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RESUMO

A esporotricose ¢ considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma
doenca mundialmente negligenciada, e estd em crescimento exponencial desde a década
de 90, quando casos esporadicos passaram a ser surtos em diversas regioes do pais e do
mundo, tomando um carater de hiperendemia que cresce até os dias de hoje. Frente a
emergéncia da esporotricose e a escassez de antifungicos disponiveis para seu tratamento,
ha necessidade de busca de novas alternativas terapéuticas para esta micose. Diante desta
problematica, com o intuito de alcangar terapias eficazes o reposicionamento de fArmacos
se torna uma opg¢ao atrativa exigindo menor tempo e custo mais acessivel, uma vez que
varias etapas pré-clinicas, como farmacocinética, farmacodindmica e toxicidade, ja sdo
conhecidas. Na busca por op¢des com esse perfil, o ebselen se torna um alvo vantajoso,
por se tratar de um organoselénio aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
que tem demonstrado atividade antimicrobiana frente a bactérias, cepas fungicas
leveduriformes e filamentosas tanto in vitro quanto in vivo. Este estudo objetivou avaliar
o ebselen in vitro quanto as suas potencialidades anti-Sporothrix, de forma isolada e em
associacdo com itraconazol. Foram utilizados 25 isolados de Sporothrix, incluindo S.
schenckii, S. globosa ¢ S. brasiliensis, previamente identificados por biologia molecular,
provenientes do acervo do Laboratério de Micologia da FAMED-FURG. Para a avalia¢do
da suscetibilidade antifiingica in vitro do composto utilizado foram empregadas duas
técnicas: A técnica de microdiluicdo em caldo, avaliando a capacidade do composto em
isolado e o ensaio de Checkerboard, para compreender a interagdo entre o composto
ebselen e o farmaco de eleigao para o tratamento da esporotricose, o itraconazol. A partir
da técnica de microdilui¢do em caldo foi verificada a concentracdo inibitéria minima
(CIM) do ebselen entre 32 pg/ml e 0,5 pg/ml e a concentracao fungicida minima (CFM),
ou seja, a menor concentragdo do composto capaz de inibir o crescimento € matar os
isolados de Sporothrix spp.. J& na interagdo do composto com itraconazol, foram
avaliadas as concentracdes de ebselen entre 32 pug/ml e 0,5 pg/ml e ITZ entre 8 pg/ml e
0,03 pg/ml. O ebselen apresentou agdo fungistatica anti- Sporothrix, inibindo o
crescimento in vitro de 50% e 100% do crescimento fingico em 100% e 84% dos isolados
em concentragdes menores que 32 pg/ml, respectivamente. A¢ao fungicida foi observada
em menos de 10% dos isolados, e antagonismo com itraconazol ocorreu frente a todos os
isolados testados. Entretanto, em 25% dos isolados uma reacao dupla foi observada, com
antagonismo junto ao itraconazol em concentragdes mais altas e sinergismo em
concentragdes mais baixas de Eb. Em conclusdo, nossos resultados sdo pioneiros em
demonstrar a atividade do Eb contra Sporothrix sp. ampliando seu possivel espectro de
acdo antifingica ja demonstrado por outros autores. Portanto, haja vista as grandes
vantagens do reaproveitamento de farmacos em que o Eb esta incluido, e visando o
desenvolvimento de novas opcdes eficazes, seguras € com menor custo para o
enfrentamento desta epidemia de propor¢cao mundial, o Eb apresenta potencial como
terapia de forma isolada, mais estudos adicionais sdo necessarios para confirmar sua
eficacia em modelo in vivo contra Sporotrhix sp.

Palavras-chave:  Esporotricose; Micoses subcutaneas; Fungos filamentosos;
Microdiluicao; Composto organoselénio.



ABSTRACT

Sporotrichosis is considered by the World Health Organization (WHO) as a globally
neglected disease and has been experiencing exponential growth since the 1990s when
sporadic cases turned into outbreaks in various regions of the country and the world,
taking on a hyperendemic character that continues to grow to this day. Given the
emergence of sporotrichosis and the scarcity of antifungal drugs available for its
treatment, there is a need to search for new therapeutic alternatives for this mycosis. In
light of this issue, in order to achieve effective therapies, drug repositioning becomes an
attractive option, requiring less time and lower costs, as several preclinical stages, such
as pharmacokinetics, pharmacodynamics, and toxicity, are already known. In the search
for options with this profile, ebselen becomes a promising target, as it is an
organoselenium compound approved by the Food and Drug Administration (FDA) that
has demonstrated antimicrobial activity against bacteria, yeast-like fungal strains, and
filamentous fungi both in vitro and in vivo. This study aimed to evaluate ebselen in vitro
for its anti-Sporothrix potential, both alone and in combination with itraconazole. A total
of 25 Sporothrix isolates were used, including S. schenckii, S. globosa, and S. brasiliensis,
previously identified by molecular biology and obtained from the Mycology Laboratory
collection at FAMED-FURG. To assess the in vitro antifungal susceptibility of the
compound, two techniques were employed: the broth microdilution technique, to evaluate
the compound’s isolated activity, and the checkerboard assay, to understand the
interaction between ebselen and the drug of choice for treating sporotrichosis,
itraconazole. Using the broth microdilution technique, the minimum inhibitory
concentration (MIC) of ebselen was found to range between 32 pg/ml and 0.5 pg/ml,
while the minimum fungicidal concentration (MFC), meaning the lowest concentration
capable of inhibiting growth and killing Sporothrix spp. isolates, was also determined. In
the interaction with itraconazole, ebselen concentrations between 32 pg/ml and 0.5 pg/ml
and ITZ concentrations between 8 pug/ml and 0.03 pg/ml were evaluated. Ebselen
exhibited fungistatic anti-Sporothrix activity, inhibiting 50% and 100% of fungal growth
in 100% and 84% of isolates at concentrations below 32 pg/ml, respectively. Fungicidal
activity was observed in fewer than 10% of the isolates, and antagonism with itraconazole
was found in all tested isolates. However, in 25% of the isolates, a dual reaction was
observed, with antagonism at higher itraconazole concentrations and synergism at lower
ebselen concentrations. In conclusion, our results are pioneering in demonstrating the
activity of ebselen against Sporothrix sp., expanding its potential antifungal spectrum
previously reported by other authors. Therefore, given the significant advantages of drug
repurposing, in which ebselen is included, and with the goal of developing new, effective,
safe, and lower-cost therapeutic options to combat this globally significant epidemic,
ebselen presents potential as a standalone therapy. However, additional studies are
necessary to confirm its efficacy in in vivo models against Sporothrix sp.

Keywords: Sporotrichosis; Subcutaneous mycoses; Filamentous fungi; Microdilution;
Organoselenium compound.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose ¢ uma doenca infecciosa emergente de origem flingica que
ocasiona lesdes nodulares a ulceradas, apés inoculagdo por detritos provenientes de
materiais vegetais e solo contaminado, ou por arranhadura e mordedura de gatos
infectados. Pode acometer pessoas e outros animais, e tem sido negligenciada apesar de
seu consideravel impacto (Rodrigues et al., 2022). Sua ocorréncia ¢ global, mas destaca-
se em importancia epidemioldgica no Brasil, onde o cenario atual é de epidemia em rapida
expansao (Barros et al., 2010; Rodrigues et al., 2022; Xavier et al., 2023).

Seus agentes etiologicos sdao fungos dimorficos do complexo Sporothrix, sendo as
principais espécies envolvidas Sporothrix brasiliensis, S. globosa e S. schenckii
(Rodrigues et al., 2022). A espécie S. brasiliensis se destaca no Brasil e em outros paises
da América Latina (Gremido et al., 2017), sendo responsavel pela expansdo da
esporotricose nos ultimos anos no Brasil, com surtos descritos em varias regides, como
Rio de Janeiro, Sao Paulo, Espirito Santo, Pernambuco, Alagoas, Amazonas, Para, Minas
Gerais, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Gremiao et al., 2021; Gongalves et
al., 2024; De Souza et al., 2025).

O Rio de Janeiro ¢ o epicentro da doenga no pais, com notificagdo de mais de
1.500 casos confirmados somente em 2019 (Giordano et al., 2021). Em estudos recentes
do periodo de (2013-2020), foram registrados 9.552 casos suspeitos de esporotricose
humana e 12.532 em animais (Ferreira et al., 2025). Outro estado com destaque em
relagdo ao inicio da emergéncia da esporotricose por S. brasiliensis ¢ o Rio Grande do
Sul, onde a doenga ¢ descrita desde o final da década de 90, ¢, estudo recente demonstra
sua distribuicao pelos sete distritos sanitarios do estado, com aumento significativo nos
ultimos anos (Munhoz et al., 2022). A falta de notificagdo compulséria desta micose em
nivel nacional implica na limitagdo em evidenciar a dimensdo do problema da
esporotricose na saude publica deste e de outros estados brasileiros.

Um dos pilares importantes no controle da emergéncia dessa micose € o seu
precoce e correto tratamento, contribuindo com a diminui¢ao de sua propagacao e visando
a saude unica, promovendo a saide humana, animal ¢ ambiental. As dificuldades
terapéuticas estdo associadas principalmente as poucas opcdes existentes e a duragdo
prolongada do tratamento (Gremido et al., 2020; Poester et al., 2022). Em adigao, tem

sido observada resisténcia ao tratamento com itraconazol em animais (Nakasu et al.,
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2021) o que gera a necessidade de desenvolvimento de novas opgdes de tratamento
eficazes e seguras (Poester et al., 2022).

A partir desta problematica reitera-se a necessidade pela busca de novos farmacos.
Dentre alguns compostos que se destacam pela sua eficacia em diversos aspectos vemos
os compostos organicos do selénio (Nogueira et al., 2021; Benelli et al., 2021). Tem sido
descrito na literatura a atividade antimicrobiana in vitro destes compostos, tanto de forma
isolada como associada a outros farmacos demonstrando promissora potencialidade
antifungica (Poester et al., 2019; Benelli et al., 2021; Munhoz et al., 2023). Nesse
contexto, o reposicionamento de farmacos tem demonstrado ser uma opc¢do muito
vantajosa, pois, o desenvolvimento de um novo farmaco constitui-se por um processo
complexo, de muitas etapas, incluindo desde a identificagdo de um novo composto até a
aprovagao pelos o6rgdos reguladores (Jarada et al., 2020). Com o reposicionamento, a
partir de um farmaco ja aprovado, varias etapas ja sdo conhecidas, como, farmacocinética,
farmacodinamica, toxicidade e muitos outros fatores (Jourdan et al., 2020). Isso reduz
significativamente o tempo € o custo, € consequentemente, traz agilidade para o
desenvolvimento de uma nova opg¢do terapéutica eficaz principalmente de Doencas
Tropicais Negligenciadas (DTNs) pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS, 2023).

Diante da problematica da esporotricose, buscando novas op¢des de tratamento, o
ebselen tem vantagens dentre os organoselénios por ser um Novo Medicamento
Investigacional (IND) e aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para
utilizagdo como antioxidante anti-inflamatorio e citoprotetor (Beckman et al., 2016; Kil
etal.,2017). Este composto, vem recebendo destaque também em pesquisas na prevengao
e tratamento de varios disturbios (Singh et al., 2013; Azad e Tomar, 2014; Ramli et al.,
2022), e tem demonstrado inibicdo in vitro de cepas fungicas leveduriformes e
filamentosas (Wall et al., 2018; Marshall et al., 2019; De Oliveira et al., 2019; Benelli et
al., 2021). Sua atividade antifingica ja foi comprovada em estudos experimentais com
modelo murino, promovendo reducdo significativa da carga fungica em estudo com
aspergilose invasiva e no tratamento da ceratite fingica (Sakita et al., 2021; Benelli et al.,
2021; Yu et al.,, 2024). Com base nessas informagdes €& possivel perceber as
potencialidades do composto ebselen para o desenvolvimento de novas opg¢des de

tratamento para esporotricose (Sies e Parnham, 2020; Benelli et al., 2021).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Esporotricose

2.1.1 Historico

Inicialmente descrita por Benjamin Robinson Schenck, em 1898, a esporotricose
foi relatada em um caso de abscesso no dedo indicador, com lesdes seguindo os vasos
linfaticos ao longo do brago de um paciente homem, no Hospital John Hopkins, na cidade
de Baltimore, Estados Unidos da América (EUA). A secregdo foi cultivada e o fungo
descrito com meticulosidade por Erwin F. Smith, sendo classificado como pertencente ao
género Esporotrichum.

Anos mais tarde, em 1900, outro caso similar de lesdao no dedo indicador
decorrente de um trauma por martelo, evoluindo para ulcera e com o mesmo
comprometimento linfatico, ocorreu em Chicago também nos EUA, e sem responder aos
tratamentos. Granulomas foram encontrados nos tecidos examinados e na microscopia da
secrecdo, estruturas leveduriformes ovais ou em forma de charuto foram observadas. O
cultivo revelou colonias castanhas a branco-acinzentadas e com “penugens”, de
crescimento plano, granular e esparso que apresentavam hifas septadas com conididforos
e conidios nas extremidades de seus 4pices. Ao ser identificado com a mesma morfologia
descrita por Schenck anteriormente, foi entdo denominado como Sporothrix schenckii
(Hektoen & Perkins, 1900).

Com o passar dos anos houve relatos da doencga na Franga ¢ EUA (Beurmann &
Ramond, 1903; Kwon-chung & Bennett, 1992) e surtos saprondéticos isolados, vitimando
operarios de uma mina na Africa do Sul em 1940 (Helm & Berman, 1947), ¢ 84
trabalhadores envolvidos no cultivo de plantas reflorestadas em 1988 nos EUA (Centers
for Disease Control and Prevention, 1988). Este cenario se estendeu nas décadas seguintes
alcangando vérias regides do mundo como EUA, Franga, China, Japao, India, Malésia,
América latina, Africa do Sul e Australia (Chakrabarti, 2014; Rodrigues et al., 2022;
Xavier et al., 2023).

No Brasil, Lutz e Splendore descreveram as lesdes pela primeira vez no ano de
1907. Observaram ratos feridos, principalmente, por mordedura com lesdes na cauda ou
inoculados no estudo. Relataram detalhadamente cinco casos da doengca em humanos
tratados com iodeto de potassio e cultivaram as secre¢des, 0 que permitiu caracterizar o
agente etiologico (Adolpho Lutz e Alffonso Splendore, 1907). Nos anos seguintes, até

1964, houve registros de 12 casos de esporotricose em cdes ¢ 8 em gatos, todos

15



diagnosticados através de exame microscopico e tratados com iodeto de potassio (De
Freitas et al., 1965).

A partir do final da década de 1990 a esporotricose tomou uma proporg¢ao diferente
devido aos surtos que transformaram os casos esporadicos em surtos e hiperendemias que
perduram até os dias de hoje (Nobre et al., 2002; Schuback et al., 2006). No periodo entre
1992 e 2015, foram registradas 782 hospitalizagdes por esporotricose em quase todos os
estados brasileiros, sendo Rio de Janeiro € Sdo Paulo os estados de maior incidéncia
(Falcao et al., 2019). No mesmo periodo, foram registrados casos no extremo Sul do Rio
Grande do Sul, demonstrando a abrangéncia da doenga no Brasil (Nobre et al., 2002).

Mais recentemente, o cenario da esporotricose tem se expandido de forma
exponencial no Brasil e a redor do mundo, especialmente com casos autdctones de S.
brasiliensis n obrasil, em regides hiperendémicas como no sul do RS e sudeste do RJ
(Gremido et al., 2020; Falcao et al., 2022; Munhoz et al., 2022). A doenca tem alcangado
varios paises latino-americanos (Argentina, Paraguai, Uruguai e Chile) e com casos
exportados ja descritos nos Estados Unidos e Europa (Reino Unido) (Garcia Duarte et al.,
2017; Etchecopaz et al., 2020; Kaadan et al., 2020; Barnacle et al., 2023; Thomson et al.,
2023).

2.1.2 Etiologia

Sporothrix ¢ um género que compreende mais de 50 espécies conhecidas até o
momento, geofilicas e saprofiticas, por isso a doenga inicialmente foi associada ao
trabalho com plantas e lesdes em jardineiros (Rodrigues et al., 2020). Até o ano de 2007
a esporotricose era associada a um unico agente etiologico, S. schenckii. No entanto
estudos avaliando caracteristicas fenotipicas, bioquimicas e genotipicas de distintos
isolados clinicos comprovaram a existéncia de mais de uma espécie patogénica. Foi entdo
descrito o complexo Sporothrix, composto por espécies ambientais e outras de
importancia médica, destacando-se como agentes etiologicos de esporotricose as espécies
S. schenckii strictu sensu, S. globosa e S. brasilienses (Marimon et al., 2007; Lopes-
Bezerra et al., 2018; Rodrigues et al., 2020). H4 ainda as espécies patogénicas, S.
mexicana, relatada no México e S. pallida, porém de menor relevancia clinica devido a
menor viruléncia (Marimon et al., 2007). Dentre as espécies, S. brasilienses se destaca
pela transmissdo animal-animal e zoonotica, ocasionando surtos em diferentes regides no

Brasil e no mundo, e ¢ considerada mais virulenta que as demais, apresentando, quadros
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mais graves e disseminagdo mais acelerada (Almeida-Paes et al., 2015; Xavier et al.,
2023; Poester et al., 2024).

A célula fungica de Sporothrix spp. apresenta caracteristicas estruturais que
desempenham um papel fundamental na viruléncia do patégeno. Sua parede celular ¢
formada principalmente por quitina, que se intercala com polissacarideos (B-(1,3) -
glucana e B-(1,6)-glucana), contribuindo com a resisténcia mecanica, possibilitando
tolerancia a estresses osmoticos € ambientais, como mudancas de pH, temperatura e
promovendo a evasdo imunoldgica e modulagdo do sistema imune (Lopes-Bezerra et al.,
2017). Além disso, a membrana citoplasmatica contém ergosterol que garante fluidez e
estabilidade a célula fungica (Loguercio-Leite et al., 2006).

Nos aspectos morfologicos, por ser dimorfico, Sporothrix spp. apresenta
caracteristicas fenotipicas distintas de acordo com a temperatura em que foi cultivado. Na
macromorfologia, em fase filamentosa, possuem crescimento lento e no inicio podem
apresentar colonias membranosas esbranquicadas que pigmentam ao longo dos dias
chegando a coloragao marrom escuro a preto (figura 1). O aspecto pode ser enrugado com
dobras e bordas irregulares (Marimon et al., 2007).

Na micromorfologia, as colonias em fase filamentosa (25-30°C) apresentam hifas
septadas, finas, ramificados, com conidios com formato piriformes ou ovais com didmetro
fino em forma de margaridas (2-3 pm), com conidioforos curtos, ramificados a partir das
hifas. Quando cultivadas em (35-37°C), desenvolvem a fase leveduriforme, apresentando,
coldnias cremosas, imidas, de crescimento lento e de cor clara. Na microscopia as células
leveduriformes sdo blastoconidios pequenos, arredondados ou ovalados e podendo por
muitas vezes ter aparéncia de charuto, medindo de 2-10 um e com parede celular espessa

(Marimon et al., 2007) (figura 2).
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Figura 1. Macromorfologia de Sporothrix spp. A. Colonia leveduriforme em meio
de cultivo Brain Heart Infusion (BHI) apds 7 dias de incubacdo a 37°C; B. Colonia
filamentosa em agar batata apos 7 dias de incubacdo. Fonte: Laboratorio de Micologia

(FAMED - FURG).

Figura 2. Micromorfologia de Sporothrix spp. A. Fase leveduriforme. Demonstragdes
de macrofagos fagocitando células pequenas ovaladas e alongadas em formato de charuto
(secrecdo de lesdo ulcerada corada por Gram em aumento de 40x). B. Fase filamentosa com
hifas e conidios cuja disposi¢do conferem a forma de "margarida" (lactofenol azul algodao em

aumento de 40x). Fonte: Laboratério de Micologia (FAMED — FURG).
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O dimorfismo ¢ um importante fator de viruléncia, juntamente com a
termotolerancia, a produ¢ao de melanina, que confere ao fungo maior capacidade de
resistir a radiacdo ultravioleta e atua como uma barreira fisica, diminuindo a penetracao
de agentes antifungicos, como Anfotericina B, ou neutralizando suas acdes quimicas
(Madrid et al., 2014; Almeida-Paes et al.,2015,2017). A melanina tem ainda propriedades
antioxidantes que ajudam o fungo a neutralizar espécies reativas de oxigénio (ROS)
produzidas pelas células do sistema imunoldgico do hospedeiro, como macrdéfagos e
neutréfilos (Almeida-Paes et al., 2017; Garcia Carnero et al., 2018).

Outro fator de viruléncia importante que fungos do complexo Sporothrix possuem
¢ a capacidade de produzir biofilme estruturados. Nessa condicao, o fungo produz uma
matriz extracelular composta por acido desoxirribonucleico (DNA) extracelular,
polissacarideos, lipidios e proteinas, promovendo prote¢ao ao fungo. Com isso, elevam
as chances de sobrevivéncia em condi¢des adversas e interferem na agdo do sistema de
defesa do hospedeiro e de antifungicos. Esse biofilme ja foi comprovado in vitro e ex
vivo, nas garras de gatos (Brilhante et al., 2018, 2022; Dos Santos et al., 2022). J4 a
produgdo de enzimas ajuda o fungo a invadir tecidos, degradar barreiras estruturais, obter
nutrientes e escapar das respostas imunoldgicas do hospedeiro, como por exemplo,
protease, lipases, catalase e urease (Almeida-Paes et al., 2015, 2017; Garcia-Carnero et
al., 2022). Esses fatores contribuem para a sobrevivéncia do microrganismo em condigdes
hostis e a evadir o sistema imunolégico do hospedeiro (Garcia-Carnero et al., 2022;
Fernandes et al., 2024).

S. brasiliensis destaca-se pela termotolerancia, maior secre¢do de enzimas que
facilitam a invasdo e dano ao hospedeiro, como proteases, urease ¢ fosfolipases, que
possibilitam o rompimento de barreiras celulares e catalases, que agem neutralizando as
espécies reativas de oxigénio (ROS), conferindo protecdo ao fungo contra o sistema
imune (Marimon et al., 2007; Almeida-Paes, 2015). Em adicdo, S. brasiliensis tem
demonstrado uma melhor adesdo as células do hospedeiro e na formagdo de lesdes
ulceradas, esse fator esta ligado as adesinas e glicosilacdo conferindo maior resisténcia a
fatores imunologicos (Rodrigues et al., 2013; Almeida-Paes, 2015). Outro aspecto que
diferencia o S. brasiliensis ¢ sua maior capacidade de producdo de melanina e de biofilme,
promovendo protecdo e resisténcia ao estresse oxidativo gerado pelas células de defesa,
e conferindo ao fungo uma maior probabilidade de sobrevivéncia. Os biofilmes sdo
constituidos por uma matriz extracelular que dificulta a penetragdo de medicamentos

antifingicos, possibilitando a resisténcia aos tratamentos e protecdo contra o sistema

19



imunologico. Essa estrutura ainda aumenta a adesdo do fungo no local, facilitando sua
sobrevivéncia em ambiente hostil (Brilhante et al., 2017, 2021).

Essas diferencas fenotipicas e bioquimicas estao diretamente correlacionadas com
as manifestagdes clinicas da esporotricose. Um estudo experimental comprovou maior
capacidade de disseminacdo e maior mortalidade em animais infectados por S.
brasiliensis do que pelas demais espécies patogénicas (Della Terra et al., 2017). Em
adicdo, estudos clinicos demonstram que S. brasiliensis tem maior capacidade de
desenvolver casos atipicos, incluindo sistémicos e graves de esporotricose em humanos,
bem como reacGes de hipersensibilidade (Poester et al., 2024). Esta espécie tem alta
prevaléncia entre gatos (96,9%) (Rodrigues, 2013; Morgado et al., 2022).

Embora as espécies patogénicas tenham diferengas fenotipicas e bioquimicas, para
identificacdo correta hd necessidade de técnicas de biologia molecular, sendo as
caracteristicas macro e micromorfologicas insuficientes para discriminagao entre espécies

(Marimon et al., 2007; Rodrigues et al., 2020; Trapaga et al., 2024).

2.1.3 Epidemiologia da esporotricose por Sporothrix brasiliensis

A espécie S. brasiliensis modificou o perfil epidemiologico da esporotricose,
transformando-a de uma doenga esporadica e de origem ambiental para uma micose
emergente, associada a surtos e de rapida expansdo geografica por transmissdo zoondtica
(Rodrigues et al., 2020). Tem sido relatada de forma autdctone em varios paises da
América Latina além do Brasil, como Paraguai, Chile, Argentina, Uruguai, e com casos
exportados em outros continentes, o que revela a gravidade desta hiperindemia em
constante expansao, demonstrando uma preocupagao mundial (Xavier et al., 2023).

Esté fortemente associada a transmissdo pelo gato, a partir de mordidas, arranhdes
ou até mesmo contato de mucosas com secregdes contaminadas (Gremiao et al., 2017;
Rodrigues et al., 2020). Isso porque a evolucao bioldgica de S. brasiliensis permitiu sua
melhor adaptacao ao gato doméstico, que € o protagonista da epidemia da esporotricose,
sendo o principal hospedeiro, vitima e propagador do fungo. Essa associagdo esta
relacionada com as manifestagdes graves nesses animais com grande quantidade de
propagulos fingicos nas lesdes, e ainda, com os habitos comportamentais e territorialistas
desse animal que contribuem com a disseminacao da doenca (Gremiao et al., 2020). Isso
gerou ao longo dos anos, a contribuigao para o cenario de crescimento exponencial da

doencga ao longo das ultimas duas décadas no territorio nacional (Rodrigues et al., 2020).
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Os primeiros relatos de surtos da esporotricose em gatos e com transmissao para
pessoas sao relacionados as areas urbanas do estado Rio de Janeiro € Rio Grande do Sul
no final na década de 1990 (Nobre et al., 2002; Schubach et al., 2006; Poester et al., 2018;
Falcdo et al., 2022). A partir deste marco, a doenga estd em crescente expansdo em
territorio nacional (Poester et al., 2024), bem como nos paises limitrofes como, Argentina,
Uruguai e Paraguai, e outros trés continentes (Xavier et al., 2023). A incidéncia da doenga
tem sido demonstrada na literatura e pelos boletins epidemiologicos onde ha relatos em
todos os estados da regido Sudeste do Brasil (Gremiao et al., 2020).

As notificagdes provenientes de diversos estados brasileiros nao refletem a real
situagdo epidemiologica da doenca, mas permitem um vislumbre da gravidade desse
problema de satide publica. Neste contexto, ha registros da doenga em diversas regioes,
como: Alagoas, Acre e Pard, Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraiba,
Pernambuco e Rio Grande do Norte (Gremido et al., 2021; Rodrigues et al., 2022). Os
estados de Sao Paulo, Espirito Santo, Minas Gerais também registraram casos (Gremido
et al., 2020). Na Amazonia, um estudo com 150 isolados clinicos revela que a doenga
também ¢ predominantemente causada por S. brasiliensis (89,3%) e tendo sido os gatos
apontados como principal vetor de inoculagido (De Souza et al., 2025). Isso torna o Brasil
o pais com o maior nimero de casos de esporotricose felina j& notificados em todo o
mundo, reafirmando que a esporotricose ¢ subestimada, subnotificada e permanece como
doenca negligenciada (Gremido et al., 2020). Nas regides Sul e Sudeste do Brasil a doenca
tem um maior impacto que as demais, com o Rio de Janeiro sendo destacado como
epicentro da doenca (Gremido et al., 2020; Falcao et al., 2022; Munhoz et al., 2023). O
cenario ndo ¢ favoravel para o estado do Rio Grande do Sul (RS), descrito na literatura
como o segundo mais atingido pelos casos de esporotricose felina, destacando-se os
municipios de Rio Grande e Pelotas, RS com casos da doenca tanto em felinos como em
humanos (Brandolt et al., 2019; Gremiao et al., 2020; Munhoz et al., 2022). Em adicao,
estudos tem demonstrado diferentes genotipos de S. brasiliensis circulantes no Brasil e a
evolugdo independente de cepas, ndo configurando uma dispersao clonal. Em adicao, os
isolados do RS diferem genotipicamente dos isolados dos demais estados brasileiros,
assim como os do Distrito Federal e de Minas Gerais (Rabello et al., 2020; Rodrigues et
al., 2022).

Atualmente a esporotricose ¢ uma problemdtica nacional incluida na lista de
doencgas tropicais negligenciadas (DTNs) pela OMS em 2023 (OMS, 2023). Esse

reconhecimento da OMS demonstra a importancia da prevengao e controle da doenca e
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propicia a visibilidade global da hiperendemia, estimulando financiamentos,
implementagao de politicas de satide publica e esfor¢os de pesquisa cientifica. No Brasil,
até o ano de 2024 ndo havia notificacdo compulséria em ambito nacional, somente
esforcos de estados e municipios que decretaram a notificacdo compulsoéria para auxiliar
no controle e vigilancia da doenga. O que era deflagrado como urgéncia perante a alta
endemicidade da doenga no pais (Xavier et al., 2023). No Rio de Janeiro a esporotricose
passou a ter obrigatoriedade de notificacdo a partir de 2013, Pernambuco em 2016 e
Paraiba 2018. Parand, Mato Grosso do Sul e Espirito Santo, s3o estados onde a
esporotricose estd na lista de notificagdo compulsoria desde 2020 e na Bahia em 2023
(Rio de Janeiro, 2013; Pernambuco, 2016; Paraiba, 2018; Parana, 2020; Mato Grosso do
Sul, 2020; Espirito Santo, 2020; Bahia, 2023). No Rio Grande do Sul, até o ano de 2024,
ndo havia obrigatoriedade de notificar os casos da doenga, porém, algumas instituigdes
mantinham o registro dos casos a disposi¢ao, e em junho deste ano foi emitida a Portaria
n°® 440/2024 pela Secretaria Estadual da Saude (SES) com orientagdes aos profissionais
de saude sobre o manejo correto dos casos a serem notificados através da Nota Técnica
n°® 3/2024 publicada pelo Centro Estadual de Vigilancia em Saude (CEVS) (Rio Grande
do Sul, 2024). Felizmente em 2025 a notificacdo compulsoria da esporotricose tornou
obrigatoria em todo territorio nacional devendo ser notificada no Sistema de Informagao
de Agravos de Notificagao (Sinan). Com essas medidas espera-se a compreensao do real
cenario epidemioldgico da doenca no pais (BRASIL, 2025). Essas iniciativas servem para
compreender o panorama nacional e regional através do monitoramento epidemiologico
e contribuir para o desenvolvimento de politicas publicas eficazes, como distribuicdo de
recursos, campanhas de conscientizacao, cadeia de transmissao dessa zoonose e incentivo

a pesquisa visando o controle da expansdo da esporotricose (Alvarez et al., 2022).

2.1.4 Patogenia e formas clinicas

A principal via de infeccdo do hospedeiro € por inoculagdo traumatica de
Sporothrix spp. na derme, veiculada por vegetal contaminado ou animal (Barros et al.,
2010; Lopes-Bezerra et al., 2018). A partir dessa implantacao, se da a transi¢ao dimorfica
do fungo, para adaptacao a temperatura corporal, passando de conidio para levedura. Por
esse processo, ele € capaz de resistir a fagocitose e inicia sua reproducdo, o que, em
conjunto com a resposta inflamatoria do organismo do hospedeiro, leva a dano tecidual e

a lesdo. Essas lesdes podem apresentar caracteristicas nodulares, em fistulas, ou ulceradas
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e com borda arroxeada (Barros et al., 2011; Gremido et al., 2014; Boyce e
Andrianopoulos, 2015). Observa-se ainda a capacidade do fungo a progredir/disseminar
por vasos linfaticos, o que caracteriza fortemente a doenga através do chamado corddo
esporotricdide, que se manifesta por lesdes nodulares que acompanham o trajeto linfatico,
principalmente nos bragos. Mais raramente a infec¢do pode ocorrer por inalacdo ou
contato direto com mucosas (Barros et al., 2011).

Em humanos, a esporotricose se apresenta de distintas formas na clinica médica,
sendo principalmente a cutanea-fixa e a linfocutanea. A cutanea fixa ocorre em cerca de
25% dos casos, em que a lesdo se mantém no local de inoculagao, porém tende a progredir
para a linfocutanea, correspondendo entre 60% e 80% dos casos, na qual hd acometimento
linfatico. As lesOes iniciais caracterizam-se por papulas vermelhas que podem evoluir
para lesdes ulcerativas. Os locais onde as lesdes costumam ser predominantes, em adultos,
sdo bracos, pernas e tronco, € nas criancgas, face e pescoco (Lopes- Bezerra et al., 2006;
Barros et al., 2011; Concei¢ao-Silva e Morgado, 2018; Queiroz-Telles et al., 2022).

Em pacientes imunossuprimidos, a doenca pode evoluir com manifestagcdes
cutaneo disseminada ou sist€émica, ocorrem de forma menos comum, porém com grande
impacto a vida do paciente, incluindo as formas osteoarticular, pulmonar e meningite
(Conceigao-Silva e Morgado, 2018). As chamadas apresentagdes atipicas, como infecgdes
em mucosa (mucosa nasal e/ou oral e principalmente ocular) tem sido cada vez mais
relatadas, assim como as reacdes de hipersensibilidade, e geralmente associadas a
infecgdo por S. brasiliensis (Poester et al., 2024).

Os gatos, principais vitimas da doenca, manifestam uma forma grave, com lesdes
iniciais principalmente em face ou patas, porém com frequente disseminagao, podendo
levar ao 6bito do animal (Lloret et al., 2013; Gremido et al., 2020). As lesdes cutaneas
sdo também principalmente ulceradas, podendo drenar exsudatos serossanguinolentos
e/ou purulentos. Algumas lesdes formam crostas, zonas de necrose expondo musculos e
0ssos e, na forma disseminada da doenca ha acometimento dos pulmdes (Schubach et al.,
2004; Gremido et al., 2020). Os gatos podem manifestar sinais respiratdrios como,
espirros, secrecao nasal, dispneia, letargia, depressao, anorexia e febre antes mesmo de
manifestagdes cutaneas se tornarem evidentes (Schubach et al., 2004; Lloret et al., 2013).
O grande impacto observado nesses animais tem sido associado a alta carga fingica
encontrada nas lesdes cutaneas. Isso gera grande sofrimento aos animais e tutores,
aumentando o abandono e a disseminacao da doenga para outros gatos e seres humanos.

Isso traz um grande alerta para necessidade a¢des de prevencao, diagndstico antecipado,
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acesso a tratamentos mais eficazes e medidas que reduzam a consequéncias da doenca
(Sanchotene et al., 2015; Gremido et al., 2020, Rodrigues et al., 2022).

Diferentemente das outras espécies animais, lesdes com granulomas malformados
e alta carga fungica, sdo comuns em gatos com esporotricose independentemente de
coinfec¢des por retrovirus, que causam imunossupressao, demonstrando a suscetibilidade
dessa espécie ao fungo (Gremido et al., 2017). Porém a esporotricose nao se restringe
apenas ao gato, ha relatos de muitos outros animais infectados incluindo caes, equinos,
bovinos, ratos e animais selvagens (quatis, felinos; primatas e tamanduéd-bandeira)
demonstrando o cendrio diversificado em que o fungo ¢ capaz de adaptar-se (Rabello.,

2020).

2.1.5 Diagnostico da esporotricose

O diagnostico da esporotricose inicia pela suspei¢do clinica, a qual requer o
histérico do paciente, pelo qual € avaliado o tempo de aparecimento das lesdes, se 0
paciente teve contato ou ndo com gatos, e se ha pratica de alguma atividade agricola ou
de jardinagem. Clinicamente sdo observadas lesdes linfocutdneas, com uma ou mais
papulas pequenas e ndo sensivel, ou Ulceras e/ou cordao esporotricoide. Essas lesdes ndo
apresentam secrecdo purulenta, salvo em caso de coinfeccdo bacteriana (Lopes- Bezerra
et al., 2006; Barros et al., 2011; Concei¢do-Silva e Morgado, 2018).

Na suspeita clinica de esporotricose, sdo coletadas amostras das lesfes através de
swab estéril, preferencialmente com meio de transporte, ou biopsia. As amostras sao
processadas, por exame micoldgico direto e/ou histopatologia (coloracdo de Gram,
Giemsa, Periodic Acid Schiff (PAS), Grocott), exames que, embora menos sensiveis que
a cultura, quando positivos revelam células leveduriformes com aspectos caracteristicos,
com estruturas ovaladas, alongadas podendo estar em fagocitadas por macrofagos do
hospedeiro. Estes métodos possuem uma sensibilidade entre 47,2 e 87% (Carnero et al.,
2018; Gremido et al., 2020; Rodrigues et al., 2022). Em paralelo, as amostras sao
semeadas em Sabouraud com cicloheximida e incubadas em estufa a 25-30°C e 37°C,
para obter ambas as fases do fungo confirmando seu dimorfismo térmico. O isolamento
de Sporothrix sp. em cultivo ocorre geralmente dentro de 5 a 14 dias e é o método
considerado padréo-ouro para o diagnostico da doenga (Barros et al., 2011; Rudramurthy
¢ Chakrabarti, 2017; Rodrigues et al., 2022).

Em casos de esporotricose pulmonar ou disseminada exames complementares séo
necessarios, incluindo exame de imagem através de Raio-X e tomografia (Aung et al.,
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2013; Fichman et al., 2022). Em casos de suspeita de acometimento meningeo, liquor
deve ser coletado (Rodrigues et al., 2022).

E possivel confirmar fenotipicamente a identificagdo em nivel de complexo
Sporothrix pela formacéo da cléssica estrutura reprodutiva similar a “margarida”, e seu
dimorfismo térmico (Marimon et al., 2007, Rodrigues et al., 2020). Porém para
identificacdo em nivel de espécie deve haver biologia molecular. Testes Moleculares
como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), identificam a espécie com alta
sensibilidade e especificidade. Atualmente a deteccdo do material genético do fungo
diretamente a partir da amostra clinica, caracterizando o diagnostico molecular da
esporotricose € promissor, porém ainda ndo foi padronizado e ndo esta disponivel

comercialmente (Rodrigues et al., 2022; Trapaga et al., 2024).

2.1.6 Tratamento

O farmaco de elei¢do para o tratamento da esporotricose nos mais distintos
hospedeiros ¢ o itraconazol (ITZ) (Kauffman et al., 2007; Barros et al., 2011; Poester et
al, 2022; Rodrigues et al., 2022). Da classe dos azois, esse triazol age inibindo a enzima
lanosterol 14o0-demetilase, que ¢ fundamental para a sintese de ergosterol, principal
componente da membrana celular do fungo. Isso gera instabilidade e aumenta a
permeabilidade da membrana celular, o que resulta na morte da célula freando a
proliferacdo das coldnias fungicas (Borba-Santos et al., 2014). Administrado via oral, € o
tratamento de primeira escolha e deve ser feito por periodos prolongados para garantir a
cura e evitar recidivas.

Na falha do ITZ ou em pacientes com contraindicagdo ao seu uso, outras, outras
terapias podem ser consideradas, como o iodeto de potassio (KI) que possui menor custo
e pode auxiliar a agdo do ITZ, além da termoterapia, utilizada como terapia
complementar. Em casos mais graves, especialmente em pacientes imunossuprimidos ou
com envolvimento sistémico, a anfotericina B deve ser administrada por via intravenosa,
seguido de manutengdo com itraconazol. No entanto a anfotericina B possui alta
nefrotoxicidade, tendéncia a causar anemia e costuma acumular-se em tecidos ricos em
colesterol, como, bago, figado e rins. Sendo fundamental o monitoramento da fun¢do
renal e hemograma durante tratamento (Kauffman et al., 2007; Rodrigues et al., 2022).

A anfotericina B ¢ da classe dos polienos, atua se ligando ao ergosterol, permitindo

a passagem de ions, como magnésio (Mg?*) e potassio (K*) e outras moléculas pequenas.
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Isso gera um desequilibrio osmético, e consequentemente lise celular com a morte do
fungo (Rodrigues et al., 2022; Borba-Santos et al., 2014). Em adi¢do, da classe das
alilaminas, a Terbinafina ¢ um medicamento indicado como terapia alternativa e age
inibindo a enzima esqualeno epoxidase, conversora de esqualeno em lanosterol, precursor
do ergosterol, causando o actimulo intracelular de esqualeno e consequente dano a
membrana celular e morte do fungo (Mahajan, 2014; Borba-Santos et al., 2014).

No tratamento da esporotricose humana atualmente ¢ recomendado o uso de ITZ
em doses entre 100 e 400 mg por dia em casos das formas cutdnea disseminada e
extracutanea, por um periodo de 3 a 6 meses. O tratamento deve continuar até 4 semanas
apos a resolucdo completa das lesoes, entretanto, dependendo do historico do paciente ou
da nao eficécia do ITZ, o tratamento com anfotericina convencional (desoxicolato) deve
ser administrado com 0,3 a 1,5 mg/kg/dia, enquanto a Lipossomal pode chegar a 5 a 10
mg/kg/dia. Pode variar entre 4 e 12 semanas, dependendo da resposta clinica, como em
casos de esporotricose disseminada ou pacientes imunocomprometidos. Em tultimo caso,
poderé ser administrado a terbinafina em doses de 250 mg/dia (Kauffman et al., 2007,
Poester et al., 2022).

Em animais, assim como nos humanos, o tratamento de elei¢ao é o ITZ, as doses
podem variar de acordo com a espécie, sendo, em gatos, 100 mg por dia (5-10 mg/kg) e
caes: 5 mg/kg por dia. O tratamento deve ser mantido por no minimo 30 dias ap0s a cura
clinica (quando héd o desparecimento das lesdes). A duracdo ¢ em média 3 a 6 meses.
Porém, o principal fator de dificuldade na administragdo desse tratamento ¢ o manejo
diario do gato para ingerir os comprimidos. Em adigao, vale ressaltar os altos custos que
o medicamento possui (Kauffman et al., 2007; Gremiao et al., 2020; Poester et al., 2022).
Além disso, ha relatos de efeitos adversos em gatos, como vOmitos, anorexia €
hepatotoxicidade. Devido os efeitos teratogénicos, esses medicamentos ndao sdo
recomendados para as gatas prenhas. Nesses casos recomenda-se o uso de iodeto de
potéassio em associacdo a termoterapia (Gremido et al., 2020).

Ja em animais com esporotricose disseminada, nos quais hé falha do tratamento
com itraconazol e/ou imunossuprimidos, o tratamento pode ser com Anfotericina B. A
administracdo € via intravenosa, em infusdo lenta (2 a 4 horas), nas dosagens de 0,5 a 0,8
mg/kg, duas a trés vezes por semana. Nao excedendo a dose cumulativa maxima: 10 a 15
mg/kg por um periodo em média de 4 a 8 semanas. No entanto, o monitoramento
frequente de funcgdes renais e hepaticas € necessario devido a toxicidade da anfotericina

B. Outra op¢do com menor toxicidade ¢ a Anfotericina B Lipossomal, podendo ser
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utilizada em doses de 1 a 3 mg/kg, duas a trés vezes por semana, ndo excedendo a dose
cumulativa maxima: 15 a 20 mg/kg e por um periodo de tratamento entre 4 a 8 semanas.
Caso as opgoes anteriores falhem uma terapia alternativa ¢ a Terbinafina em doses de 20
a 30 mg/kg uma vez ao dia, via oral, por cerca de 3 a 6 meses e devera mantido por no
minimo 4 semanas apos o desaparecimento dos sintomas (Kauffman et al., 2007; Gremido
et al., 2020; Poester et al., 2022).

No tratamento com o ITZ ¢ valido salientar, que, por ser uma substancia lipofilica,
possui melhor solubilidade em pH 4&cido, dissolvendo com maior facilidade e
proporcionando uma melhor absor¢do pelo intestino melhorando a biodisponibilidade do
ITZ. Contudo, ¢ recomendada sua administragdo junto a ingestao de bebidas dcidas como
refrigerantes ou sucos (Jaruratanasirikul e Kleepkaew, 1997), e contra-indicado seu uso
em associacdo a medicamentos antidcidos, inibidores da bomba de protons (como
omeprazol) ou bloqueadores de H2 (como ranitidina) (Lohitnavy et al., 2005).

Além das limitacdes referentes ao alto custo, interacdes medicamentosas ¢ efeitos
colaterais, salienta-se a resisténcia de Sporothrix spp. ja descritas in vitro € in vivo aos
antifungicos habituais. Os microrganismos podem desenvolver mecanismos de
resisténcia por distintas formas, e, com relagdo ao ITZ, em especial, por mutacdes no gene
ERGI11 e superexpressdo de bombas de efluxo; o mesmo ocorre com a terbinafina, porém
com mutagdes no gene SQLE (Ortiz et al., 2019). J4 na anfotericina B, a resisténcia ¢
bastante incomum, porém podem ocorrer alteragdes na sintese de ergosterol (Loguercio-
Leite et al., 2006). Isso demonstra um fator preocupante no tratamento da esporotricose,
que instiga a importancia do uso racional dos antifingicos, e ressalta a necessidade do
desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas para o tratamento eficaz da doenga

(Poester et al., 2022; Xavier et al., 2023).

2.2 Reposicionamento de farmacos

O desenvolvimento de um novo medicamento ¢ um processo que abrange varios
fatores e etapas de suma importancia, para conferir ao produto entregue a seguranga para
ser utilizado de forma eficaz pelo paciente. Mas esse ciclo pode levar décadas, ter um alto
custo e serem necessarias muitas etapas, como, por exemplo, identificagdo de um novo
composto promissor, identificar alvos terapéuticos, como enzimas, proteinas e
envolvimento em processos patologicos. Sao necessarios ainda, realizar varios testes in
vitro e in vivo para avaliar fatores como: toxicidade, farmacocinética e farmacodinamica
(Mohammad Jafari et al., 2018; Kim et al., 2020), além da submissdo a agéncias
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reguladoras, como, FDA e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
aprovacao para uso comercial (Xue et al., 2018).

Buscando alternativas mais rapidas e com menor custo para o desenvolvimento de
terapias, o reposicionamento de farmacos vem sendo implementado em diferentes
vertentes da industria de medicamentos. Essa modalidade possui muitos beneficios e visa
explorar novas indicagdes terapéuticas para medicamentos que ja sao comercializados. A
grande vantagem ¢ utilizar um farmaco ja aprovado, com diversas etapas pré-clinicas ja
conhecidas para tratar uma determinada condigdo, e empregar em outras doengas (Kim et
al., 2020; Gomez-Gaviria et al., 2024). Isso culmina com um grande beneficio que ¢ a
diminui¢do significativa dos custos (Mohammad Jafari et al., 2018; Kim et al., 2020;
Gomez-Gaviria et al., 2024).

Nesse contexto, sdo avaliadas, as etapas de compreensao do mecanismo de acao
do medicamento e a pesquisa de novas doencas possiveis de serem tratadas com eficacia
e identificacdo de alvo terapéutico. E possivel fazer, estudos in silico e in vitro, em que
se utiliza a expertise de ferramentas computacionais para compreender a acao do fairmaco,
e ainda que ja seja um medicamento aprovado e/ou utilizado, os ensaios clinicos fase I e
[T para compreender e aferir a eficdcia na nova utilizagdo (Xue et al., 2018; Kim et al.,
2020; Gomez-Gaviria et al., 2024).

Nas doengas fingicas, o reposicionamento de farmacos tem sido aplicado para o
combate crescente da resisténcia aos tratamentos habituais. Incluindo doengas como
candidiase, mucormicose, criptococose, aspergilose, histoplasmose e inclusive
esporotricose. Nesse processo, técnicas computacionais contribuem com maior acuracia
e agilidade na identificagdo de compostos eficazes. Isso ressalta as vantagens dessa
pratica no enfrentamento das doencgas fingicas e estimula a continuidade pelas buscas de
novas opgoes (Xue et al., 2018; Kim et al., 2020; Gémez-Gaviria et al., 2024).

Portanto, através do reposicionamento de farmacos se torna possivel a
significativa reducdo de custos e otimizagdo tempo. O que se torna uma pratica muito
eficaz para ser utilizada na busca de novos tratamentos para doengas negligenciadas,
dentre elas a esporotricose, haja vista, as poucas opcdes de tratamento disponiveis
comercialmente até o momento (Mohammad Jafari et al., 2018; Gomez-Gaviria et al.,

2024).

2.2.1 Organoselénios como novas opcoes terapéuticas para micoses
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Os compostos organicos de selénio sdo substincias quimicas que contém atomos
de carbono ligados a selénio, podendo ser classificados de acordo com a sua estrutura
molecular. O selénio € uma substancia essencial para a vida, ¢ em baixas quantidades no
organismo aumentam as chances de desencadear doengas degenerativas (Kieliszek et al.,
2019). Presente em oleaginosas, como, castanhas-do-Par4, nozes, améndoas, amendoim,
avelas, sementes de girassol e abobora, ¢ também encontrado em leguminosas, laticinios,
alguns frutos do mar, como peixes € mariscos, e inclusive em carnes vermelha, de frango
e visceras. Tem comprovada agdo contra radicais livres e consequentemente combate ao
estresse oxidativo (Kieliszek et al., 2019; Hu et al., 2021).

Os organoselénios, vem demonstrando eficacia em diferentes focos de estudos,
como, atividade antiviral, antimicrobiana, quimiopreventiva, antidepressiva a ansiolitica,
atividades hepato e gastroprotetoras, renoprotetora, cardioprotetora, atividade mimética
da insulina, neuroprotetoras e com beneficios associados a memoria (Benelli et al., 2021;
Nogueira et al., 2021). Dentre as suas inimeras capacidades conhecidas até o momento,
¢ importante destacar sua atividade antioxidante. Por ser um cofator fundamental para
muitas selenoproteinas antioxidantes, permite com que Glutationa Peroxidase (GPx) seja
capaz de neutralizar espécies reativas de oxigénio (ROS), o que confere protecdo as
células contra o estresse oxidativo (Mugesh et al., 2001; Benelli et al., 2021), e mantém
o equilibrio redox da célula através da Tioredoxina Redutase (TrxR), indispensavel para
a sobrevivéncia. Agem reduzindo radicais livres, dentre eles peroxidos de hidrogénio
(H20.), atuando na preven¢do de dano oxidativo ao DNA, lipideos e proteinas (Mugesh
et al., 2001; Mamgain et al., 2023).

Outro beneficio dos organoselénios envolve a modulacdo do sistema imunolégico.
Possuem a capacidade de estimular a resposta imune, promovendo a proliferacao de
células T e aumentando a producao de citocinas pro-inflamatoérias. Possuem a capacidade
de inibir a expressdo de mediadores inflamatérios. Através da modulagdo de vias de
sinalizacdo celular, regulam a expressdo de genes responsaveis pela inflamagdo e
imunidade, isso possibilita a diminui¢do de doencgas inflamatdrias cronicas e de infecgdes.
Outros importantes fatores que conferem a estes compostos grande vantagem ¢ a
atividade antitumoral e a capacidade de reduzir a angiogénese, € mutagdes genéticas
causadoras de cancer (Naithani, 2008; Azad e Tomar, 2014; Nogueira et al., 2021).

Portanto, estes derivados organicos de selénio sdo indispensaveis para o
organismo humano, desempenhando fungdes essenciais, contribuem através das suas

propriedades anti-inflamatdrias antioxidantes e antitumorais. S3o encontrados tanto em
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fontes naturais quanto sintetizados quimicamente. Possuem inimeros beneficios na
suplementagdo humana, entretanto em altas doses podem ter efeitos toxicos. Na literatura,
compostos a base de seleneto, disseleneto de difenila e ebselen tem demonstrado também
sua a¢do antimicrobiana em relagdo a bactérias patogénicas e fungos incluindo varios
patdgenos com promissora eficacia (Di Leo et al., 2019; Benelli et al., 2021; Nogueira et

al., 2021; Santi et al., 2021; Alves de Lima e Silva & Rio-Tinto, 2024).

2.2.1.1 Ebselen

O ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona) (figura 3) ¢ um composto
organico de selénio lipofilico, produzido sinteticamente (Azad e Tomar, 2014). Na sintese
do ebselen se utiliza a catalisagdo por cobre para formar o anel heterociclico Selénio-
Nitrogénio, importante para a estrutura organica. A partir disso, ocorre a reagao de amidas
haloaromadticas, utilizando iodeto de benzamida, em conjunto com carbonato de potassio,
po de selénio e o iodeto de cobre que tem papel catalisador. Isso acontece em etapa unica
resultando em um composto com elevado grau de pureza (Engman et al., 1989; Balkrishna

etal., 2010).

/N
Se

Figura. 3 Estrutura quimica de Ebselen (2-fenil-1,2-benzosselenazol-3(2H)-ona)

Possui boa estabilidade quimica e bioldgica, tanto em meio aquoso quanto
lipidico, possibilitando seu desempenho em varios locais da célula. Em altas doses pode
causar efeitos adversos, como, distirbios neurologicos e danos hepaticos e alteragdes no
metabolismo de tio6is, desequilibrando a capacidade redox celular (Azad e Tomar, 2014).

O ebselen possui a capacidade de mimetizar a acdo da glutationa peroxidase
(GPx), esta enzima esta associada com a prote¢do das células contra o estresse oxidativo.
Portanto reduz as espécies reativas de oxigénio (ROS), como o peroxido de hidrogénio
(H202) e radicais livres. Outro importante fator estd relacionado com a regeneragao
continua pela intera¢do com tidis, incluindo a glutationa (GSH), essa substancia confere

o ebselen sua capacidade antioxidante (Alves de Lima e Silva & Rio-Tinto, 2024).
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Propriedades anti-inflamatdrias, hepato, gastro e neuroprotetoras, antimicrobianas
e antivirais do Eb sdo descritas (Azad e Tomar, 2014; Sies e Parnham, 2020; Benelli et al.
2021; Nogueira et al., 2021; Ali et al., 2024). Esse farmaco esta aprovado pelo FDA para
o tratamento da diabetes e perda auditiva, com significativa redugao dos efeitos da doenca
em estudos pré-clinicos fase 2 (Beckman et al., 2016; Kil et al., 2017) e tem sido estudado
para o tratamento de Alzheimer, transtorno bipolar, ansiedade, depressao, perda auditiva,
doencas cardiovasculares, diabetes, artrite, derrame, aterosclerose, infec¢ao pelo SARS-
CoV-2, Sindrome da Angustia Respiratoria do Adulto (SARA), cancer e doencas
inflamatorias cronicas (Weil 1915; Watson-Williams 1919; Free-man 1922; Azad e
Tomar, 2014; Singh et al., 2013; Sies e Parnham, 2020; Nogueira; Ramli et al., 2022; Ali
et al., 2024).

No quesito antimicrobiano, o ebselen ¢ capaz de induzir danos ao DNA na
levedura Saccharomyces cerevisiae promovendo a ativacdo das proteinas quinase de
ponto de verificagcdo e desrepressdo de genes de resposta a danos no DNA (Larabee et al.,
2008). Muitos mecanismos de ac¢ao antifiungica tém sido propostos incluindo: inibi¢ao de
bombas de efluxo de membrana H + -ATPase, o que ativa a resposta a danos no DNA,
alteracdao em proteinas nucleares e a inibi¢dao de glutamato desidrogenase e da atividade
inibitoria através da deple¢cdo de GSH intracelular, que culmina com a elevagdo da
producao de ROS, prejudicando a homeostase (Azad e Tomar, 2014; Alves De Lima e
Silva & Rio-Tinto, 2024).

O potencial antifingico do ebselen vem sendo evidenciado em diversos estudos
(Tabela 1). Dentre eles, uma triagem da Prestwick Chemical Library, biblioteca de
reutilizacdo de 1.280 moléculas pequenas que engloba em grande parte medicamentos
aprovados por patentes, destacou-o como um medicamento altamente promissor contra
Candida auris. Frente a essa espécie fungica emergente e multirresistente o Eb teve acdo
inibitéria em concentracdes baixas de 2,5um, e de anti-viruléncia, com capacidade de
reducdo da producdo de biofilme (Wall et al., 2018). O Eb foi também descrito como
altamente promissor para o tratamento da aspergilose invasiva, por ensaio experimental
em modelo murino, reduzindo a carga fungica em animais tratados de forma similar ao
antifungico de eleicdo (Sakita et al., 2021).

Estes promissores efeitos tanto em células fingicas tanto filamentosas quanto
leveduriformes, geram grandes expectativas a respeito das potencialidades deste
promissor medicamento para o enfrentamento da esporotricose. Sugestionando que seu

potencial antioxidante possa interferir na protecdo e autorregulacdo da célula contra o
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estresse oxidativo. Sendo uma possivel promissora op¢do no combate contra a

esporotricose.

32



Quadro 1. Estudos demonstrando o potencial do ebselen com (CIM) frente a fungos

filamentosos e leveduriformes, durante o periodo de 2009 a 2024.

Espécie CIM Principais Resultados | Referéncia
pg/mL
Leveduras Candida auris 2,5 100% de inibicao Wall et al,
2018
Candida albicans, C. glabrata, C. 0,5-2 100% de inibigdo Thangamani
tropicalis, C. etal., 2017
parapsilosis, Cryptococcus
neoformans, C. gattii
Candida albicans e Candida 20 Ebselen, promissor Vartak et
tropicalis nanoemulgel para o al., 2018
tratamento de infec¢do
fingica topica
S. cerevisiae, C. albicans resistente 3-6 Ebselen foi fungistatico Billack et
a fluconazol contra trés cepas de S. al., 2009
cerevisiae
C. glabrata 3,4-6,8 Efeito fungicida Menon et
al., 2021
Candida auris 0,5a Inibicao Oliveira et
64 al, 2019
Candida parapsilosis 0,06-4 | Atividade in vitro contra | Chassot et
1solados suscetiveis a al., 2016
equinocandina
Trichosporon asahii 0.25-8 Sinergismo contra Kubica et
resistentes ao fluconazol al., 2019
Filamentosos Fusarium spp. 2-8 Inibicao Venturini et
al., 2016
Aspergillus 16 - 64 Inibicao Marshall et
fumigatus al, 2019
Aspergillus fumigatus 4-12 | Redugdo de 8 -16 ug/mL. | Bing Yu et
Destruiu membrana al., 2024
fingica; eficaz contra
ceratite fingica
Aspergillus 4 Reducgao carga fingica in | Sakita et al,
fumigatus vivo 2021
Trichophyton mentagrophytes 0,4-0,5 Atividade antifingica Gnat el al,
2022
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade antifungica in vitro do ebselen frente as principais espécies

patogénicas de Sporothrix.

3.2 Objetivos especificos
* Determinar a concentragdo inibitéria minima e a concentragdo fungicida

minima do ebselen frente a isolados de Sporothrix spp.;
» Comparar o perfil de suscetibilidade entre as espécies Sporothrix brasiliensis,

S. schenckii e S. globosa.

» Avaliar a interacdo entre o ebselen e o itraconazol na agao contra os isolados

de Sporothrix spp.
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In vitro inhibitory activity of ebselen alone and in combination with itraconazole
against Sporothrix spp.

Diulien Canary de Lima'? Vanice Rodrigues Poester!, Bruna Muradas Esperon'?,
Emilia Ferreira Andrade'? Jessica Estefania Davila Hidalgo!? Rosely Maria Zancopé
Oliveira®, Rodrigo Almeida Paes*, Cristina Wayne Nogueira®, Gilson Zeni’, Melissa
Orzechowski Xavier!*
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3Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), PPGBTox.
“Laboratério de Micologia, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundagio
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Abstract

Given the potential of organoselenium compounds in treating sporotrichosis, we aimed
to evaluate the antifungal activity of ebselen alone and in combination with itraconazole
against Sporothrix spp. A total of 25 isolates were tested using microdilution and
checkerboard assays. Ebselen alone, at concentrations <l16ug/ml, exhibit a reduction of
50% of the fungal growth in all the isolates, including S. schenckii and S. brasiliensis
isolates classified as non-wild-type for itraconazole. The complete inhibition of fungal
growth was observed against 84% of the isolates. Antagonism was the main effect
observed in the combination with itraconazole. Further studies are needed to confirm the
potential of ebselen as a repurposed drug for the treatment of sporotrichosis.

Keyword: microdilution assay; sporotrichosis; organoselenium; antifungals, zoonosis.
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Fungi from the genus Sporothrix comprehend three main clinical species: S.
schenckii, S. globosa, and S. brasiliensis, which differ in geographical distribution,
virulence, and source of infection'. S. schenckii and S. globosa are associated with
sapronotic transmission, with a worldwide distribution (S. schenckii) or mostly in Asian
countries (S. globosa)'?. On the other hand, S. brasiliensis, the most virulent species, is
primarily associated with cat transmission and is distributed across the South American
continent®.

Sporotrichosis has emerged as a global public health concern over the last decade,
primarily due to S. brasiliensis®. Significant challenges in disease control are linked to
treatment limitations, including a restricted number of available antifungal options, a low
cure rate in domestic cats (40%—77%), prolonged treatment duration, high costs, and
increasing reports of resistance to the drug of choice, itraconazole (ITZ)"*. Therefore, the
development of new therapies for sporotrichosis is urgently needed.

Organoselenium compounds exhibit potential antifungal activity against molds,
yeasts, and dimorphic fungi, and their known pharmacological properties (antioxidant,
anti-inflammatory effects, and deposition in adipose tissue) make them promising
candidates for the treatment of sporotrichosis>®. Two compounds, diphenyl diselenide
(DD) and ebselen (Eb), are particularly noteworthy. DD have already been tested in vitro
and in vivo against Sporothrix spp. exhibiting promising activity®”®. Given that Eb has
the advantage of being an FDA-approved drug for treating chronic diseases®, our study
aimed to evaluate its in vitro activity against Sporothrix spp. both alone and in
combination with ITZ.

Twenty-five Sporothrix spp. isolates (S. brasiliensis n=20; S. schenckii n=4; S.
globosa n=1) were included in the study. Ebselen (Eb) was synthesized with 99% purity
according to the method of Engman and Hallberg', and itraconazole (ITZ) was
commercially obtained (Sporanox®, Janssen). Stock solutions of both drugs were
prepared in Dimethyl Sulfoxide at 100x their final in vitro concentrations. Preliminary
test for compound dilution in RPMI 1640 was conducted to determine the highest
concentration, being Eb tested at concentrations ranging from 0.5 to 32ug/mL. ITZ
ranged from 0.03 to 8 pug/mL.

The activity of Eb alone was evaluated using a microdilution assay in 96-well
microplates, following the M38-A2 protocol of the Clinical and Laboratory Standards

Institute'!, against all 25 isolates. To assess its combination activity with ITZ, a
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checkerboard assay was performed’, which included 12 isolates (S. brasiliensis n=9, S.
schenckii n=2, and S. globosa n=1).

For both tests, a standardized Sporothrix spp. inoculum was prepared using 7-day-
old mold-stage colonies grown on potato dextrose agar at 35°C. The inoculum was diluted
in RPMI 1640 to a concentration of 0.4 x 10* to 5 x 10* Colony Formation Unit/mL,
verified by spectrophotometry (530 nm) and confirmed trough the pour-plate technique''.
Drugs were diluted in RPMI 1640 (1:50), and 100 pL of the inoculum and drugs were
added to the microplates, followed by incubation for 72 hours at 35°C. Tests were
performed in duplicate.

Values of minimal inhibitory concentration (MIC) for Eb and ITZ were assessed
visually. For Eb, two values were considered: the minimum concentration that inhibited
50% of the fungal growth compared to the well of growth control (MICarial) and the
minimum concentration able for a complete inhibition of fungal growth (MICota1). The
minimum fungicidal concentration (MFC) for Eb was determined by plating aliquots
from the wells without visual growth onto Sabouraud agar.

Geometric mean (GM) of partial and total MIC of Eb was calculated. Interaction
with ITZ was analyzed by determining the fractional inhibitory concentration index
(FICi) using MIC values able for a 100% of fungal inhibition!!, being classified as strong
synergism (FICi < 0.5), weak synergism (0.5 < FICi < 1), additive (1 < FICi < 2),
indifference (FICi = 2), or antagonism (FICi > 2)’. Isolates of S. brasiliensis and S.
schenckii were classified regarding ITZ susceptibility as wild-type (< 2 pg/ml) or non-
wild-type (> 2 pg/ml)'.

Eb alone was able to reduce 50% of the fungal growth in all isolates, with
concentrations ranging from 0.5 to 16 pg/ml, resulting in a GM of MICparial of 4pg/ml.
Total inhibition of Sporothrix spp. growth by Eb was achieved against 84% of the isolates,
at concentrations between 4 and 32 pg/ml, with a GM of 28 pg/ml (Table 1).

Fungicidal activity was not detected for Eb against any of the isolates tested. Eb
exhibited an antagonistic effect when combined with ITZ; however, in 42% of the 1solates
(5/12), a double-sized effect was observed, with antagonism at higher concentrations and

synergy at lower concentrations of Eb (Table 2).
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Table 1. Results of the minimum inhibitory concentration (MIC) of Ebselen (Eb) (50% and 100% of
inhibition) against Sporothrix brasiliensis (n=20), S. schenckii (n=4) e S. globosa (n=1).

Species ID Source ITZ type* Eb MICpartiat  Eb MICitotal
716 Feline wild-type 8 32
1078 Feline wild-type 1 4
4559 Feline non-wild-type 4 32
4748 Feline wild-type 8 16
9013 Feline wild-type 4 16
9014 Feline non-wild-type 1 16
9015 Feline wild-type 4 32
9016 Feline wild-type 1 16
1878 Human wild-type 8 16
S. brasiliensis 3357 Human wild_-type 16 >32
3952 Human non-wild-type 2 32
4720 Human wild-type 2 32
5150 Human wild-type 8 32
9011 Human wild-type 8 >32
9012 Human wild-type 0,5 32
9018 Human wild-type 16 32
9019 Human wild-type 2 32
9020 Human wild-type 4 32
2691 Environment wild-type 4 32
CBS120339 - wild-type 2 16
1917 Human non-wild-type 8 32
s schenckii 2657 Human non-wild-type 16 >32
' 5196 Human non-wild-type 4 16
7453 Human non-wild-type 16 32
S. globosa 5823 Human - 16 >32

MICpartia: minimum inhibitory concentration exhibiting a reduction of 50% of the fungal growth; MIC otal:
minimum inhibitory concentration able to a complete inhibition of fungal growth. *S. brasilensis and S.
schenckii were classified according to their susceptibility for itraconazole (ITZ) as wild-type (< 2 pg/ml)
or non-wild-type (> 2 pg/ml).
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Table 2. Results of the interaction between Ebselen (Eb) and itraconazole (ITZ) against Sporothrix
brasiliensis (n=9), S. schenckii (n=2) and S. globosa (n=1).

ITZ ITZ
Species ID - Source EbMIC — EbMIC MIC MIC Effect”
alone +1TZ
alone + Eb
) 4 32 0.06 8 ANT
* _

1078* - Feline 4 05 0.06 0.03 WS
4559 - Feline 32 >32 8 >8 ANT
4748 - Feline 16 32 1 4 ANT
16 32 0.5 8 ANT

* _

< brasilionsi 1878% —Human 16 8 05 0.25 WS
- DTASIIEnsts 3357 — Human >32 >32 05 >8 ANT
9011 — Human >32 >32 1 >8 ANT
9020 — Human 32 >32 0.5 1 ANT
2691 — Environment 32 >32 0.5 4 ANT
16 >32 1 8 ANT

*

CBS120339 16 4 1 0.03 SS
1917* 32 >32 4 >8 ANT

S. schenckii 32 0.5 4 0.25 SS
5196 16 32 4 >8 ANT
R >32 >32 4 8 ANT

S. globosa 5823 >32 1 4 5 WS

*Isolates with weak synergism interaction in some wells, and antagonism in others. “Interactions were
defined as strong synergism (SS) (FICi < 0.5), weak synergism (0.5 < FICi < 1), additive (1 < FICi < 2),
indifference (IND) (FICi=2), or antagonism (ANT) (FICi>2). Isolate ID: Isolate identification. MIC:
Minimal Inhibitory Concentration.

Eb has been reported as a promising repurposed drug for treating fungal
infections, including those caused by species commonly resistant to classical antifungal
drugs, such as Candida auris and C. krusei”'>. In vivo studies have also demonstrated the
similar activity of Eb to gold-standard drugs in murine model of fungal keratitis, invasive
aspergillosis, and vulvovaginal candidiasis'*!>!¢. Here, we show for the first time, the in
vitro antifungal activity of Eb against Sporothrix sp., thereby enhancing its spectrum of
action as a potential antifungal drug with a broader. We highlight that the lethal dose of
Eb was estimated to be >500 micromol/kg in both mouse and rat models, which currently
provides a safety margin for the doses analyzed in our in vitro studies'’.

Besides the activity of Eb against S. brasiliensis, S. globosa, and S. schenckii,
species associated with over 90% of sporotrichosis cases, its activity against isolates that
are classified as non-wild-type to ITZ, highlight the potential of this compound as an
alternative in cases of therapy failure due to azole resistance'!>. While Eb did not exhibit

fungicidal effects, its anti-Sporothrix activity induced a 50% reduction in fungal growth
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against all the isolated tested. This partial inhibition in microdilution assay is the
parameter recommended by the Infectious Diseases Society of America'® for determining
the susceptibility to other fungistatic drugs, including echinocandins and some azoles
(fluconazole and ketoconazole). Fungistatic drugs, although not being able of killing
fungal cells, are often sufficient for a successful treatment of mycoses in
immunocompetent hosts. Since Sporothrix is a primary pathogen and most affected hosts
are not immunosuppressed, fungistatic drugs can provide therapeutic success'.

Antagonistic activity of Eb with ITZ has been previously reported, with rates
reaching up to 80% against other fungi (7richosporon asahii and Trichophyton
mentagrophytes)'**°. The antagonism or synergism observed depending on the dosage
could be related to the "dual face" action of Eb, which can function as both pro-oxidants
and antioxidants depending on the concentration, associating with intracellular
mechanism of glutathione (GSH). Eb in the fungal cells depletes GSH levels, resulting in
an increase in reactive oxygen species (ROS), which ultimately leads to apoptosis'>, but
its interaction with ITZ likely disrupted ROS generation, promoting Sporothrix growth
rather than inhibiting it.

In conclusion, our study provides valuable data on the antifungal activity of Eb
against Sporothrix spp., demonstrating that it is more effective when used alone rather
than in combination with ITZ. Given the potential of Eb as a repurposed drug and the
urgent need for new antifungal therapies to address the growing epidemiological problem
of sporotrichosis, further research is needed to fully explore and validate Eb's potential

for treating this mycosis.
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CONCLUSOES

O composto ebselen tem acdo fungistatica anti- Sporothrix, sendo capaz de
inibir o crescimento in vitro de até 96% dos isolados testados em
concentragdes menores que 32 pg/ml. Atividade fungicida foi encontrada em
menos de 10% dos isolados nas concentragdes testadas.

Sporothrix brasiliensis ¢ a espécie mais sensivel in vitro ao composto testado,
demonstrando ser uma promissora op¢ao de tratamento para essa espécie de
importancia médica e epidemioldgica no cendrio mundial. Entretanto, as
demais espécies S. schenckii e S. globosa apresentaram inibicao parcial do
crescimento apoOs exposi¢ao ao Eb.

O Ebselen de forma isolada demonstrou ser capaz de inibir parcialmente e
totalmente o crescimento fungico em 100% e 84% dos isolados,
respectivamente. Em combinagao com itraconazol, foi detectado antagonismo.
Porém, em 25% dos isolados foi observada reacdo de tamanho duplo
(antagonismo em concentragcdes mais altas e sinergismo em concentragdes
mais baixas de Eb). Isso instiga novos estudo para conhecer seu potencial

como medicamento de reaproveitamento para o tratamento da esporotricose.
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