoquimico, histopatologico e citopatolégico,
guando realizados em conjunto, apresentam alta sensibilidade e boa performance
para um diagndstico seguro em todas as espeécies.

2.2.4 Tratamento

Os tratamentos podem variar de acordo com a espécie acometida. Para os
felinos as principais drogas utilizadas sdo: os azdlicos (Itraconazol), os triazélicos
(posaconazol e fluconazol), os iodetos de sédio e potassio, a terbinafina e a
anfotericina B, com tempos de tratamento que podem variar de no minimo trés
meses até doze meses, a depender do aparecimento dos efeitos colaterais e
cicatrizacéo das feridas (PEREIRA et al., 2009; MADRID et al., 2010). Deve-se levar

em consideracdo que mesmo apds a resolucdo das lesbes o tratamento deve



perpetuar por mais 4 semanas, sendo acompanhado de exames que garantam a
estabilidade do paciente (LARSSON, 2011).

Para o estabelecimento da escolha do farmaco mais adequado
variaveis como a condicdo clinica do paciente, efeitos adversos, interacdes
medicamentosas e custo do medicamento devem ser levadas em
consideracao, buscando aumentar a qualidade de vida do paciente e diminuir a
evasao do tratamento pelos tutores (CORDEIRO et al., 2011).

Para autores como Mahajan (2014), Bonifaz e colaboradores (2015), a
escolha também pode ser baseada pela forma clinica manifestada pela doencga. A
escolha padrao para a forma cutanea é a terbinafina, a qual possui propriedades
fungistética, fungicida e antimicética. O iodeto de potassio € utilizado principalmente
para o combate da forma linfocutdnea das infecgbes pelo complexo Sporothrix
schenkii, ja em casos sistémicos a recomendacédo € pela utilizacdo da anfotericina.
Nos demais acometimentos itraconazol, fluconazol e cetoconazol sé&o utilizados com
sucesso.

Porém, com o uso indiscriminado de drogas que combatem infeccoes,
incluindo os antifungicos, possibilitou a resisténcia do S. Schenkii aos
antimicrobianos usuais de forma isolada (ROCHA, 2014; GOMPERTZ, et al., 2016;
SHAHRAM, et al.,, 2016). Com isso, tratamentos associados ou alternativos s&o
propostos com a intencdo de reduzir o uso desses agentes. Entre essas alternativas
encontra-se a crioterapia, a termoterapia e fitoterapia, os quais estdo sendo
amplamente estudados e empregados como auxiliares, na tentativa de acelerarem o
tratamento (BONIFAZ et al., 2015; LIMA et al., 2017).

A termoterapia utiliza-se de raios infravermelhos para inviabilizar o
crescimento de fungos ndo termotolerantes, podendo aquecer os tecidos a
temperaturas de até 43°C (SCHUBACH et al., 2015). Seu uso é valido ndo somente
para uma associacdo com outros metodos de tratamento, mas também como uso
exclusivo, assim como atestado por Honse et al. (2010) que obteve a cura em um
felino com duas aplicagBes diarias por sete semanas, somente com 0 uso de
termoterapia.

Autores como Pereira et al. (2013), Souza et al. (2016) e Secchin et al.
(2017) relataram casos de esporotricose felina e humana que tiverem 6timos

resultados tendo como a criocirurgia um tratamento adjuvante ao convencional,



indicando principalmente em casos nos quais o tratamento antifingico supera os

seis meses e sem resolugéo aparente.

2.3 Fitoterapia

O uso de plantas para fins medicinais € uma pratica ja realizada, de acordo
com estudos arqueoldgicos, desde os anos 3.000 A.C., onde ervas compiladas eram
designadas para determinados fins terapéuticos. Ao longo da histéria, as plantas
medicinais foram responsaveis pela maior contribuicdo em descobertas de novos
medicamentos (REZENDE, 2002; BRASIL, 2012).

No Brasil a fitoterapia apresenta também uma parte cultural expressiva, bem
como parte do cuidado basico com a saude da populacéo brasileira, ndo somente
pela acao terapéutica como também pela viabilidade econémica (NASCIMENTO
JUNIOR et al., 2016). De acordo com Dutra et al. (2016), como detentor da maior
biodiversidade do mundo, o Brasil ainda precisa explorar mais suas plantas
medicinais, necessitando de acfes que estimulem tais estudos.

Uma das propriedades ja comprovadas de certas plantas medicinais € a
acdo antimicrobiana e capacidade de potencializar a atividade antibiética, a qual
possui um mecanismo de combate ao agente diferente dos medicamentos usuais,
fazendo desses extratos uma consideravel alternativa para patdgenos resistentes as
drogas (GIBBONS, 2003; TINTINO et al., 2013).

Essa resisténcia também vem acompanhada com um crescente
namero de infecgBes fungicas registradas nos ultimos anos. Tendo em vista
gue os antifingicos convencionais possuem efeitos colaterais, problemas de
toxicidade e alto custo, ha uma crescente demanda para o desenvolvimento de
novos farmacos, que atuem de forma direta ou adjuvante, sejam menos toxicos
e mais seletivos. Logo, os fitoterapicos dispdem de possibilidades ilimitadas
para a essa demanda (ABAD et al., 2007).

Nesse contexto, plantas da medicina tradicional vem sendo estudadas em
busca de acdes antimicrobianas frente a tais infec¢des fungicas. Extratos como o do
Oleo essencial do orégano (Origanum vulgare), jA& demonstraram em estudos sua
boa acéo in vitro frente a espécie do complexo S. schenckii ( WALLER et al. 2016),
bem como o extrato aquoso de cha verde (Camelia sinensis), e o propolis marrom

brasileiro (Apis melifera) que também demonstraram resultados promissores frente a



espécie Sporothrix brasiliensis (WALLER et al., 2015; WALLER et al., 2017). Tais
estudos estimulam e comprovam a importancia sobre a descoberta das
propriedades medicinais das plantas vastamente encontradas nos biomas

brasileiros.

2.4 Testes de susceptibilidade para o S. schenkii

O Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) € um 6rgédo internacional
que nas Ultimas duas décadas vem estabelecendo métodos padronizados e
aprovados consensualmente e mundialmente para testes de sensibilidade a
antimicrobianos.

Para o complexo Sporothrix schenckii o protocolo padréo foi proposto pela
CLSI na norma M38-A2, a qual baseia-se no método de microdiluicdo em caldo que
abrange fungos filamentosos (CLINICAL LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2008). Porém, esse teste exige uma maior capacitacdo por parte do pesquisador,
sendo uma técnica complexa, a qual ndo é aplicavel para laboratérios menores.

Com isso, outras provas surgiram no mercado, entre elas esta o E-test, que
se baseia na difusdo em gradiente de concentracdo dos antifangicos em agar por
meio de uma fita de papel que é coloca na superficie do meio. Mas apresenta
elevado custo ndo se enquadrando a uma realidade para rotina laboratorial
(MEINERZ, 2010; CUENCA-ESTRELLA, 2011).

Considerado um dos métodos mais usuais, confidveis e com alta facilidade
de implementacéo, o método difusdo de disco em agar (DD) baseia-se na medicao
de um halo de inibicdo formado a partir da auséncia de crescimento bacteriano em
uma cultura a partir de um disco impregnado com substancias antimicrobianas,
demonstrando se ha sensibilidade ao agente (PINTO et al., 2003). O teste ja foi
utilizado por autores como Prakash et al. (2015), Gandhi et al. (2015) e Manika et al.
(2016) para testar fitoterapicos anti-Sporothrix schenckii, obtendo resultados
confiaveis.

E importante ressaltar que ha uma metodologia aplicada a DD para
leveduras pela norma M44-A (CLSSI, 2004) considerado padrao e referéncia, mas
que se restringe apenas ao género Candida spp., ndo sendo aplicavel para fungos

filamentosos ou dimdrficos como o S. schenckii, salientando assim a importancia de



mais pesquisas que possam contribuir para a padronizacdo e disseminagdo do
método.

3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados trés isolados clinicos do complexo Sporothrix schenckii
cedidos pelo Laboratério de Bacterioses dos Animais Domésticos da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, que para carater de denominacédo foram chamadas
genericamente de Ssc4, Ssc 5 e Ssc 6.

No Laboratério de Doencas Infecciosas da Universidade Federal de Alagoas,
para conservacao e manutencao dos microrganismos, as culturas fungicas foram
replicadas em placas Petri contendo meio de cultura Agar Sabouraud, e incubadas
em estufa a 28° C + 2°C por 7 a 10 dias. Ap6s esse periodo as colbnias do
complexo S. schenkii ja apresentavam suas caracteristicas macroscopicas de
coloracdo esbranquicada, membranosa e enrugada, como observado na figura 2.
Também foi possivel observar em microscopia os conidios e conidioforos, estruturas

de reproducéo (Figura 3).

Figura 2 — Macroscopia do S. schenckii Figura 3 -  Microscopia do S.
cultivados em Agar Sabouraud apés 7 dias schenkii
na estufa.



Os fungos foram submetidos a teste de
sensibilidade in vitro a o qual foi realizado
baseando-se na técnica de difusdo em disco
descrita por Kirby-Bauer para antibiograma,
conforme CLSI (2005), sendo necessario a

adaptacdo do meio de cultura, temperatura, e

tempo de incubagdo. Foram utlizados os
antifingicos Flucb?idgoh iide#aesRA e lodeto de Potassio. Fonte: Arquivo pessoal.
Para a pesquisa com fitoterapicos foram utilizados 12 extratos de plantas da
zona da mata alagoana, s@o elas: Tabebuia rdéseo-alba (Ipé-branco), Xylopia
laevigata (Meil), Varronia multispicata (Cha de Caboclo), Xylopia frutescens (Embira
Vermelha), Byrsonima crispa A. Juss (Murici-da-mata), Diospyros gaultheriifolia
Mart. ex Mig.(Grao-de-macaco), Vismia guianensis (Aubl.) Choisy (Pau de Lacre),
Aureliana fasciculata Sendtn (Courana), Senna phlebadenia H. S. Irwin & Barneby

(Séa Joao), Tournefortia biclar '(.Erva-de-lagarto), Cocoloba parimensis Benth
(Cocoloba), e Morinda citrofolia (Noni). Tais extratos foram cedidos pelo Laboratério
Didatico de Quimica da UFAL, sendo produzidos a partir da técnica de extracdo
utilizando solventes como o etanol.

Prosseguindo a técnica de antifungigrama adaptada, para a preparacdo do
inodculo, os fungos foram transferidos com auxilio de uma alca de platina para um
tubo contendo 4 — 5 ml de caldo nutritivo duas vezes mais concentrado que o
recomendado pelo fabricante, sendo posteriormente colocados em estufa a 37°C por
48 horas.



Posteriormente, com auxilio de um vortex o meio era agitado, ajustando a
turbidez da suspensdo do indculo. A inoculacdo era feita em meio Agar Sabouraud
através do uso de um swab estéril que foi mergulhado na suspenséao, esfregando em
toda a superficie a fim de assegurar ampla distribuicdo do inoculo.

Os discos confeccionados a partir de papel filtro foram colocados na
superficie da placa semeada (Figura 4). Por meio de um pipetador automatico, cada
disco era impregnado com 10ul de um extrato ou antifingico determinado. Em
seguida, as placas foram colocadas na estufa a 37°C, sendo analisadas a cada 24
horas, sendo a leitura final realizada em 72 horas, analisando a formacéo e diametro
dos halos de inibigdo do crescimento fungico (Figura 5).

Figura 4 — Placa para antifungigrama. Figura 5 — Antifungigrama apo6s 72 horas
Meio semeado e com discos de difusédo em estufa.
colocados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por se tratar de uma metodologia modificada dos testes de susceptibilidade
propostos para o complexo S. schenckii, foi preciso modificar o tempo de incubagéo
necessario para a o crescimento em caldo nutritivo e analise do halo de inibig&o.

Nesse estudo foi possivel observar consideravel crescimento do microrganismo,

Figura 6 - S. schenckii apés 48 horas na
estufa a 37°C.
Figura 7 — S. schenckii ap6s 72 horas na

estufa a 37° C. .
Fonte: Arquivo pessoal.



aumentando consideravelmente a turbidez do caldo nutritivo apds os 2 dias. Quanto
a formacdo de halos, a melhor leitura ocorreu as 48 horas, onde j& havia
crescimento consideravel da cultura. Nesse periodo os halos atingiram sua maior
formacdo e dimensdo. Na medicdo as 72 horas, ja havia uma diminuicdo dos
didmetros obtendo um resultado inferior quando comparado com a leitura anterior.
Nas figuras 6 e 7 pode-se ver uma comparagao entre a mesma cultura com 48 horas
e com 72 horas de incubacéo.

Também foi possivel observar uma boa eficiéncia do meio de cultura
empregado nesse estudo. O uso do Agar Sabouraud se mostrou um meio adequado
para a realizacdo do antifungigrama pra essa metodologia. Meio esse também
utilizado por Manika et al. (2016) e Ghandi et al. (2015), onde em seus estudos
conseguiram produzir resultados também em 48 horas com o meio Agar sabouraud,
diferindo apenas com a temperatura de incubacéo, sendo 28° C e temperatura
ambiente respectivamente. Nesse contexto, deve ser levado em consideragédo a
afirmacdao feita por Magdali et al. (2000) sobre o dimorfismo do S. schenckii, o qual
guando submetido a 28°C apresenta-se em sua forma filamentosa, jA nesta
pesquisa o antifungigrama foi desenvolvido a temperatura de 37°C com o fungo na
forma leveduriforme, a qual tem maior viruléncia e € a forma infectante no processo
de doenca no animal e ser humano.

Ainda sobre o diametro dos halos, a tabela 1 demonstra as avaliagdes feitas
em 48 e 72 horas. Utillizando-se do mesmo critério que Manika et al. (2016)
descreveu em seu estudo, onde definiu que zonas de inibicdo acima de 10 mm sao
consideraveis de alta atividade antifingica, 4-10mm atividade moderada, e < 4mm
pouca ou nenhuma atividade, percebe-se uma alta atividade do extrato de Morinda
citrofolia frente aos trés cultivos clinicos desse estudo.

A Morinda citrofolia, popularmente conhecida como “noni”, ja é utilizada
tradicionalmente por possuir acdo antifungica, anti-inflamatéria, entre outras.
Estudos como os realizados por Goun et al. (2003) e Mompié et al. (2014),
confirmam o resultado desse estudo demonstrando a agcédo antimicrobiana do noni,
sendo apontado como responsaveis por essa atividade os metabdlitos secundarios

quinonas, coumarinas e flavonoides produzidos por esse vegetal.

Tabela 1 — Valores em milimetros dos halos de inibigdo contra S. schenckii,




respectivamente em 48 horas e 72 horas em estufa.

S. schenckii 4 S. schenckii 5 S. schenckii 6
48 horas | 72 horas | 48 horas | 72 horas | 48 horas | 72 horas

Morinda

) . 22 20 26 25 22 22
citrofolia

Itraconazol 24 24 28 25 21 21

Fluconazol 22 22 21 19 25 24
lodeto de

o R R R R R R
potassio

R - Resistente

Nos trés cultivos de S. schenckii ndo foi observado nenhuma atividade de
susceptibilidade, ndo havendo formacdo de halos de inibicdo aos extratos de
Tabebuia roseo-alba, Xylopia laevigata, Varronia multispicata (Cham.), Xylopia
frutescens, Byrsonima crispa A. Juss, Diospyros gaultheriifolia Mart. ex Mig, Vismia
guianensis (Aubl.) Choisy, Aureliana fasciculata Sendtn, Senna phlebadenia H. S.
Irwin & Barneby, Tournefortia bicolor e Cocoloba parimensis Benth. Esse resultado
nao exclui a possibilidade da agédo antimicrobiana de tais extratos, mas sim instiga
ao estudo de novas possibilidades terapéuticas dos mesmos.

Quanto aos antifungicos convencionais, contrario de alguns estudos feitos
onde houve alta resisténcia do S. schenckii, principalmente ao Itraconazol
(MEINERZ et al., 2007; OLIVEIRA et al.,, 2011; BORBA-SANTOS et al., 2015),
nesse estudo houve alta sensibilidade dos isolados frente a este farmaco e ao
Fluconazol, pertencentes ao mesmo grupo de derivados azoélicos. Considerando que
dentre as espécies do complexo Sporothrix schenckii 0 agente de maior incidéncia
no territorio brasileiro é o S. brasiliensis (OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et al.,
2013), estudos como o de Rodrigues et al. (2014) demonstram uma maior
susceptibilidade desse agente ao Itraconazol quando comparados com as outras
espécies do complexo, amparando assim o fato de ndo ser observado resisténcia
nesse estudo.

O lodeto de Potéassio néo resultou em formacdo de halos em nenhum dos
trés cultivos. Porém de acordo com Torres-Mendoza et al. (1997) esse farmaco pode

ou néo levar dano celular da levedura in vitro por meio da conversado de iodeto de



potdssio para iodo, sendo ainda desconhecido por quais vias isso aconteceria. A
grande agdo do iodeto de potassio, na verdade, se d4 através da modulacdo da
resposta imune e inflamatéria, ndo podendo assim ser negada sua eficacia atraves

de testes de susceptibilidade com resultados negativos.

4. CONCLUSAO

O método modificado da técnica de Difusdo de Disco para a avaliacdo de
susceptibilidade do complexo Sporothrix schenckii demonstrou facilidade em sua
aplicacao e 6timos resultados, porém se faz necessario estudos que comprovem o
nivel de eficacia frente ao método ja padronizado. Dentre os extratos de plantas
regionais, os isolados de S. schenckii foram sensiveis a Morinda citrifolia (Noni),
obtendo padrdo de acdo semelhante aos antifungicos convencionais, sendo uma
alternativa promissora para o tratamento da micose. Dentre os farmacos, o
Itraconazol demonstrou resultados superiores ao Fluconazol, reafirmando ser o

farmaco de elei¢cdo para essa infecgao fungica.
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