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RESUMO
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INTERACAO IN VITRO DE ITRACONAZOL E ANTI-INFLAMATORIOS
NAO ESTEROIDAIS FRENTE A SPOROTHRIX SCHENCKII SENSU STRICTO
E SPOROTHRIX BRASILIENSIS

Autora: Gabriela Seibert
Orientadora: Profa. Dr2. Cheila Denise Ottonelli Stopiglia
Local e Data da Defesa: Uruguaiana, 22 de marco de 2019.

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos dimorficos do complexo
Sporothrix schenckii, que apresenta distribuicdo mundial, com éareas endémicas. O
surgimento de isolados resistentes trouxe grandes desafios ao tratamento das infeccdes
causadas pelo complexo S. schenckii. Sendo assim, torna-se necessaria a busca por
novas estratégias terapéuticas. Estudos envolvendo Candida spp., Cryptococcus spp. e
Trichosporon spp. demonstraram que a associacdo entre Anti-inflamatorios Né&o
Esteroidais (AINES) e antifingicos representa uma perspectiva promissora frente aos
isolados resistentes. Diante disto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia in vitro
dos AINES (4cido acetilsalicilico, ibuprofeno e diclofenaco sddico) isolados e em
combinacdo com agentes antiflngicos (itraconazol e terbinafina) frente a duas espécies
clinicamente relevantes: S. brasiliensis e S. schenckii sensu stricto. A Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) frente aos 11 isolados de Sporothrix spp. foi determinada pelo
método de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo M38-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (2008). As interacGes entre os farmacos, bem como o
indice da Concentracdo Inibitoria Fracionada (ICIF) dos AINES e antifingicos
selecionados foram avaliados pelo método do tabuleiro de xadrez. Entre os AINES, o
ibuprofeno foi o que demonstrou melhor efeito inibitério, com nove isolados
apresentando CIM < 1mg/mL, enquanto que o &cido acetilsalicilico (AAS) mostrou
atividade entre 1 a 8mg/mL e o diclofenaco sodico (DIC) ndo demonstrou atividade a
8mg/mL. Na associacdo com itraconazol foi possivel observar interagGes sinérgicas em
nove isolados, sendo que dois isolados resistentes ao itraconazol, um S. schenckii sensu
stricto e outro S. brasiliensis, apresentaram reacdo sinérgica com todos os AINES
testados. A combinacdo de terbinafina e AINES foi classificada como indiferente. Dessa
forma, é possivel observar que a combinagédo de itraconazol e os trés AINES testados
representa uma promissora alternativa terapéutica para o tratamento da esporotricose.

Palavras chaves: Sporothrix spp., esporotricose, sinergismo, resisténcia, antifungicos,
ibuprofeno, diclofenaco sddico, &cido acetilsalicilico
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Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by dimorphic fungi of the Sporothrix
schenckii complex, which is distributed worldwide with endemic areas. The emergence
of resistant isolates presented major challenges to the treatment of infections caused by
the S. schenckii complex. Therefore, it is necessary to seek new therapeutic strategies.
Studies involving Candida spp., Cryptococcus spp. and Trichosporon spp. demonstrated
that the association between NSAIDs and antifungals represents a promising prospect
for resistant isolates. The objective of this study was to evaluate the in vitro efficacy of
NSAIDs (acetylsalicylic acid, ibuprofen and diclofenac sodium) alone and in
combination with antifungal agents (itraconazole and terbinafine) against two clinically
relevant species: S. brasiliensis and S. schenckii sensu stricto. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) against the 11 isolates of Sporothrix spp. was determined by the
broth microdilution method according to the M38-A2 protocol of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (2008). Interactions between drugs, as well as the
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) of the selected NSAIDs and antifungal
agents were evaluated by the chessboard method. Among the NSAIDs, ibuprofen
showed the best inhibitory effect, with nine isolates presenting MIC <1mg / mL,
whereas acetylsalicylic acid (ASA) showed activity between 1 and 8mg / mL and
diclofenac sodium (DIC) showed no activity to 8mg / mL. In the combination with
itraconazole, it was possible to observe synergistic interactions in nine isolates, and two
isolates resistant to itraconazole, one S. schenckii sensu stricto and another S.
brasiliensis, presented a synergistic reaction reaction with all NSAIDs tested. The
combination of terbinafine and NSAIDs was classified as indifferent. Thus, it is
possible to observe that the combination of itraconazole and the three NSAIDs tested
represents a promising therapeutic alternative for the treatment of sporotrichosis.

Keywords: Sporothrix spp., sporotrichosis, synergism, resistance, antifungals,
ibuprofen, diclofenac sodium, acetylsalicylic acid
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi dividida em trés partes principais. Na parte |
encontram-se a INTRODUGAO, a REVISAO BIBLIOGRAFICA e os OBJETIVOS.
Os resultados que fazem parte desta dissertacdo, assim como as se¢Oes materiais e
métodos, resultados, discussdo e referéncias, estdo apresentados sob a forma de
manuscrito, no item MANUSCRITO, que esta na parte Il deste trabalho. O item
CONCLUSAO E PERSPECTIVAS, que apresenta interpretacdes e comentarios gerais
sobre os resultados mostrados no manuscrito e onde estdo expostos 0s possiveis estudos
para dar continuidade a este trabalho encontra-se na parte 111 desta dissertagéo, e o item
REFERENCIAS, que se refere somente as citacbes que aparecem nos itens introducéo e

revisao bibliogréfica desta dissertacéo.
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PARTE I

1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose subcutadnea causada por fungos dimorficos do
complexo Sporothrix schenckii, que acomete tanto seres humanos quanto animais. Essa
micose apresenta distribuicdo mundial, mas é mais frequente em regides de clima
tropical, subtropical ou temperado. A infeccdo geralmente é causada por inoculacéo
cutanea do agente etioldgico, que pode estar relacionada a inoculagdo traumatica com
espinhos ou farpas contaminadas, ou transmitida através de arranhfes por gatos ou
outros animais infectados por espécies do complexo Sporothrix schenckii (BARROS et
al., 2011; LOPES-BEZERRA et al., 2017).

Anteriormente, 0s agentes etiologicos da esporotricose eram classificados
taxonomicamente como sendo uma Unica espécie, denominada Sporothrix schenckii.
Com o avanco das técnicas de identificacdo e classificacdo de micro-organismos, uma
nova classificacdo foi adotada, baseada em andlises fenotipicas e genotipicas,
descrevendo-se novas espécies de importancia clinica para o complexo Sporothrix
schenckii: S. globosa, S. brasiliensis, S. mexicana, S. luriei, S. schenckii sensu stricto, S.
albicans e S. chilensis (MARIMON et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; RODRIGUES
etal., 2015).

A esporotricose € considerada uma doenca subcutanea devido a maioria dos casos
serem localizados na pele e nos tecidos subcutaneos, porém, ela pode apresentar-se
disseminada a outros 6rgdos, como os pulmdes, e mais raramente, ter disseminacao
sistémica (KAUFFMAN et al., 2007). Fatores do hospedeiro ou do micro-organismo
influenciam na mudanca da manifestacdo clinica da doenga, como o estado imunolégico

do hospedeiro, a viruléncia da cepa inoculada, dentre outros (BARROS et al., 2011).

O aumento da resisténcia aos antifingicos trouxe enormes desafios ao tratamento
das infecgbes, sendo um importante problema de satde publica. Assim, a terapia
baseada na combinacdo de farmacos pode representar uma perspectiva promissora

frente aos isolados resistentes. Estudos tem demonstrado interacdo sinérgica entre
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antifangicos e Anti-inflamatdérios Nao Esteroidais (AINES): ha relatos de interacédo
sinérgica entre ibuprofeno e fluconazol, bem como de anidulafungina associada a
AINES frente a isolados de Candida spp. (PINA-VAZ et. al., 2000; ROSATO et al.,
2016). Também foram observadas interacdes sinergicas entre AINES e os antifungicos
fluconazol, itraconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B, frente as células

planctonicas e de biofilme de Trichosporon asahii (YANG et al.,2016).

Os resultados desses estudos indicaram que os AINES em combinagdo com agentes
antifangicos podem representar uma nova estratégia de terapia para tratar infeccdes
fangicas. No entanto, ndo h& na literatura nenhum estudo que tenha avaliado estas
interagOes frente ao complexo Sporothrix schenckii. Diante disto, a busca de novas
estratégias terapéuticas, tais como a associacdo entre antifingicos e farmacos de
diferentes classes, é de extrema importancia para tratar infeccdes causadas pelo

complexo Sporothrix schenckii.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a eficacia in vitro dos Anti-inflamatorios N&@o Esteroidais (AINES)
acido acetilsalicilico, ibuprofeno e diclofenaco sdédico de forma isolada e em
combinacdo com os agentes antifungicos, itraconazol e terbinafina frente aos isolados

do complexo Sporothrix schenckii.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos AINES (&cido
acetilsalicilico, ibuprofeno e diclofenaco sddico) frente aos isolados de S. schenckii

sensu stricto e S. brasiliensis.

- Avaliar a associacdo in vitro entre AINES e antifingicos (itraconazol e

terbinafina) frente aos isolados de S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Esporotricose

A esporotricose € uma doenca infecciosa aguda ou crénica, que acomete humanos e
animais, causada por fungos do complexo Sporothrix schenckii, que sdo naturalmente
encontrados no solo, em plantas em decomposi¢do, excretas de animais e celulose
(TELLEZ et al., 2014) A esporotricose apresenta distribuicdo mundial, sendo mais
frequente em paises tropicais e subtropicais de clima quente e umido (CHAKRABARTI
et al., 2015). A transmissdo ocorre, em geral, pela implantacdo traumatica a partir da
pele, que pode acontecer com espinhos ou farpas contaminadas pelos agentes
etiolégicos que habitam o solo e superficies de plantas, ou transmitida atraves de
animais contaminados, em especial os gatos, por meio de arranhBes, mordidas e contato
direto da pele lesionada (BARROS et al., 2011; LOPES-BEZERRA et al., 2017) .

A esporotricose é considerada uma doenca subcutanea, com a invasdo da derme e do
tecido subcutaneo. As lesdes sdo observadas na pele ou nas adjacéncias de vasos
linfaticos, podendo ocorrer uma evolucédo para a forma cutaneo-linfatica. A doenca pode
apresentar-se disseminada a outros 6rgdos, como os pulmdes (forma pulmonar,
adquirida pela inalacdo de conidios) ou, mais raramente, ter disseminacdo sistémica
(ALMEIDA-PAES et al., 2014). Casos de esporotricose disseminada estdo relacionados
a individuos profundamente imunocomprometidos, especialmente os infectados com o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). A imunidade do hospedeiro € um fator
importante nas manifestagcdes clinicas da doenca, mas fatores relacionados ao micro-
organismo, também influenciam na mudanca do perfil da doenca, como por exemplo, a
viruléncia da cepa inoculada (BARROS et al.,, 2011; FERNANDES et al., 2013;
PAIXAO et al., 2015).

3.1.1 Histérico

O primeiro caso de esporotricose foi relatado em 1898 nos Estados Unidos pelo
entdo estudante de medicina Benjamin Robinson Schenck, que isolou um fungo
proveniente de nodulos ulcerados nos dedos e antebraco de um paciente adulto de 36
anos de idade. O organismo resgatado a partir das lesdes foi classificado como uma


javascript:;
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espécie pertencente ao género Sporotrichum (CHAVES, 2011). Somente decadas apds
sua identificacdo, o fungo causador da esporotricose foi classificado corretamente
baseado em observacOes feitas por Carmichael em 1962, que verificou diferencas
significativas na esporulacdo dos conidios entre espécies do género Sporotrichum e
fungos isolados em casos de esporotricose (CARMICHAEL, 1962).

Hektoen e Perkins documentaram outro caso de esporotricose, também nos
Estados Unidos e, pela primeira vez, o agente etioldgico foi classificado como
Sporothrix schenckii (HEKTON & PERKINS, 1900). Na Europa, o primeiro caso foi
descrito em 1903 e mais de 200 casos foram relatados nos 10 anos seguintes (LOPES-
BEZERRA et al., 2006).

O primeiro caso de esporotricose no Brasil foi relatado em 1907 por Lutz e
Splendore, que também reportaram, pela primeira vez, a possibilidade de cultivo de S.
schenckii em sua fase leveduriforme in vitro e a infeccdo natural por este micro-
organismo em ratos (LUTZ & SPLENDORE, 1907).

3.1.2 Agente etiologico — Complexo Sporothrix schenckii

Na classificacdo atual, S. schenckii pertence ao reino Fungi, divisdo Ascomycota,
ordem Ophiostomatales, familia Ophiostomataceae, género Sporothrix (LOPES-
BEZERRA et al., 2017). O complexo Sporothrix schenckii tem caracteristica
termodimérfica, ou seja, apresenta-se na fase leveduriforme quando em temperatura de
37 °C ou filamentosa entre 25 °C e 30 °C, além de serem saproéfitos e geofilicos
(BARROS et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013).

Desde o0s primeiros relatos e, por mais de cem anos, classificaram-se
taxonomicamente 0s agentes etioldgicos da esporotricose como sendo uma Unica
espécie, denominada Sporothrix schenckii, que sempre foi reconhecida como uma
espécie uniforme em suas caracteristicas fenotipicas. Com o0 avanco das técnicas de
identificacéo e classificacdo de micro-organismos, em 2007, uma nova classificacédo foi
adotada, baseada em analises fenotipicas e genotipicas, descrevendo-se novas espécies
de importancia clinica para o complexo Sporothrix schenckii: S. globosa, S. brasiliensis,
S. mexicana, S. luriei, S. schenckii sensu stricto, S. albicans e S. chilensis (MARIMON
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; RODRIGUES et al., 2015). Os membros do
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complexo S. schenckii compartilham a maioria das caracteristicas morfologicas e
bioguimicas, tornando uma tarefa dificil a diferenciacdo das espécies pelos meios
tradicionais. A utilizacdo da sequéncia de DNA dos genes que codificam para a
sintetase de quitina, 3-tubulina e calmodulina, ajudou a classificar as espécies em cinco
subtipos: S. brasiliensis no clado I, S. schenckii sensu stricto em clado Il, S. globosa em
clado I, S. mexicana em clado 1V, e S. pallida (anteriormente conhecida como S.
albicans) em clado V (MARIMON et al., 2007; BARROS et al., 2011).

3.1.3 Epidemiologia

As caracteristicas clinicas, demogréaficas e epidemioldgicas da esporotricose
variam dentro das regides. A doenca ocorre predominantemente em regides de clima
tropical, subtropical ou temperado, sendo a micose subcutdnea mais prevalente na
América do Sul, com areas de hiperendemicidade (SCHUBACH et al., 2008). Uma
pesquisa realizada no Peru contabilizou um total de 1503 casos de esporotricose entre
1985 e 2012 e demonstrou ser uma regido com altos indices de infeccdo (RAMIRES-
SOTO, 2015). Estudo realizado no México, na regido de Xilocuautla, concluiu que esta
regido pode ser considerada endémica para esporotricose devido as suas condicOes
geogréficas e climaticas que a tornam propicia para a existéncia do fungo, além da
realizacdo de trabalho rural, por homens e mulheres, o que possibilita o contato com o
agente causador da esporotricose (BONIFAZ et al., 2013). No Paraguai, a
esporotricose é a segunda micose profunda mais frequente em pacientes
imunocompetentes, ap6s a paracoccidioidomicose (ORTIZ et al., 2017). Na Venezuela,
a esporotricose € uma das micoses subcutdneas mais comuns, sendo considerada
endémica neste pais (MATA-ESSAYAG et al., 2013).

No Brasil, a esporotricose é a micose subcutdnea mais comum e, na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro, tem sido considerada uma zoonose epidémica desde a
década de 1990. Nesta area, a esporotricose humana ocorre principalmente através da
transmissdo por gatos infectados (SCHUBACH et al., 2008). Os avangos no
conhecimento microbiologico, juntamente com o uso de ferramentas moleculares,
levaram a importantes progressos em estudos epidemiologicos, possibilitando a
identificacdo das espécies de Sporothrix em 14 estados brasileiros, sendo que a maioria
dos casos ocorre no Sul e no Sudeste do Brasil (GUTIERREZ et al., 2015). Relatos de
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novos casos clinicos no Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo vém sendo
descritos em diversos periodicos cientificos (RODRIGUES et al.,, 2016; LOPES-
BEZERRA et al., 2017; SILVA et al., 2017; POESTER et al., 2018).

A esporotricose acomete ambos 0s géneros e todas as idades. No entanto, a
exposicdo, habitos ocupacionais e recreativos especificos aumentam o risco de infecgédo
para diferentes populacdes, sendo que o0s principais acometidos sdo do género
masculino e em plena idade laboral, como trabalhadores do campo, jardineiros, floristas,
madeireiros, fazendeiros e cacadores (CHAKRABARTI et al., 2015; MAHAJAN,
2014). Porém, no Brasil, ha relatos de esporotricose transmitida através de gatos e cées
infectados, onde houve predominio de mulheres que estavam engajadas em atividades
domeésticas, devido a sua exposi¢do enquanto cuidavam de animais infectados em casa
(BARROS et al., 2008).

As principais espécies patogénicas incluem S. schenckii sensu stricto, S.
globosa, S. brasiliensis e S. lurei. Os demais membros do complexo séo causa menos
frequente de doencas (RODRIGUES et al., 2014). S. pallidae S. mexicana séo
principalmente ambientais, mas também podem ser potencialmente patogénicos para
humanos e outros mamiferos. Ndo esta claro se essas espécies possuem caracteristicas
fisiologicas diferentes que determinam sua patogenicidade ou se diferem em sua
suscetibilidade aos antifungicos (ZHAO et al., 2015). InfeccBes causadas por S.
brasiliensis estdo restritas ao Brasil (RODRIGUES et al., 2013). Sporothrix globosa foi
considerado o0 agente causador de 30% da esporotricose para 0S casos venezuelanos re-
examinados, a maior frequéncia dessa espécie relatada até agora nas Américas
(CAMACHO et al., 2015). Por outro lado, na China tem sido sugerido que Sporothrix

globosa é o principal agente causal da esporotricose (ZHAO et al., 2015).

De acordo com os novos critérios de identificagdo das espécies do complexo S.
schenckii, grupos de pesquisadores brasileiros re-estudaram as culturas mantidas em
suas micotecas. Em Sao Paulo, Rodrigues (2010) estudou 161 isolados de Sporothrix
spp. provenientes de amostras clinicas e ambientais de diversas regides do Brasil e de
outros paises. Este estudo mostrou que as espécies S. schenckii, S. brasiliensis, S.
globosa e S. mexicana tinham ampla distribuicdo geografica no pais. Registrou,
tambem, que a espécie S. brasiliensis foi isolada com alta frequéncia de gatos nos

estados do Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro, sugerindo que este animal poderia ser
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um importante reservatorio na epidemiologia da esporotricose. Oliveira et al. (2011b)
desenvolveram um trabalho semelhante ao analisarem 246 culturas isoladas no Rio de
Janeiro, no periodo de 1998 e 2008 e, como resultado, reclassificaram 230 delas como

S. brasiliensis, 15 como S. schenckii e 1 como S. globosa.

Em estudo realizado, com base em testes fenotipicos e ensaios moleculares, 31
isolados do estado do Rio Grande do Sul, foram reavaliados e identificados como S.
schenckii (n=24), S. brasiliensis (n=5) e S. globosa (n=2). Estudo semelhante também
com isolados do Rio Grande do Sul informou que 92,5% dos isolados eram S.
schenckiie 2,5% eramS. brasiliensis, sendo estes ultimos isolados de felinos
(OLIVEIRA et al., 2011a).

Ha indicios de que as varias formas clinicas da esporotricose podem estar
relacionadas a diversidade genética de isolados e, possivelmente, a diversos perfis de
viruléncia relatados anteriormente no complexo de espécies de S. schenckii
(CAMACHO et al., 2015). No Brasil, as principais espécies encontradas em casos de
esporotricose sdo S. brasiliensis e S. schenckii sensu stricto, ambas consideradas
virulentas. E possivel que a viruléncia aumentada de S. brasiliensis possa ser um fator
que contribui para o surto da esporotricose no Rio de Janeiro. Modelos experimentais
com ratos tém sido utilizados para investigar o surgimento de patogenicidade
de Sporothrix e chamar a atencdo para as diferencas na patologia e de fatores de
viruléncia, onde S. brasiliensis normalmente exibe maior carga flngica, capacidade de
invasdo, e danos extensos ao tecido quando comparado com 0s demais agentes
do complexo S. schenckii (FERNANDES et al., 2013).

3.1.4 Tratamento

O tratamento da esporotricose geralmente requer administragdo a longo prazo
de um ou mais dos seguintes farmacos: itraconazol, iodeto de potassio, terbinafina ou
anfotericina B, dependendo da gravidade, localizacdo das lesdes, estado imunoldgico
do paciente e espécie responsavel pela infecdo. lodeto de potassio e/ou itraconazol
sdo o tratamento inicial para esporotricose cuténea e linfocutanea fixa (GARCIA et
al., 2018). Além disso, a solugéo saturada de iodeto de potassio sempre foi considerada

a primeira escolha para tratamento da esporotricose nas formas cutineas néo
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complicadas (MAHAJAN, 2014). Seu mecanismo de acdo ainda ndo é conhecido, mas
acredita-se que o iodeto de potéssio atue através da modulacdo da resposta inflamatdria
e aumento da resposta imune (STERLING et al., 2000; TORRES et al., 1997). O
tratamento apresenta baixo custo, porém apresenta efeitos colaterais como nausea e dor
abdominal (KAUFFMAN et al., 2007).

O itraconazol, atualmente, € o principal farmaco utilizado no tratamento das
formas cutaneas e linfocutaneas da esporotricose (GARCIA et al., 2018; RODRIGUES
et al., 2014). O itraconazol, assim como o0s demais azois, atuam com base na inibi¢éo da
biossintese do ergosterol, que é essencial na biorregulacdo da fluidez, assimetria e
integridade celular (CARRILLO et al., 2006). Apesar do itraconazol ser considerado o
farmaco de escolha para o tratamento da esporotricose, casos de falha terapéutica,
baixos indices de cura e longo tempo de tratamento sdo relatados (GREMIAO et al.,
2015).

Estudos demonstram que a terbinafina apresenta relevante atividade frente ao
complexo Sporothrix schenckii (MEINERZ, 2007; FRANCESCONI et al., 2009,
FRANCESCONI et al., 2011; VIANA et al,. 2018, VETTORATO et al., 2018), e é
considerada como tratamento alternativo para esporotricose nas formas cutanea e
linfocutanea (GARCIA et al., 2018). Sua eficacia foi mostrada, inclusive em um caso
recidivante apds tratamento com itraconazol e iodeto de potassio (HEIDRICH et al.,
2011). A terbinafina atua inibindo a enzima epoxidase e alterando a biossintese dos
esterdis fngicos, com consequente morte da célula fungica (MEINERZ, 2007).

A anfotericina B é um agente poliénico utilizado para o tratamento de
esporotricose nos casos de maior severidade e comprometimento sistémico. Em funcgéo
do seu potencial nefrotoxico, possui duas apresentacdes farmacoldgicas: desoxiglicolato
e lipossomal (ISHIDA et al., 2017; KAUFFMAN et al., 2007; MAHAJAN, 2014).
Mesmo com a sua elevada toxicidade permanece como farmaco de escolha no
tratamento da esporotricose disseminada, assim como da maioria das micoses sistémicas
gue acometem pacientes imunocomprometidos. Sua principal atividade fungicida tem
sido atribuida a sua capacidade para provocar a auto-oxidacdo da membrana
citoplasmatica e a liberagdo de radicais livres letais (GARCIA et al., 2018;
MAHAJAN, 2014).
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3.2 Resisténcia aos antifiingicos

As infeccBes causadas por fungos estdo se tornando um problema mundial nos
servicos de salde devido ao aumento da resisténcia destes micro-organismos aos
medicamentos (VETTORATO et al., 2018; RODRIGUES et al., 2014; ZHAO et
al.,2015). Varios parametros podem ser responsaveis por falhas clinicas, como a
gravidade da infeccdo, a formacdo de biofilmes, estado imunologico do hospedeiro,
dosagem subdtima, interaces medicamentosas, farmacocinética ou carga fungica
(SANGLARD, 2016).

Ainda, apenas algumas classes de medicamentos antifingicos estdo disponiveis,
de modo que o surgimento de resisténcia as classes de farmacos e também a
multirresisténcia dificultam consideravelmente o sucesso do tratamento para infec¢oes
fangicas (PERLIN et. al., 2017). A resisténcia a um determinado antifngico ocorre
com mais frequéncia apds a exposicdo antifungica do paciente. No entanto, também
podem ocorrer em pacientes nao tratados com antifingicos, como resultado de uma
transmisséo horizontal de patdgenos resistentes (PINHATI et al., 2016). Os mecanismos
de resisténcia aos antifungicos compreendem alteracGes no alvo desses farmacos,
concentragfes reduzidas de farmaco nas células mediada por bombas de efluxo e
barreiras de permeabilidade associadas aos biofilmes (PERLIN et. al., 2017). Além
disso, alguns fatores de viruléncia comumente associados a infeccdes causadas pelo
género Sporothrix spp. incluem: adesinas, enzimas extracelulares, termotolerancia,
presenca de acido sialico, melanina e composicao da parede celular (BARROS et al.,
2011; MARIO et al., 2016; ALMEIDA-PAES et al., 2016).

O surgimento de isolados resistentes ao itraconazol tem sido observado, levando
a falhas terapéuticas e remissdo da esporotricose (ROCHETTE et al., 2003;
SCHUBACH et al., 2004; MARIMON et al., 2008; MONTENEGRO et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2014, STOPIGLIA et al., 2014). Rodrigues et al. (2014), em
estudo produzido no Brasil, verificaram a presenca de uma cepa de Sporothrix schenckii
sensu stricto advinda de amostra humana com resisténcia aos polienos e a todos 0s
azélicos testados in vitro (fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol). Estudos
de suscetibilidade de espécies do género Sporothrix realizado por Zhao et al. (2015)
relataram aumento da resisténcia a anfotericina B, azoéis e equinocandinas. Relato de

caso de esporotricose linfocutdnea causada pelo fungo Sporothrix schenckii senso
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stricto, demonstrou in vitro alta resisténcia ao itraconazol e outros seis antifungicos
(fluconazol, voriconazol, itraconazol, cetoconazol, anfotericina B e posaconazol), com
excecdo aterbinafina. No paciente as lesbes ndo regrediram com o tratamento com
itraconazol, mas a cura foi obtida apds quatro meses de uso de terbinafina 500mg/dia
(VETTORATO et al., 2018).

Apesar da crescente relevancia do complexo Sporothrix schenkii na medicina
contemporanea, o tratamento de pacientes com esporotricose continua sendo um
desafio, devido ao surgimento de fenotipo de resisténcia entre os agentes etioldgicos
(BORBA-SANTOS etal., 2015b) e a morbidade e mortalidade em pacientes
imunocomprometidos, especialmente AIDS, que podem desenvolver formas clinicas
severas, com manifestacdes sisttmicas (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Devido as limitadas opcgbes disponiveis atualmente para o tratamento da
esporotricose e a constante ameaca de aquisicdo de resisténcia aos antiflngicos,
torna-se de extrema importancia pesquisar novas abordagens para o controle de

infeccdes fungicas, incluindo a esporotricose.

3.3 Associacdo AINES e antifungicos

O aumento da resisténcia aos antifungicos trouxe enormes desafios ao
tratamento das infec¢bes, sendo um importante problema de sadde publica. A terapia
baseada na combinacdo de farmacos pode representar uma perspectiva promissora,
podendo alcancar uma cobertura antimicética mais ampla e potencialmente reduzir a
resisténcia adquirida. No entanto, deve notar-se que a combinacdo de azois e polienos
tem sido relatada como tendo um efeito antagonista in vitro (HATIPOGLU et al.,
2013). Por outro lado, estudos demonstraram que a associagdo entre AINES e
antifingicos representa uma perspectiva promissora frente aos isolados resistentes
(PINA-VAZ et al., 2000; YANG et al., 2016; ROSATO et al.,2016; COSTA et al.,
2015; SHARMA et al. de 2015; DUPONT et al., 2016).

Resultados obtidos por Pina-Vaz et al. (2000) evidenciaram que a combinagédo
de ibuprofeno com fluconazol resultou em atividade sinérgica em isolados de Candida
spp., incluindo quatro amostras resistentes ao fluconazol. Em estudo realizado, Rosato

et al. (2016) observaram resultados sinérgicos entre equinocandinas associadas a anti-
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inflamatdrios ndo esteroidais frente a quatro isolados de C. albicans, dois isolados de C.
glabrata e trés isolados de C. guilliermondii. O sinergismo foi observado quando a
anidulafungina foi combinada com &cido acetilsalicilico, diclofenaco sddico e

ibuprofeno, demonstrando ser uma opcao de tratamento frente a espécies de Candida.

Yang et al. (2016) avaliaram as interagdes in vitro entre trés AINES (acido
acetilsalicilico, ibuprofeno e diclofenaco sodico) e agentes antifungicos frequentemente
utilizados (fluconazol, itraconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B) frente a
Trichosporon asahii e observaram inibicdo desse fungo pelos trés AINES avaliados,
além da interacdo sinérgica com fluconazol (83,33% para acido acetilsalicilico, 100%
para ibuprofeno e 83,33% para diclofenaco sodico) para seis isolados de T. asahii

resistentes ao fluconazol .

Estudo in vivo realizado com modelo de infeccdo sisttmica por Candida
albicans em camundongos tratados com ibuprofeno e fluconazol mostrou que o
ibuprofeno potencializa a atividade antifungica do fluconazol em isolado resistente ao
fluconazol, reduzindo drasticamente a carga flngica e a morbidade. A combinacéao
terapéutica de fluconazol com ibuprofeno pode constituir uma nova abordagem para o
tratamento de terapias antifungicas para reverter a resisténcia conferida pela
superexpressdo da bomba de efluxo (COSTA et al., 2015). Em outro estudo, 42 dos 69
isolados clinicos de Candida demonstraram reversdo da resisténcia ao fluconazol com o
uso concomitante de ibuprofeno (SHARMA et al., de 2015). Dupont et al. (2016)
relataram a cura de um paciente com micetoma, usando diclofenaco sédico, enquanto

gue o tratamento antifangico classico (voriconazol, posaconazol e flucitosina) falhou.

Apesar de uma grande demanda, o desenvolvimento de novos agentes
antifangicos para terapia clinica tem ficado para tras da crescente incidéncia de
resisténcia aos medicamentos (LIU et. al., 2014). Diante do exposto, a terapia
combinada de AINES e antifungicos pode alcancar uma cobertura antimicotica mais

ampla e tornar-se uma nova op¢ao terapéutica.
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Resumo

O surgimento de isolados resistentes trouxe enormes desafios ao tratamento da
esporotricose, tornando necessaria a busca por novas estratégias terapéuticas. Anti-
Inflamatorios N&o Esteroidais (AINES) j& se mostraram efetivos in vitro frente a
Candida spp., Cryptococcus spp. e Trichosporon spp. No presente estudo, o objetivo
foi avaliar a eficacia in vitro de AINES isolados e em combinacdo com itraconazol e
terbinafina frente a Sporothrix brasiliensis e S. schenckii sensu stricto. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) frente aos 11 isolados de Sporothrix spp., foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo M38-A2 do Clinical
and Laboratory Standards Institute (2008). As interacGes entre os farmacos, bem como
o Indice da Concentragdo Inibitoria Fracionada dos AINES (acido acetilsalicilico,
diclofenaco sodico e ibuprofeno) e antifingicos selecionados foram avaliadas pelo
método do tabuleiro de xadrez. Entre os AINES testados de forma isolada, o ibuprofeno
foi o mais ativo, seguido pelo &cido acetilsalicilico. Na associacdo de itraconazol com
os trés AINES avaliados foi possivel observar interacdes sinérgicas em nove isolados e
reversdo da resisténcia em 5/6 isolados resistentes na associagcdo com ibuprofeno, 3/6
na associacdo com diclofenaco sodico e 2/6 na associa¢do com acido acetilsalicilico. A
associacdo dos AINES com terbinafina mostrou-se indiferente para os isolados
testados. Portanto, pode-se concluir que a combinacdo de itraconazol e os AINES
avaliados representa ser uma promissora alternativa terapéutica para o tratamento da

esporotricose.

Palavras chaves: Sporothrix spp., esporotricose, sinergismo, resisténcia, antifungicos,
ibuprofeno, diclofenaco sddico, &cido acetilsalicilico, anti-inflamatorio
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1. Introducao

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos dimorficos do
complexo Sporothrix schenckii, que apresenta distribuicdo mundial, com areas
hiperendémicas no Brasil, na China e na Africa do Sul*?. Na regi&o metropolitana do
Rio de Janeiro, Brazil, tem sido considerada uma zoonose epidémica desde a década de
1990. Nesta regido, a esporotricose ocorre principalmente através da transmissao por
gatos infectados para humanos®. S. brasiliensis e S. schenckii sensu stricto as espécies
mais virulentas e que estdo mais comumente relacionadas a infec¢cdo humana e animal

no Brasil*®

. O tratamento para esporotricose geralmente requer administracdo a longo
prazo de itraconazol, iodeto de potassio, terbinafina ou anfotericina B, dependendo da

gravidade e localizacdo das lesdes®®.

Nas Ultimas décadas, a esporotricose emergiu como uma infeccdo flngica
importante pela epidemia em algumas regides, bem como, pelo aumento de isolados
resistentes aos tratamentos convencionais, tornando-se um importante problema de
salide publica”*™,

Estudos demonstraram que a associacdo entre Anti-inflamatérios Ndo Esteroidais
(AINES) e antifingicos representa uma perspectiva promissora frente aos isolados
fangicos resistentes™*°. No entanto, ndo ha na literatura nenhum estudo que tenha
avaliado estas interacdes frente aos isolados do complexo Sporothrix schenckii. Diante
disto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia in vitro dos AINES (&cido
acetilsalicilico, ibuprofeno e diclofenaco sodico) isolados e em combinacdo com
agentes antifungicos (itraconazol e terbinafina) frente a S. brasiliensis e S. schenckii

sensu stricto.



29

2. Materiais e métodos

2.1.Micro-organismos

Foram utilizados 11 isolados clinicos de agentes da esporotricose, sendo seis S.
brasiliensis e cinco S. schenckii sensu stricto com diferentes perfis de suscetibilidade,
oriundos da micoteca do Laboratorio de Microbiologia, da Universidade Federal do
Pampa. Todos os isolados foram previamente cultivados em &gar batata dextrose por
sete dias a 25 °C.

2.2.Farmacos

Foram utilizados dois antifingicos disponiveis comercialmente para o
tratamento da esporotricose: itraconazol (ITZ) e terbinafina (TRB); e trés AINES: &cido
acetilsalicilico, diclofenaco sddico e ibuprofeno. A solugdo estoque dos farmacos foi
preparada em dimetilsulfoxido (DMSO) e posteriormente, foram realizadas dilui¢fes
seriadas no meio RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com 0,165M de 4acido
morfolinopropanosulfénico (MOPS), até atingir a faixa de concentracdo de 0,06 a 32
pg/mL para ITZ; de 0,01 a 8 ug/mL para TRB e 0,06 a 8 mg/mL para os AINES.

2.3.Determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM dos AINES e dos antifangicos isolados foram avaliadas usando o método
de microdiluicdo em caldo em placas de 96 pocos, de acordo com o protocolo M38-A2
do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (2008). Os valores de CIM
foram determinados visualmente, apds incubacdo a 35°C durante 50 horas, por
comparagdo com o controle de crescimento, sendo definida como a menor concentracédo
do farmaco capaz de inibir totalmente o crescimento fungico para itraconazol e 80% de

inibicdo do crescimento para terbinafina®®.

As interaces entre os AINES e os antifungicos foram avaliadas utilizando o
método do tabuleiro de xadrez em placas de microdiluicio de 96 pogos™?#. A
interpretacdo das interagbes foi realizada através da determinacdo do indice da
Concentracdo Inibitéria Fracionada (ICIF) pela seguinte equagdo: ICIF = (Ac/ Ay ) +
(Bc / By ), onde A. e B; sdo as CIM dos farmacos A e B em combinacéo,

respectivamente, e A, e B, sdo as CIM dos farmacos isolados, respectivamente. O ICIF
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foi interpretado como sendo sinérgico quando o valor foi < 0,5; ICIF maiores que 4

indicam antagonismo e ICIF> 0,5 e < 4 indicaram indiferenca™.
2.4.Avaliacdo da atividade fungicida/fungistatica dos AINES

Um isolado sensivel e dois resistentes ao itraconazol foram submetidos a
avaliacdo da atividade fungicida/fungistatica. Para isso, aliquotas de 10pl dos pogos que
apresentaram inibicdo de crescimento nos ensaios com AINES foram espalhadas em
placas contendo agar Sabouraud dextrose e incubadas a 28 °C por 72 h. Foi considerada

fungicida a menor concentracdo dos AINES que produziu trés ou menos coldnias?.

3. Resultados

Entre os AINES testados, o ibuprofeno e o acido acetilsalicilico apresentaram
atividade antifungica de forma isolada, enquanto que, o diclofenaco sdédico néo
demonstrou efeito. O ibuprofeno foi ativo na faixa de concentragdo de 0,25 a 1 mg/mL
(MG = 0,5 mg/mL) para S. schencki sensu stricto e de 0,12 a 8 mg/mL (MG = 0,99
mg/mL) para S. brasiliensis, enquanto o &cido acetilsalicilico apresentou atividade para
S. schencki sensu stricto na faixa de concentracdo de 4 a 8 mg/mL (MG = 6,96 mg/mL)
e entre 0,25 a >8mg/mL (MG = 3,52 mg/mL) para S. brasiliensis.

A associacdo entre os AINES e o itraconazol esta demonstrada na Tabela 1 e
com terbinafina, na Tabela 2. Na associacdo com ibuprofeno, nove isolados
apresentaram reducdo da CIM para itraconazol e destes, cinco demonstraram efeito
sinérgico entre 1TZ/IBU, sendo trés S. schencki sensu stricto e dois S. brasiliensis. Os
isolados que ndo apresentaram reducdo de CIM, eram sensiveis ao itraconazol e
mantiveram a CIM =1ug/mL apds associacdo com ibuprofeno. Para diclofenaco sédico,
sete isolados demonstraram reducdo da CIM apds associacdo. Efeito sinérgico entre
ITZ/DIC foi observado em trés isolados de S. schencki sensu strito e dois S.
brasiliensis. Para AAS, oito isolados tiveram a CIM reduzida ap0s associagao e quatro
isolados apresentaram efeito sinergico, sendo dois S. schencki sensu strito e dois S.
brasiliensis. Nas associagdes entre AINES e itraconazol nenhum efeito antagonista foi

observado.
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A associagdo dos AINES com terbinafina, segundo os valores de ICIF, mostrou-

se indiferente para os isolados testados. Sendo assim, os ensaios foram seguidos apenas

com itrazonazol.

Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de itraconazol e AINES isolados e

em associacao.

CIM isolado CIM associagdo CIM associacdo ~ CIM associacdo
ITZ AAS DIC IBU ITR AAS ITR DIC ITR IBU
pg/mL mg/mL mg/mL mg/mL pg/mL mg/mL pg/mL mg/mL pg/mL  mg/mL
Sporothrix schenckii sensu stricto (n=5)
STTRJ 8 8 >8 0,5 1* 2* 2 8 0,12* 0,25*
SS27 >32 8 >8 1 16* 2* 16* 2* 2* 0,25*
SS35 1 8 >8 0,5 1 4 0,25* 2* 1 0,5
SS36 0,5 4 8 0,25 0,25 0,5 0,25 0,12* 0,25 0,25
SS39 0,5 8 >8 0,5 0,06 4 0,5 4 0,12* 0,12*
Intervalo 0,5- 4-8 8->8 0,251 006- 054 025 0,128 0,12-2 0,12-05
>32 16 16
Média 2,29 6,96 >8 0,5 0,75 2 1 1,72 0,37 0,24
geomeétrica
Sporothrix brasiliensis (n=6)
1099* 1 1 >8 1 1 1 1 1 1 0,5
201681* 0,25 4 >8 0,25 0,12 0,5 0,25 >8 0,12 0,25
01-1076 8 8 >8 1 1* 2* 1* 1* 1* 0,12*
11-1020 16 >8 2 4 16 >8 0,06* 1* 0,5 4
SS048 C 32 1 >8 8 16 0,5 32 >8 0,5* 4*
SS110 2 0,25 <0,06 0,12 <0,25* <0,06* <0,25 <0,06 <0,25 <0,06
Intervalo 0,25- 0,25- <0,06- 0,12-8 <0,25- <0,06- <0,25- <0,06- <0,025- <0,06-4
32 >8 >8 16 >8 32 >8 1
Média 3,56 2 4,45 0,99 1,40 0,78 0,70 1,25 0,44 0,49
geomeétrica
Sporothrix spp. (n=11)
Intervalo 0,25- 0,25- <0,06- 0,12-8 0,06- <0,06- 0,06- <0,06- 0,12-2 <0,06-4
>32 >8 >8 16 >8 32 >8
Média 2,91 3,52 >8 0,72 1,05 1,20 0,82 1,44 0,40 0,36
geométrica
total

TTZ: itraconazol, AAS: acido acetilsalicilico, DIC: diclofenaco sodico; IBU: ibuprofeno; A: ATCC, *ETelto Sinergico.

Tabela 2: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) da terbinafina e AINES isolados e em

associacao.
CIM isolado CIM associagdo CIM associacdo  CIM associacdo
TRB  AAS DIC IBU TRB  AAS TRB DIC TRB IBU
pg/mL mg/mL mg/mL mg/mL pg/mL mg/mL pg/mL mg/mL pg/mL  mg/mL
SS35 0,12 8 >8 0,5 0,12 4 0,12 0,5 0,12 0,06
SS27 0,25 8 >8 1 0,25 8 0,25 8 0,25 0,06
SS110 0,25 0,25 <0,06 0,12 0,06 0,25 <0,06 <0,06 <0,06 <0,06

TRB: terbinafina; AAS: acido acetilsalicilico; DIC: diclofenaco sodico; IBU: ibruprofeno.
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4. Discussao

No presente estudo o ibuprofeno e o acido acetilsalicilico demonstraram
atividade frente aos isolados testados, sendo que ibuprofeno inibiu o crescimento em
baixas concentragdes para a maioria dos isolados, dos quais, 9/11 apresentaram CIM <
1mg/mL. O &cido acetilsalicilico também inibiu o crescimento, porém em concentracfes
maiores, corroborando com a literatura que relata que ibuprofeno e acido acetilsalicilico
limitam o crescimento de fungos*>**%°. No entanto, essa atividade n&o havia sido
relatada frente aos isolados do complexo S. schenckii. Yang et al. (2016)"
demonstraram que o ibuprofeno inibiu o crescimento de todos os isolados de
Trichosporon asahii avaliados, na concentracdo de 0,5 a 2mg/mL, e na concentracdo de
8 a 16mg/mL para 4cido acetilsalicilico, enquanto que Krol et al. (2018)%, relataram
efeito semelhante para isolados de Candida spp., com CIM entre 1,25 a 20mmol (0,25
a 4 mg/mL) para ibuprofeno e CIM acima de 5mmol (0,9 mg/mL) para &cido
acetilsalicilico. Para Cryptococcus spp., a concentracdo 3 mmol (0,54 mg/mL) de acido
acetilsalicilico inibiu o crescimento de todos os isolados®. Além disso, estudo in vivo
com coelhos infectados por dermatéfitos obteve a cura completa ap6s aplicacdo de
ibuprofeno 15mg/g creme®’. H4 relatos de que o ibuprofeno possui uma potente
atividade fungicida na concentracdo de 10mg/mL, causando les6es ha membrana celular
resultante da repressdo do metabolismo de potéssio, enquanto é fungistatico em
concentracdes mais baixas (5mg/mL)™. No presente trabalho, a maior concentracdo
utilizada para AINES foi de 8mg/mL e, nesta concentragédo, o ibuprofeno mostrou ser
fungistatico para Sporothrix schenckii sensu stricto e S. brasiliensis, assim como acido

acetilsalicilico e diclofenaco sédico.

Em nosso estudo, diclofenaco sddico ndo apresentou atividade na concentracdo
de 8mg/mL para a maioria dos isolados avaliados, diferente de estudo com T. asahii em
que a atividade do diclofenaco sodico foi observada nas concentragfes entre 1 a
4mg/mL™. Rusu et al. (2009)*° relataram que AAS e DIC podem diminuir a viabilidade
de Candida albicans, devido a um conhecido efeito dos inibidores das isoenzimas
ciclooxigenase (COX), a inibicdo da producdo de prostaglandinas fangicas, assim como
estudo com Trichophyton mentagrophytes e Cryptococcus neoformans sugere que a

nimesulida, conhecido AINES, exerce um efeito fungicida através de mecanismos
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dependentes da inibicdo de prostaglandinas fungicas®®. Estudos mostram que as
prostaglandinas sdo produzidas por Candida albicans e por outros fungos patogénicos,
incluindo Sporothrix schenckii**?®. Estas substancias sdo produzidas utilizando tanto
fonte enddgena como exdgena de acido araquidonico e desempenham importante papel
para a sobrevivéncia fungica e, provavelmente, para evasdo da resposta imune do
hospedeiro®, pois induzem a producéo de tubos germinativos, formacdo de hifas e a
morfogénese fungica, bem como reduzem a producgdo de quimiocinas e fator de necrose
tumoral alfa do hospedeiro® 3.

De acordo com alguns estudos, a associacdo entre AINES e antifingicos tem
demonstrando bons resultados, podendo ser uma nova estratégia para tratar infeccdes

fangicas*> 8%,

Em nosso estudo, foi possivel observar atividade sinérgica entre
itraconazol e AINES em nove isolados. Para a espécie Sporothrix brasiliensis, o
sinergismo foi observado somente em isolados resistentes ao itraconazol, diferente dos
isolados S. schencki sensu stricto em que foi observada reagdo sinergica também em
isolados sensiveis ao itraconazol, corroborando com estudo que apresentou altas
porcentagens de interacdo sinérgica entre fluconazol e AINES (83,33% para AAS,
100% para IBR e 83,33% para DIC) frente a seis isolados de T. asahii resistentes ao

1. Além disso, Krél et al. (2018)% relataram efeito sinérgico de ibuprofeno

fluconazo
com fluconazol e também com farmacos da nova geracdo de triazdis, incluindo
voriconazol, posaconazol e isavuconazol em isolados de Candida spp., que corrobora
com estudo in vivo de Candida albicans em camundongos que mostrou que o
ibuprofeno potencializa a atividade antifingica do fluconazol contra cepa resistente a

esse antifangico®’.

Curiosamente, o diclofenaco sédico que ndo inibiu a maioria dos isolados
avaliados (MG = >8 mg/mL), demonstrou efeito sinérgico quando associado ao
itraconazol em 5/11 isolados. DUPONT et al. (2016)*° relataram a cura de um paciente
com micetoma usando diclofenaco sddico. O tratamento realizado com AINES foi bem
sucedido, enquanto que o tratamento antifungico classico (voriconazol, posaconazol e

flucitosina) falhou.

Apesar de, para alguns isolados as associacGes ndo serem classificadas como
sinérgicas, de acordo com os valores de ICIF, um grande nimero de isolados reduziu a

CIM do itraconazol apds a associacdo e alguns isolados passaram de resistentes para
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sensiveis**®, Desta forma, em nosso trabalho foi observada a reversio da resisténcia em
5/6 isolados resistentes na associagdo com ibuprofeno, 3/6 na associacdo DIC/ITZ e 2/6
associacdo AAS/ITZ, corroborando com trabalho realizado com isolados clinicos de
Candida spp., no qual, 42 dos 69 (60,9%) demonstraram reversdo da resisténcia ao

fluconazol com o uso concomitante de ibuprofeno®.

Sabe-se que um dos principais mecanismos de resisténcia aos azois
entre Candida spp. € 0 aumento da atividade das bombas de efluxo, que é conferida
pelos genes CDR1 e CDR2. A super-expressao desses genes e 0 subseqiiente aumento
na atividade dessas bombas impedem o acumulo do farmaco no interior da célula no
local da acdo, prejudicando a sua eficacia®. Ricardo et al. (2009)* mostraram que a
resisténcia antifangica conferida pelo aumento da atividade de efluxo, devido a super-
expressdo dos genes CDR1 e CDR2 em Candida spp. pode ser revertida pelo
ibuprofeno, sempre que os genes de efluxo forem os genes de resisténcia mais

EXPressos.

O género Sporothrix exibe alta diversidade genética, que é acompanhado por
uma diversidade de respostas in vitro aos principais agentes antifiingicos’. Desta forma,
acredita-se que as diferentes interacbes observadas em nosso estudo devam estar
associadas aos diferentes mecanismos de resisténcia, que incluem alteragfes no alvo
desses farmacos, concentracdes reduzidas de farmaco nas células mediadas por bombas
de efluxo e barreiras de permeabilidade associadas aos biofilmes®. Além disso, a
producdo de melanina também estd associada a diminuicdo da suscetibilidade aos

antifingicos®" %,

Dessa forma, torna-se necessario investigar 0s mecanismos de
resisténcia envolvidos nos isolados que apresentaram reacdo sinérgica com o0s trés

AINES testados, para melhor compreensdo desta reacao.

Vale ressaltar que os AINES incluidos em nosso estudo (AAS, DIC e IBU), sédo
comumente usados para melhorar a febre e outros sintomas causados pela infeccéo,
tornando essas combinagdes de farmacos uma alternativa terapéutica de possivel
implementacdo. No entanto, a CIM dos AINES capaz de inibir o crescimento fungico
ainda é maior que as maiores concentragfes plasmaticas utilizadas com seguranca na
clinica®. Por outro lado, ¢ dificil predizer o impacto real dos AINES no combate as
infeccbes causadas por Sporothrix spp., de modo que ndo depende apenas de sua

atividade antifungica. Nosso estudo fornece orientacGes para futuras pesquisas sobre
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terapias de combinacdo clinica entre AINES e antifungicos com S. schenckii sensu

stricto e S. brasiliensis.

5. Conclusdo

Resultados encontrados relatam pela primeira vez o efeito inibitério do
ibuprofeno e do &cido acetilsalicilico frente a isolados de S. schencki sensu stricto e S.
brasiliensis, assim como, é demonstrado pela primeira vez efeito sinérgico entre
itraconazol e AINES (ibuprofeno, acido acetilsalicilico e diclofenaco sddico),
mostrando que o uso dessas combinacdes de farmacos pode ser uma alternativa

terapéutica para o tratamento da esporotricose.
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PARTE 11l

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste trabalho relatam pela primeira vez o efeito
inibitério do ibuprofeno e do acido acetilsalicilico frente aos isolados de S. schencki
sensu stricto e S. brasiliensis, assim como, efeito sinérgico entre itraconazol e AINES
(ibuprofeno, acido acetilsalicilico e diclofenaco sodico), demonstrando que o uso dessas
combinagbes de farmacos pode representar uma nova alternativa terapéutica para o

tratamento da esporotricose.

Este trabalho tem como perspectivas, ampliar o niamero de isolados, assim como
verificar a suscetibilidade de biofilmes do complexo Sporothrix schenkii frente aos
AINES (ibuprofeno, &cido acetilsalicilico e diclofenaco sodico) de forma isolada e em
associacdo com antiflngicos, e ainda, realizar testes complementares para investigar os
mecanismos de resisténcia envolvidos na reducdo da sucetibilidade dos isolados frente

aos antifangicos.
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