UFPEL 2024

4 10° SIIEPE , , )
g;v EEENSINTEGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAO

AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIFUNQICA DE TIOSSULFONATOS
SINTETICOS CONTRA OS FUNGOS PATOGENICOS Sporothrix brasiliensis E
Sporothrix schenkii

ISABELA DE SOUZA MORALES'; MARCELA BRANDAO COSTA? GLAUCIA
OLIVEIRA ISLABAO?; JULIANO ALEX ROHERS*; ANGELITA DOS REIS
GOMES®; RENATA OSORIO DE FARIA®

"Universidade Federal de Pelotas — isabelasmorales99@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — marcelabc@hotmail.com.br
3Instituto Federal Sul-rio-grandense — glauciaislabao@ifsul.com.br
“Instituto Federal Sul-rio-grandense - julianoroehrs@ifsul.edu.br
®Universidade Federal de Pelotas— angelitagomes@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas— renataosoriovet@agmail.com

1. INTRODUGAO

A esporotricose € uma doenga de carater zoondtico causada por fungos
saprofitos do complexo Sporothrix schenckii e acomete seres humanos e animais,
principalmente cédes e gatos. Dentro desse complexo, as principais espécies
envolvidas na disseminagao da doenca sao Sporothrix brasiliensis e Sporothrix
schenkii, distribuidas mundialmente, particularmente em regides tropicais e
subtropicais (GREMIAO et al., 2020). Além disso, a esporotricose € uma doenca
emergente e representa um grande desafio para a saude publica, sendo
considerada endémica na regiao sul e ja relatada em 25 dos 26 estados do Brasil
(RODRIGUES et al., 2022; SANTOS et al., 2024).

A principal via de transmissdo da esporotricose ocorre por meio da
inoculagdo traumatica do fungo através de mordidas e arranhdes de gatos,
considerados reservatorios da doenca (LECCA et al. 2020, PAIVA et al, 2020).
Quanto ao tratamento, a limitacdo de opc¢des terapéuticas disponiveis representa
um desafio no enfrentamento da doencga. O itraconazol, antifungico de elei¢ao, é
eficaz e amplamente utilizado na rotina clinica, porém frequentemente requer
administragao prolongada, o que torna o tratamento oneroso, de dificil adesao por
parte dos pacientes e sujeito ao desenvolvimento de resisténcia farmacoldgica.
Diante disso, torna-se necessario a busca por alternativas terapéuticas seguras,
eficazes e acessiveis (MAHAJAN, 2014, RODRIGUES et al., 2022).

Uma nova perspectiva farmacoldgica para o tratamento de doengas fungicas
pode ser encontrada em compostos presentes em plantas como cebola, alho e
couve, conhecidos como tiossulfonatos. Esses acidos organicos possuem
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias, sendo seu uso cada vez mais
explorado na medicina. Estruturalmente, os tiossulfonatos sao analogos de
compostos naturais e sua composicdo se da principalmente por moléculas de
enxofre, podendo ser sintetizados em laboratério a partir da férmula geral RS-O2-
SR (LUBENETS et al., 2019). Estudos demonstraram que as formas sintéticas
dos tiossulfonatos sao ainda mais eficazes como antimicrobianos do que suas
versdes naturais. Seu mecanismo de acdo esta relacionado a sulfenilagdo de
grupos tiol presentes nas enzimas dos microrganismos, interferindo em seus
processos metabdlicos. Ademais, os tiossulfonatos se destacam no tratamento de
infeccdes tanto superficiais quanto sistémicas, devido a sua baixa toxicidade para
células animais (SORLOZANO-PUERTO et al., 2020; FALCON-PINERO et al.,
2021).
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Diante desse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
antifungica de diferentes compostos de tiossulfonatos. Esses compostos foram
testados contra as principais espécies do complexo S. schenckii por meio da
técnica de disco-difusao, permitindo uma analise comparativa de sua eficacia.

2. METODOLOGIA
2.1 Isolados clinicos e preparagao dos inéculos

O teste de suscetibilidade foi realizado a partir de dois isolados clinicos
armazenados na micoteca do Laboratério de Micologia Veterinaria da
Universidade Federal de Pelotas (MICVET - UFPel). Ambos foram identificados
molecularmente como Sporothrix brasiliensis, isolada de paciente felino, e
Sporothrix schenckii, oriunda de um paciente canino.

As culturas fungicas foram replicadas em placas de Petri contendo agar
Sabouraud Dextrose e incubadas por 5 dias a 37°C, conforme a técnica de disco-
difusdo em &gar, padronizada pelo documento M51 do Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI). Foram realizadas adaptacbes quanto ao meio de
cultura e temperatura de incubacao. A preparacado dos indculos se deu através da
diluicdo das colbnias fungicas em agua estérii até a obtengdo de uma
concentragcéo equivalente a escala 0,5 de McFarland. A concentracéo foi ajustada
com auxilio do espectrofotémetro.

Para a preparacao do teste, foram utilizadas doze placas de Petri contendo
agar Saboraud Dextrose, seis placas para cada espécie do agente a ser testado.
Foram semeados 100 pL do inéculo na superficie de cada placa, utilizando uma
alca de Drigalski.

2.2 Preparacao dos discos e teste de disco-difusao

No total, foram testados cinco compostos de tiossulfonatos (T3, T5, T6, T7 e
T10) produzidos no Laboratério de Quimica Organica do Instituto Federal Sul-rio-
grandense, diluidos em DMSO a uma concentracdo de 10 mg/ml e 5 mg/ml.
Discos de papel filtro com didmetro de 6mm foram impregnados com 10 uL de
solugao, resultando em concentragdes de 100 ug e 50 ug de cada composto.
Apds a secagem, os discos foram dispostos uniformemente sobre as placas.
Uma placa de cada espécie do agente fungico foi utilizada para testar duas
diferentes concentracbes de cada composto. Os controles foram aplicados em
placas separadas, incluindo o controle positivo (itraconazol na concentracao de 32
Mg) e o controle negativo (DMSO puro). As placas foram incubadas a 37°C e os
halos de inibicao foram medidos diariamente através de paquimetro.

O critério utilizado para determinar a atividade antifungica foi determinado a
partir da descricao de Manika et al. (2016). Zonas de inibicdo acima de 10 mm
foram consideradas de alta atividade antifungica, 4-10 mm atividade moderada, e
abaixo de 4 mm baixa ou nenhuma atividade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar um crescimento adequado do inéculo na superficie das
placas e a leitura final foi realizada apds 72 horas de incubagdo. O controle
positivo demonstrou suscetibilidade do isolado de Sporothrix brasiliensis frente ao
itraconazol, evidenciando sua eficacia ja conhecida como antifungico de eleigéo
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para o tratamento da esporotricose (WALLER et al., 2021; RODRIGUES et al.,
2022). Todavia, o isolado de Sporothrix schenckii nao apresentou inibicado de
crescimento frente ao controle positivo, o que levanta a hipétese de uma possivel
resisténcia especifica frente ao itraconazol, visto que o isolado foi sensivel aos
compostos testados. No entanto, dado o carater preliminar deste estudo, com um
numero reduzido de isolados (n=2), esses resultados devem ser interpretados
com cautela. Estudos futuros, com um maior niumero de isolados, s&o necessarios
para confirmar a resisténcia e avaliar de forma mais fidedigna a resposta de S.
schenckii ao itraconazol.

Quando aos tiossulfonatos, a Tabela 1 apresenta a classificagdo dos
compostos de acordo com a sua atividade antifungica, seguindos os critérios
descritos por Manika et al. (2016). Em uma concentragdo de 100 ug, todos os
compostos apresentaram halos de inibigdo acima de 10 mm de didametro, o que
evidencia uma alta atividade inibitoria frente a ambas as espécies do agente. Na
concentracdo de 50 pg, o composto T7 inibiu de maneira moderada S.
brasiliensis, enquanto todos os outros compostos apresentaram alta atividade
frente a ambas as espécies.

Tabela 1 - Resultados do Teste de Disco-Difusdo com Tiossulfonatos
Demonstrando Halos de Inibicido e Atividade Antifungica em Sporothrix
brasiliensis e Sporothrix schenckii.

Espécie Concentragcao Composto Composto Composto Composto Composto

(ng) T3 T5 T6 T7 T10
S. 100 22 mm 28 mm 34 mm 16 mm 15 mm
brasiliensis (Alta) (Alta) (Alta) (Alta) (Alta)
50 11 mm 14 mm 17 mm 6 mm 11 mm

(Alta) (Alta) (Alta) (Moderada) (Alta)
S. 100 27 mm 16 mm 21 mm 16 mm 15 mm
schenkii (Alta) (Alta) (Alta) (Alta) (Alta)
50 23mm 1 mm (Alta) 12 mm 15 mm 11 mm

(Alta) (Alta) (Alta) (Alta)

A apresentacdo de halos de inibicdo acima de 10 mm pela maioria dos
compostos pode ser atribuida a alta concentragéo utilizada para os testes. Por se
tratar de compostos novos e ndo explorados na literatura, a concentracédo foi
determinada a partir de estudos-piloto realizados com outros organismos
patogénicos. Considerando a facil aplicagcdo do teste de disco-difusdo, este
estudo utilizou a técnica como uma avaliagao preliminar dos efeitos inibitérios de
tiossulfonatos. Posteriormente, técnicas mais precisas, como a microdiluicdo em
caldo, seréao aplicadas para determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) e
concentracéo fungicida minima (CFM) dos compostos testados.

Os resultados obtidos no teste realizado destacam o potencial dos
tiossulfonatos como antifungicos, demonstrando um efeito inibitério comparavel
ao de farmacos convencionais. Essa descoberta abre a possibilidade de uma
nova perspectiva terapéutica para o tratamento da esporotricose. No entanto, séo
necessarios estudos mais aprofundados, como avaliagdo da citotoxicidade e
testes in vivo, para validar e compreender melhor suas aplicagdes clinicas.
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4. CONCLUSOES

O teste de suscetibilidade realizado demonstrou um potencial inibitério
promissor por parte dos compostos testados, evidenciando uma alta atividade
antifungica in vitro. Todavia, sdo necessarios testes mais especificos para a
determinar a atividade de diferentes concentragdes dos compostos.
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