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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea zoonética, cujo principal hospedeiro
€ o felino. Devido a rapida dispersdo via inoculacdo traumatica, esta doenca
representa um sério problema de salde publica. Esta micose é causada pelas
espécies de fungos termodimorficos do género Sporothrix, em especial por 7
espécies que estdo divididas em um clado clinico (as que comumente causam a
esporotricose) e um clado ambiental (espécies patogénicas acidentais). Devido a
essa variacdo de agentes etiolégicos possiveis da esporotricose, a compreensao
dos diferentes perfis de viruléncia e resposta a antifungicos € essencial para um
tratamento rapido e preciso. Assim, modelos alternativos ao murino, mais praticos e
de facil reprodutibilidade, sdo atrativos para estudos comparativos de perfis de
viruléncia. Neste trabalho, larvas da espécie do coledptera Tenebrio molitor, foram
usadas como modelo de inoculacdo experimental para o clado clinico e ambiental de
espécies patogénicas de Sporothrix, demonstrando ser um modelo alternativo
eficiente e reproduzivel. Observou-se maiores taxas de sobrevivéncias das larvas
infectadas com conidios das espécies clinicas e menores das larvas infectadas com
conidios das espécies ambientais. Foi possivel também, por meio da histopatologia,
identificar o dimorfismo do fungo no tecido larval, mesmo fen6meno que ocorre no
hospedeiro mamifero. Os resultados das recuperagdes de UFC’s indicam que as
espécies do clado clinico estdo mais familiarizadas com o ambiente de parasitismo,
se propagando melhor no tecido larval e mantendo o hospedeiro vivo por mais
tempo.

Palavras chave: Sporothrix. Tenebrio molitor. Infec¢do. Viruléncia. Dimorfismo.

Recuperacéo. Clado clinico. Clado ambiental. Modelo invertebrado.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a zoonotic subcutaneous mycosis, which has the feline as the
main host. Due to the rapid spread by traumatic inoculation, this disease represents
a serious public health problem. This mycosis is caused by thermodimorphic fungal
species of the genus Sporothrix, in particular by 7 species that are divided into a
clinical clade (those that commonly cause sporotrichosis) and an environmental
clade (accidental pathogenic species). Due to this range of possible etiologic agents
of sporotrichosis, the understanding of the different virulence profiles and response to
antifungal agents is essential for a rapid and accurate treatment. Thus, alternative
models to the murine, more practical and easily reproducible, are attractive for
comparative studies of virulence profiles. In this work, larvae of the Coleoptera
species Tenebrio molitor were used as an experimental inoculation model for the
clinical and environmental clade of pathogenic Sporothrix species, proving to be an
efficient and reproducible alternative model. Higher survival rates were observed for
larvae infected with conidia of clinical species and lower for larvae infected with
conidia of environmental species. Through histopathology, it was possible to identify
the dimorphism of the fungus in the larval tissue, the same process that occurs in the
mammalian host. The results of CFU's recoveries indicate that the species of the
clinical clade are more familiar with the parasitic environment, by propagating better

in the larval tissue and keeping the host alive for longer.

Keywords: Sporothrix. Tenebrio molitor. Infection. Virulence. Dimorphism.
Recovery. Clinical clade. Environmental clade. Invertebrate model.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma doenca ocasionada pela inoculacdo traumatica das
espécies patogénicas dos fungos do género Sporothrix spp. Trata-se de uma micose
subcutéanea de distribuicdo mundial com maior ocorréncia em regides tropicais e
subtropicais, atingindo humanos e animais. E originalmente conhecida como uma
sapronose ocupacional, popularmente chamada de doenca do jardineiro,
representando um sério problema zoondtico cosmopolita, dispersando-se

majoritariamente pelo hospedeiro felino(GREMIAO et al., 2017).

Apbés semanas, até trés meses, da inoculacdo, a doenca, se manifesta
gerando lesbes cutaneas e, com menor frequéncia, quadros envolvendo mucosas,
0sso0s, articulacfes, musculos e sistema nervoso. Estima-se que entre 75% e 90%
dos casos clinicos sdo representados pela forma clinica linfatico-cutanea,
caracterizada pelo surgimento de nédulos, fistulas e lesdes cutdneas no paciente.
(BONIFAZ & VAZQUEZ-GONZALES, 2013; ORFINO-COSTA et al., 2017). Em
menor frequéncia, € observada a forma sistémica da micose, geralmente em
associacdo a fatores como elevada carga fungica inoculada e quadros de
imunossupresséo, principalmente envolvendo pacientes HIV/AIDS (PAIXAO et al.,

2015).

Inicialmente, a doenca foi descrita em clinica por Beijamin R. Schenck em
1898, a partir do isolamento do agente fungico de lesbes nas maos de pacientes do
hospital John Hopkins, EUA. Na construcdo do perfil clinico, Schenck descreveu
caracteristicas morfolégicas do fungo e a evolucdo da inoculacdo desse
microrganismo em modelo murino. Esse mesmo isolado, posteriormente foi
estudado pelo micologista Erwin F. Smith, do departamento de agricultura em
Washington, que classificou o agente como pertencente ao género Sporotrichum
(Basidiomycota: Polyporales), porém algumas caracteristicas classicas da
conidiogénese simpodial, durante o estado anamorfico, aparecem em géneros
pertencentes a ordem Ophiostomales (Ascomycota) (SCHENCK et al., 1898). Em
1961, Howard descreve o dimorfismo do fungo, o qual, a 25°C, se encontra na

morfologia micelial e, na sua forma parasitaria, a 37°C, sofre uma conversao



morfolégica para levedura. Alguns anos apds o primeiro isolamento, levando em
vista estudos morfolégicos e fisiologicos do microrganismo, Ludvig Hektoen e C. F.
Perkins propéem o género Sporothrix para se referir ao Sporothrix schenckii
(Ascomycota: Ophiostomatales) (HEKTOEN e PERKINS et al., 1900).

Inicialmente, as espécies patogénicas do género Sporothrix foram
classificadas como o complexo S. schenckii, um agrupamento generalista utilizado
até recentemente (OLIVEIRA et al.,, 2014; RODRIGUES et al.,, 2013). Com o
desenvolvimento dos estudos moleculares, foi possivel o sequenciamento associado
ao estudo filogenético do género, que resultou na definicdo de 53 espécies, incluindo
as mais comumente encontradas em amostras clinicas (RODRGUES et al., 2020).
Os principais genes utilizados para identificacdo do género Sporothrix s&o:
calmodulina, B-tubulina, EF-1a e ITS1/ITS2+5.8S (MARIMON et al., 2006;
MARIMON et al.,, 2007; ZHOUL et al., 2014; ANDERSSON et al., 2013).
Consequentemente ocorreu a dissolucdo do complexo Schenkii em S. schenckii
sensu stricto, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei, facilitando também a identificacédo

espécie-especifica do agente.

Com o aprimoramento do conhecimento da biologia do fungo e o
desenvolvimento de pesquisas clinicas, foi possivel notar consideraveis diferencas
morfolégicas, fisiolégicas, genéticas, epidemiolégicas e de viruléncia entre as
espécies. Atualmente, as espécies patogénicas S. brasiliensis, S. schenckii, S.
globosa e S. luriei, sdo definidas como um clado monofilético de relevancia clinica
similar, primariamente isolados de casos animais e humanos, denominado entéo de
clado clinico (de BEER et al., 2016; de HOOG et al., 2015).

Ja as demais espécies de Sporothrix estdo agrupadas em um extenso clado
ambiental, no qual a maioria esta associada a vida saprofitica em substratos no solo
e matéria organica em decomposi¢do. De modo geral, muitas espécies da ordem
Ophiostomales sdo considerados fitopatdgenos e possuem uma relagdo muito
proxima com a vida saprofitica, inclusive existe uma relacdo ecologica muito
interessante entre os fungos dessa ordem com besouros (Coleoptera: Scolytine). Ja
foram identificadas relagcbes de comensalismo, parasitismo e mutualismo entre
espécies do género Sporothrix e esses animais, que aparentemente sao importantes

para a dispersdo ambiental ndo s6 de Sporothrix spp., como também de fungos



Ophiostoma, um género muito proximo filogeneticamente ao Sporothrix
(RODRIGUES et al., 2013; de BEER et al., 2016). Mesmo se estabelecendo esse
paralelo ecoldgico, nunca foram identificadas espécies patogénicas, que costumam

infectar mamiferos, nesse sistema.

Algumas das espécies ambientais podem ser consideradas patogénicas
ocasionais do hospedeiro humano e animal, devido a raros casos descritos em
mamiferos, sendo essas espécies distribuidas nos complexos S. pallida (e.g., S.
chilensis, S. mexicana, S. humicola e S. pallida) e S. stenoceras, porém suas
relagBes ecoldgicas e clinicas ainda ndo se encontram totalmente elucidadas, a
figura 1 apresenta filogeneticamente a distribuicdo das espécies (RODRIGUES et
al., 2020).
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Figura 1 (adaptada de Rodrigues et al., 2020). Distribuicdo das espécies. Distribuicao
filogenética das espécies do género Sporothrix em um clado clinico e outro ambiental, ressaltando as
espécies de importancia clinica em ambos.



Devido as espécies de Sporothrix ocorrerem no ambiente (materiais vegetais
ou solo), a esporotricose tem um importante perfil saprofitico, sendo que muitas
infeccbes se dao a partir da inoculagdo traumética do material ambiental
contaminado por hifas ou esporos fangicos. Além do perfil saprofitico, a
esporotricose se caracteriza como uma zoonose de facil disperséo e dificil controle
devido a forma de infeccdo traumatica, via mordeduras ou arranhaduras,
estabelecendo-se facilmente em vias de infecgao animal-animal e animal-humano
(RODRIGUES et al 2020). O primeiro caso envolvendo a transmissao de um felino
para um humano foi relatado em 1952, Nova York, enquanto no Brasil, em 1907,
Adolfo Lutz e Alfonso Splendore ja tinham descrito o primeiro caso da doenca em
ratos que habitavam o sistema de esgoto de S&o Paulo, constatando a via de
infecgao rato-rato por meio de mordidas (SINGER et al., 1952; LUTZ e SPLENDORE
et al., 1907). Anteriormente ja existiam relatos de equinos infectados no Brasil que
transmitiam a doenca também pela mordida (LARSSON et al., 1898; LEAO et al.,
1934). Por volta dos anos de 1950, um grande numero de casos comegou a ser
relatado na capital paulista, quando Floriano de Almeida e colaboradores, durante o
mapeamento de 344 casos, descrevem a predominancia do perfil zoonédtico da
esporotricose junto com o primeiro relato da zoonose transmitida pela via de

infeccédo felino-humano no pais (ALMEIDA et al., 1955).

No Rio de Janeiro, a partir da metade dos anos 90, ocorreu um aumento
substancial de casos em felinos, se isolando frequentemente S. schenckii da
cavidade oral de animais infectados (SCHUBACH et al.,, 2001). Ainda hoje, a
esporotricose € um sério problema de saude publica no Brasil, ja que sua disperséo
se encontra fora de controle. O hospedeiro felino € o mais afetado pela doenca,
possuindo uma relacdo direta com a espécie S. brasilliensis que predomina no pais,
tendo sido descrita em diversos estados do sudeste brasileiro como Rio de Janeiro,
Sdo Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo e mais recentemente em regidoes
metropolitanas do Nordeste (RODRIGUES et al., 2020).

Pelo mundo, mais de 80% dos casos sdo causados por uma Unica espécie,
de prevaléncia geografica especifica, esse fato muito provavelmente, relaciona-se a
um perfil clonal de reproducéo, se traduzindo em um surto local. Por exemplo, na
Asia 99,3% dos casos sdo causados pelo S. globosa, enquanto na Australia e na

Africa do Sul o S. schenckii é responséavel por 94% dos casos. Ja no sudeste da



Ameérica do Sul o S. brasilliensis aparece em 88% dos casos enquanto na América
Central e do Norte 0 S. schenckii se mantem predominante em 89% dos casos.
(ZHANG et al., 2015).

O diagnéstico laboratorial da esporotricose, é, predominantemente, realizado
pela coleta de espécimes biolégicas como tecido, pus e exsudato das lesdes
cutaneas, escarro e liquido sinovial, seguido de visualizagcdo microscopica direta ou
da histopatologia (resultado sugestivo de esporotricose) e cultura microbiolégica
(padréo ouro de diagnostico) (ORFINO-COSTA et al., 2017).

De um modo geral, as leveduras do Sporothrix sdo complicadas de identificar
diretamente nas amostras clinicas, para facilitar a analise normalmente se é
adicionado hidréxido de potassio (KOH) que degrada residuos celulares que possam
atrapalhar a visualizacdo, sendo assim possivel observar leveduras de 2-6 um de
diametro. Ja pelo método de Gram é possivel observar leveduras Gram positivas
proximas a grandes células polimorfonucleadas (ORFINO-COSTA et al.,, 2017).
Devido a dificuldade de identificacdo direta no tecido, o isolamento do fungo em
cultura ainda € o padrao ouro de diagndstico para a esporotricose. Primeiramente, o
espécime clinico é semeado em agar Sabouraud a 28°C e apds 5 a 8 dias € possivel
observar colbnias esbranquicadas mucoides, que com o passar do tempo em cultura
vao mudando para um crescimento membranoso e com pigmento, de rapido
alastramento radial (DE HOOG et al.,, 1995). Esta é a morfologia micelial do
Sporothrix spp., ha qual é possivel visualizar hifas finas, septadas e ramificadas (1-2
um de didmetro) com simpodulésporos ou radulésporos que caracterizam a estrutura

de “margarida” classica para a identificacdo do género.

Esse dimorfismo caracteriza a dualidade morfolégica do fungo em ambiente
saprofitico e parasitario, a diminuicdo de 37°C (parasitismo) para uma temperatura
ambiente, atrelada a auséncia do estimulo do sistema imune do organismo
hospedeiro, faz com que o patégeno de levedura mude para a morfologia micelial,
em cultura (HOWARD et al., 1961). Em conjunto a cultura, pode-se fazer também a
histopatologia do tecido obtido por biopsia da lesdo, na qual se pode ver uma
estrutura classica da esporotricose em mamiferos, 0s corpos asteroides ou
fenbmeno  Splendore-Hoeppli, caracterizados por um aglomerado de
imunoglobulinas em volta das leveduras. (ORFINO-COSTA et al., 2017).



Como a esporotricose pode ser causada por diferentes espécies do género
Sporothrix, a identificacdo molecular espécie-especifica se tornou chave
fundamental para a escolha do antifingico, uma vez que trabalhos em modelo
murino revelaram diferentes perfis de susceptibilidade entre diferentes espécies (de
BEER et al., 2003; MARIMON et al., 2006). Uma avaliacdo mais recente, realizada
em 2014 por Rodrigues e colaboradores, mostra que cepas de diferentes genoétipos
possuem os mais variados fenétipos de resisténcia a antifingicos e que diferentes
espécies possuem diferentes susceptibilidades a farmacos antifingicos. Logo, foi
constatado que S. brasiliensis e S. schenckii possuem susceptibilidade moderada a
ITC (Itraconazol) e PCZ (posoconazol), entretando S. schenckii necessita de maiores
MIC’s de ITC do que o S. brasilliensis para sua efetividade. O PCZ apresenta MICs
de valores mais baixos para S.schenkii e S. mexicana, quando comparado ao o ITC.
5FC, CAS e FLC apresentam atividade antifUngica contra todas as espécies de
Sporothrix (RODRIGUES et al., 2014).

Atualmente, no Brasil, o tratamento da esporotricose se baseia na
administracdo de itraconazol. A terbinafina pode ser usada como alternativa em
casos de pacientes saudaveis com lesdes limitadas e imunossuprimidos,
apresentando casos disseminados, exceto aqueles com sepse. Ambos os farmacos
atuam inibindo a sintese de ergosterol da parede celular fungica (ANTUNES et al.,
2009). Ja o iodeto de potassio (KI) tem sido utilizado para esporotricose desde 1903,
esse composto atua na quimiotaxia neutrdfilica e na fagocitose das células de
Sporothrix, sendo comumente usado para esporotricose localizada (XUE et al.,
2009). Por dltimo, em casos mais extremos, nos quais € necessario um tratamento
vitalicio, normalmente se utiliza a anfotericina B lipossomal, que atua na

permeabilidade da membrana celular (MARIO et al., 2016).

Estudos realizados com modelo de infeccdo animal se tornaram necessarios
para caracterizar a patogenia e correlaciona-la as variagdes genotipicas entre as
espécies, visando aperfeicoar as demandas progndsticas, clinicas e terapéuticas,
mostrando que além da manifestacdo clinica, a espécie envolvida se tornou fator
determinante para a escolha do farmaco no tratamento. Foi observado, por exemplo,
que o S. brasiliensis possui menor susceptibilidade in vitro e in vivo a antifingicos
enquanto o S. schenckii, S. globosa e S. mexicana sdo mais susceptiveis
(RODRIGUES et al., 2014; BORBA-SANTOS et al., 2014).



Em um primeiro estudo realizado em 1992, por Dixon e colaboradores, foram
infectados murinos NYLAR com uma concentracdo conhecida de conidios de cepas
clinicas e ambientais. Foi observado que apenas os isolados clinicos e apenas 8
dentro das 64 cepas ambientais testadas geraram 100% de mortalidade, entre 12 e
24 dias ap6s a inoculacéo, sendo esses recuperados posteriormente dos 6rgdos dos
animais testados, em contraste com os isolados néo virulentos que foram eliminados
do organismo dos animais (DIXON et al.,, 1992). Em outro trabalho, também com
infeccdo experimental com conidios em modelo murino, Arrillaga-Moncrieffe e
colaboradores (2009) acharam diferencas importantes em relacdo ao grau de
viruléncia entre as espécies: S. brasiliensis mostrou maior tropismo pelo tecido
nervoso sendo o mais virulento em termos de mortalidade e comprometimento do
tecido infectado, seguido em ordem decrescente por S. schenckii. S. globosa e S.
mexicana. Em concordancia com este estudo, mas com infeccdo de leveduras (e
nao conidios) em murino BALB/c, Fernandes e colaboradores (2003) caracterizaram
o perfil de viruléncia, secrecao proteica e imunogenicidade de diferentes espécies do
género Sporothrix, mostrando que S. brasiliensis € a espécie mais virulenta, com a
maior mortalidade, além de possuir a maior taxa de recuperacdo de colbnias nos
orgaos avaliados, enquanto a cepa de S. globosa foi considerada nao virulenta
(FERNANDES et al., 2013).

Para a esporotricose, como visto acima, o modelo murino é de extrema
importancia para a elucidacao dos perfis de viruléncia e comportamento da doenca,
sendo considerado o principal modelo utilizado pelas semelhancas fisio-
imunologicas com o hospedeiro humano. Entretanto, a logistica e infraestrutura
requerida € mais elaborada dificultando experimentos que exigem um grande
namero de animais, sem contar com a burocracia ética envolvida na utilizacdo de
modelos vertebrados. Essas desvantagens sdo incompativeis com a demanda de
novas informacdes sobre a patogénese de agentes fungicos, que cada vez mais se
tornam mais resistentes a compostos antimicrobianos e oportunisticamente agravam
outras condi¢des clinicas (ARVANITIS et al. 2013). Nesse ambito, surge uma nova
possibilidade, a utilizacdo de modelos invertebrados. Essa nova proposta, esta cada
vez mais ganhando espaco pela facilidade logistica, burocratica e resultados
préximos aos obtidos pelo modelo murino, além do mais, muitos organismos ja

foram padronizados para estudo de patogenias fangicas como: ameboides,



Caenorhabditis elegans, Tenebrio molitor, Drosophila melanogaster e Bombyx mori e
Galleria mellonella (TORRES et al., 2020).

Os modelos Galleria mellonella e T. molitor destacam-se por possuirem uma
maior facilidade de manutencéo, permitindo a inclusdo de um grande numero de
insetos no experimento e proporcionando também a inclusdo de fungos dimérficos
Nnos ensaios, ja que suportam temperaturas mais elevadas. A avaliacdo da viruléncia
do género Sporothrix em Galleria ja foi realizada em trabalhos recentes para o
estudo de espécies clinicas, configurando o modelo como eficiente para as espécies
do clado clinico. Em um estudo realizado em 2016, Clavijo-Giraldo e colaboradores
inocularam conidios e leveduras de S. brasilliensis e S. schenckii em diferentes
concentracfes no modelo G. mellonella. Logo, foi observado que concentracdes de
inéculo acima de 10° sobrecarregam o sistema imunolégico do inseto, causando
acumulo de células fangicas nos tecidos e desencadeando uma consequente falha
sistémica. Outro dado observado, foi o fato de que os ensaios realizados com a
inoculacdo de conidios ndo resultaram em curvas estatisticamente diferentes entre
ambas as espécies do clado clinico, apenas 0s ensaios realizados com leveduras
evidenciaram uma maior mortalidade causada pelas cepas de S. brasilliensis.
(CLAVIJO-GIRALDO et al., 2016).

Recentemente T. molitor também foi utilizado, por Lozoya-Pérez e
colaboradores (2021), para avaliar o seu desempenho como modelo de infec¢cao
para as espécies de Sporothrix do clado clinico: S. brasiliensis, S. schenckii e S.
globosa. Os autores também caracterizaram parametros imunoldgicos importantes
para compreensao dessa interacdo. Nesse trabalho, foi demonstrada a distingao
entre a viruléncia das espécies quando inoculadas na fase leveduriforme,
corroborando com os resultados previamente obtidos em Galleria (CLAVIJO-
GIRALDO et al.,, 2016). Os resultados obtidos em ambos modelos vertebrados
corroboram com aqueles observados para o modelo murino nos quais, na fase
leveduriforme, S. brasiliensis é considerada a espécie mais virulenta e o S. globosa
a menos letal, enquanto os resultados obtidos com a fase micelial ndo destacaram
diferencas significativas entre as curvas, apenas convergem em uma menor

viruléncia em comparacéo a fase leveduriforme. (LOZOYA-PEREZ et al., 2021).



Os trabalhos apresentados acima trazem uma nova perspectiva sobre o
estudo de viruléncia do género Sporothrix em modelo invertebrado, entretanto a
correlacdo entre as duas formas morfoldgicas (conidial e leveduriforme) ndo foi
histopatologicamente analisada, restando muitas duvidas sobre a morfologia que o
patdgeno assume no tecido invertebrado. Abrem-se também, questionamentos
sobre o desempenho das demais espécies patogénicas do género, que, apesar de
estarem em um clado ambiental, sdo ocasionais patdogenos do hospedeiro
vertebrado e podem auxiliar na compreensado das distingfes interespecificas dentro
do género, além de elucidar sobre sua relacdo evolutiva com o hospedeiro

invertebrado da ordem Coleoptera.

1.1. Objetivo Geral

o Validar o modelo de infeccdo invertebrado T. molitor para avaliacdo da
viruléncia das espécies patogénicas dos clados clinico e ambiental do género
Sporothrix.

1.2. Objetivos especificos

o Estabelecer e padronizar a criacdo de T. molitor.

o Padronizar o modelo invertebrado T. molitor para a infeccdo de patégenos
fungicos do género Sporothrix.

o Avaliar e comparar a viruléncia, pela curva de sobrevivéncia, em modelo
invertebrado T. molitor infectado com as diferentes espécies do clado clinico e
ambiental do género Sporothrix.

o Avaliar a viruléncia a partir da recuperacao de colénias do modelo T. molitor.



2. MATERIAIS E METODOS

O desenho experimental da metodologia realizada neste trabalho esta

representado pela figura 2. Segue abaixo o detalhamento metodologico.

Estabelecimento da - Selecdo das
coloniade T. molitor larvas

Infeccdo das larvas

Manutengdo das

cepas de Sporothrix

Preparacd@o do
Semeio em AES »

inoculo (conidios
e leveduras)

Curva de Recuperagdo de

sobrevivéncia UFC’s Histopatologia

Figura 2. Desenho experimental metodoldgico: A partir da coldnia estabelecida de T. molitor foram
selecionadas larvas para serem infectadas com as cepas de diferentes espécies de Sporothrix. As
cepas foram semeadas em AES a 25°C para a produc¢do do inoculo de conidios. Apés o processo de
infec¢do, as larvas foram subdivididas para o ensaio de sobrevivéncia, recuperacdo de UFC’s e
histopatologia.

2.1. Manutencdo das cepas e ensaio de termo converséo

As cepas utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo Professor Dr. Anderson
M. Rodrigues (UNIFESP) e pelo Professor Dr. Thales Domingos Arantes (UFG),
listadas na tabela 1. As diferentes espécies sdo mantidas como micélio na micoteca
do Laboratério de Micologia Médica e Protedmica do Instituto de Medicina Tropical
do Rio Grande do Norte (IMT/UFRN) em agar Sabouraud a 25°C, e semeadas em
um novo meio de cultura a cada dois meses. Para a obtencdo da morfologia
leveduriforme das espécies foi desempenhado o0 ensaio de termoconverséo.
Inicialmente se estabeleceu um cultivo em BHI liquido a 37°C com agitacdo a 100
rpm por 92 horas, apos o final de cada periodo de incubacédo, 200 ul da cultura era



passado para uma placa de BHI agar incubada a 37°C e 20 pl para um novo meio
liquido que era incubado novamente em mesmas condi¢cfes, criando assim, uma
rotina semanal de constante avaliacdo da evolugdo morfolégica dos organismos por
macro e microscopia. A partir desse cenario, foram testados outros meios de cultura
nutritivos nao-seletivos, como agar sangue e agar Sabouraud, além de alternadas
condi¢cBes de incubacdo com variacdo da temperatura em escala entre 34°C-37°C, e

distintos periodos de incubagdo em meio liquido e sdlido.

Tabela 1: Informagdes sobre as cepas utilizadas no trabalho.

Isolado Cddigo CBS Espécie Origem Pais Referéncia

Ss54 CBS 132990 S. brasiliensis Felino  Brasil doi: 10.4161/viru.23112

1408 - S. schenckii - - -

Ss180 CBS 130104 S. globosa Humano Espanha doi: 10.1038/emi.2014.33

Ss182 CBS 120341 S. mexicana Solo Mexico doi: 10.1128/JCM.00808-07
Ss183 CBS 302.73  S. pallida Solo UK doi: 10.1038/emi.2014.33

Ss187 CBS 93772  S. luriei Humano Africado Sul doi: 10.1038/emi.2014.33

Ss470 CBS 139890 S. chilensis Solo Chile doi: 10.1016/j.funbio.2015.05.006
Sporo 17 - S.brasilliensis  Felino Brasil -

2.2 Cultivo e preparacéo dos indculos

Para a confeccdo do inoculo de conidios a partir da morfologia micelial,
inicialmente foram testados cultivo em agar extrato de solo (0,2% de dextrose wlv,
0,1% de extrato de levedura w/v, 1,5% de agar w/v e 50% de extrato de solo w/v),
agar sabouraud e YPD (1% extrato de levedura(w/v), 2% peptona(w/v), 3% dextrose
(w/v) e 2% de agar(w/v)). As espécies foram incubadas a 25°C por sete a quatorze
dias a depender da taxa de esporulacdo. Apos o periodo de crescimento, cada placa

teve suas ceélulas coletadas pela adicdo de 2 mL de salina (NaCl 0,85%) seguida de



perturbacdo suave da colénia com uma alca de Drigalskii estérii ou alca
bacteriologica descartavel, e entdo transferidas para um microtubo. Em seguida, as
células foram centrifugadas a 6000 xg, 4 °C por 5 minutos, e lavadas trés vezes com
PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4),
repetindo assim a centrifugacéo ao final de cada lavagem. Para o preparo do inéculo
com levedura, foi testada apenas uma cepa de S. brasiliensis (Sporo 17), oriunda do
CCZ/Natal (Centro de controle de zoonoses) que ja era mantida em tal morfologia.
Primeiro foi realizado um estriamento por esgotamento da cepa em uma placa de
Petri com BHI agar, incubando por 48hrs a 37°C. Posteriormente, uma colbnia da
cultura foi semeada em 5ml de BHI liquido a 37°C, em agitacdo de 100 rpm por 16
horas (overnight). Ap6s o periodo de incubacdo, 2ml da cultura liquida foram
transferidos para um microtubo e em seguida as células foram centrifugadas a 6000
Xg, 4°C por 5 minutos, sendo lavadas trés vezes com PBS e se repetindo a
centrifugacéo ao final de cada lavagem. As células conidiais e leveduriformes, apos
lavadas e concentradas, foram ressuspendidas com PBS. A viabilidade fangica dos
inoculo foi aferida com lactofenol azul algoddo e apenas o indéculo com conidios
viaveis e livre de hifas foram selecionados para o experimento. O in6culo obtido foi
ajustado para a concentracdo celular de 2x10° células/ul com o auxilio de um

hemocitdmetro (Camara de Neubauer).

2.3 Manutencdes da colénia de T. molitor e infeccdo das larvas

A colbdnia de T. molitor foi estabelecida em caixas de madeira, ou plastico, a
temperatura ambiente (entre 25°C-29°C) na auséncia de claridade incidente. Cada
fase do ciclo de vida foi compartimentalizada (larva, pupa, besouro) para otimizar o
desenvolvimento da coldnia. Foram testadas varias composi¢cdes de substrato como
racdo de aves a base de farelo de milho e uma ragcdo composta por (36,36% de
farelo de trigo, 18,18% de germe de trigo, 18,18% de farinha de trigo, 16,36% de
aveia em flocos, 10,9% de extrato de soja e 0,04% de cloranfenicol), segundo de

Souza e colaboradores, 2015.

Para o experimento, foram selecionadas as larvas adultas com peso entre
110-200 mg, sem tracos de injaria ou melanizacdo. O grupo teste foi inoculado com

5 uL de uma suspenséo contendo 2x10° células/yL, utilizando uma Seringa Hamilton



(701 N, 26's gauge,10 uL), na por¢ao ventral da hemocele do animal, no segundo ou
terceiro esternito posterior ao ultimo par de pernas. Para cada inoculacdo 30 larvas
eram selecionadas e divididas em grupos de 10 em placas de Petri com o substrato
a 36°C. A mortalidade das larvas foi verificada em intervalos de 24hrs por 15 dias. A
determinacao da morte foi realizada a partir da auséncia de movimento na presenca
de estimulo fisico, junto com a presenca da melanizac&o cuticular. Além dos grupos
teste, correspondentes a inoculagédo de cada espécie utilizada, foram utilizados dois
controles n&o injuriados, um incubado a 25°C e outro a 36°C, além de um terceiro

controle inoculado com PBS e incubado a 36°C.

2.4 Recuperacao de UFC’s fungicas

Para realizagcdo da recuperacdo fungica, foram infectadas 3 larvas por
espécie com 108 células/5pl, e incubadas por 72hrs a 36°C. Apds o periodo de
incubacédo, as larvas foram lavadas com alcool 70% e em seguida com salina
(0,85%), decapitadas e tiveram seu contetdo extraido e diluido seriadamente (1:10
e 1:100) em PBS. As diluicdes foram semeadas em placas de Petri com Mycosel
agar e incubadas a 25°C. Durante 14 dias, qualquer crescimento micelial sugestivo
macroscopicamente e confirmado microscopicamente de Sporothrix spp. foi

contabilizado por unidade formadora de col6nia.

2.5 Histopatologia

Para a histopatologia foram destinadas em média 4 larvas infectadas por
espécie com 108 células/5ul, e incubadas por 72hrs a 36°C. Ap6s o periodo de
incubacgéo as larvas foram decapitadas, condicionadas em formol 10% e colocadas
em banho maria a 40°C por 40 minutos. Ap6s o periodo de incubacédo, as larvas
foram armazenadas em microtubos com uma nova solucdo de formol 10% e
enviadas para a Dra. Gisleine Fernanda Franca (UFG), responséavel pelo
processamento e confeccdo das laminas. O processamento foi realizado por
automacdo e durante o processo de coloracdo foram realizados diferentes

protocolos com Grocott, Acido Periddico Schiff, hematoxilina e eosina.



3. RESULTADOS
3.1 Termoconversao micélio — levedura

Durante o ensaio de termoconversao foram testados diferentes meios de
cultura n&o-seletivos como Agar Sabouraud e Agar Sangue, com alternadas
condi¢cbes de incubacédo. Dentre todas as tentativas, nenhum dos métodos otimizou
a evolucdo da conversdo morfoldégica, se mantendo entdo o protocolo citado
primeiramente. Foi obtida a conversdo total do S. brasiliensis (Ss54) e do S.
schenckii (1408), e a conversdo parcial (ainda se observava hifas e conidios
juntamente com leveduras) do S. mexicana (Ss182), S. pallida (Ss183) e S. luriei

(Ss187). A converséo do S. globosa (Ss180) se mostrou mais complexa e fastidiosa.

3.2 Manutencéo da colénia de T. molitor

Quanto a padronizacdo da colbnia de tenébrios, dos substratos testados, a
racdo a base de farelo de trigo obteve um melhor resultado na manutencdo da
colbnia. J& relacionado a aclimatacéo, se observou melhores resultados (larvas mais
ativas e com exoesqueleto mais ceroso) com a temperatura de 25°C. Segue na
figura 3 fotos da nossa criacdo de tenébrio, em caixas separadas para as fases de

larva, pupa e adulto.

Figura 3. Compartimentalizacdo da coldénia de T.molitor. A colbnia foi separada de acordo com as
trés fases de desenvolvimento do inseto. Da esquerda para a direita: adulto (besouro), pupa e Larva.



3.3 Padronizacédo dos in6culos conidiais e curvas de sobrevivéncia

O cultivo dos fungos para a elaboracdo dos indculos foi testado em Agar
Extrato de Solo, Agar Sabouraud e YPD. Nos dois Ultimos, foi notado um
crescimento mais glabro com menos conidios disponiveis para a coleta, dificultando
assim a producdo do indculo. Entretanto, o agar extrato de solo se mostrou
excelente para estimulo da esporulacdo necessaria para a producdo do indculo.
Todas as espécies foram incubadas uma semana no agar solo a 25°C, com excecao
do S. luriei que mostrou uma taxa de esporulacdo reduzida, necessitando 14 dias de

incubacéo.

As curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas com conidios das espécies
clinicas S. brasiliensis, S. globosa e S. shenckii foram semelhantes com o decorrer
do tempo, enquanto a curva do S. luriei, também do clado clinico, aparentou um
padrdo semelhante ao do controle PBS. Em comparacdo as larvas infectadas com
Sporothrix spp. do clado clinico, com excecao das infectadas com S. luriei, as larvas
infectadas com conidios das espécies do clado ambiental, S. mexicana, S. chilensis
e S. pallida, apresentam uma taxa de sobrevivéncia significativamente menor. O
controle sem injuria incubado a 25°C obteve 100% de sobrevivéncia em 15 dias,
enquanto os controles com e sem injuria incubado a 36°C obtiveram um resultado de
sobrevivéncia inferior ao controle com injuria incubado na mesma temperatura. A
Gnica cepa inoculada na morfologia leveduriforme foi o S. brasilliensis (Sporo 17)
gue causou uma maior mortalidade do que a cepa da mesma espécie Ss54
inoculada na morfologia micelial. As curvas de sobrevivéncia podem ser observadas

no grafico da figura 4.
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Figura 4. Grafico das curvas de sobrevivéncia obtidas a partir da infeccdo de diferentes

espécies de Sporothrix spp. No gréafico acima estédo representadas as curvas de sobrevivéncia das

lavas inoculadas PBS, com injaria incubadas a 25°C, sem injuria incubadas a 36°C e sem injdria

incubadas a 25 °C. Estado representadas também as curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas

com conidios de S. schenckii, S. brasilliensis, S. globosa S. chilensis, S. luriei, S. pallida e S.

mexicana.

3.4 Recuperacgao de UFC’s

Quanto a recuperacdo fungica da inoculacdo do S. brasilliensis nao foi

possivel visualizar colbnias isoladas de Sporothrix devido ao rapido crescimento

concomitante de fungos e bactérias contaminantes. O Sporothrix foi recuperado em

Mycosel agar apenas das inoculacbes com as espécies S.chilensis, S. pallida, S.

schenckii, S. globosa, S. luriei sendo observado 6x104, 3,8x103, 1,3x10% 5x10%

6,7x10° quantidades de unidades formadoras de colbnias, respectivamente (figura

5).




Figura 5. Recuperagdo de UFC’s. Na imagem acima estdo representadas as recuperacdes de
colénia em Mycosel das diferentes espécies nas diluicbes 1:10 e 1:100, respectivamente. S.
brasilliensis (A,B), S.schenckii (C,D), S. luriei (E,F), S. chilensis (G,H) e S. globosa (1,J).

3.5 Histopatologia

Na histopatologia realizada com as coloragcdes Grocott e PAS para as larvas
infectadas com as espécies S. brasilliensis, S. schenckii, S. chilensis e S. lurei foi
possivel observar regifes teciduais com presenca de melanina e leveduras em
brotamento dentro dessas regides. Ja na histopatologia das larvas controle,
inoculadas com PBS, néo foi observada nenhuma alteracdo morfolégica significativa,
nem foi detectada melanina tecidual (Figura 6).



Figura 6. Analise microscopica dos tecidos infectados. As larvas foram infectadas com 10°

conidios/5ul/larva, foram incubadas por 72hrs a 36°C e preparadas para o processamento histolégico.
Na imagem esta o corte histologico da larva inoculada com PBS (A), S. schenckii (B), S. chilensis (C)
e S. brasilliensis (D) corados com Grocott. O corte histoldgico da larva infectada com S. luriei (E) foi
corado com PAS. Em todas as laminas foi possivel observar estruturas leveduriformes agrupadas em
regidbes com a presenca de melanina, com excecdo da lamina que representa histolégicamente o

controle PBS, na qual ndo se observou alteragdes teciduais significativas.

4. DISCUSSAO

4.1. Padronizacdo da criagdo do modelo invertebrado T. Molitor e do preparo

do inéculo fangico

As primeiras larvas foram obtidas em janeiro de 2021 por um fornecedor
direcionado a alimentacdo de passaros. Inicialmente, as trés fases do
desenvolvimento (larva, pupa e besouro) foram criadas dentro do mesmo sistema,
entretanto ndo havia crescimento populacional condizente com o esperado. Apés
essa experiéncia, foram compartimentalizadas as trés fases, e dessa forma o
crescimento populacional esperado foi atingido, pois a larva e o besouro se
alimentam da pupa quando coexistentes dentro de um mesmo sistema. Mesmo com
essas adaptacdes ainda era notavel que as larvas ndo estavam totalmente

saudaveis, 0 que posteriormente se mostrou atrelado a nutricdo. Inicialmente, o



substrato era constituido de racdo para aves a base de farinha de milho, o que néo é
ideal para saude da larva, ja que estudos mostram que uma alimentacao a base de
trigo e derivados aumenta o desenvolvimento saudavel desses animais (OCHOA et
al., 2019; MORALES-RAMOS et al., 2020). Logo, foi implementada uma racgéo, cuja
receita foi cedida pela autora de um estudo pioneiro com o modelo Tenebrio (de
Souza et al., 2015). Outro parametro considerado na padronizacao foi a temperatura
com a qual as larvas foram armazenadas, aparentemente esse € um elemento
chave para a saude dos insetos. Nos meses de maior temperatura, quando
iniciamos 0s ensaios, a temperatura ambiente variava em torno de 27°C/30°C,
observamos assim uma menor motilidade e menor turgidez das larvas. Nos meses
de finalizacdo dos experimentos a temperatura estava mais amena e girava em
torno dos 25 °C, o que pela literatura consiste na temperatura ideal para a
sobrevivéncia de 100% da populacdo, observamos assim uma maior motilidade e
rigidez do corpo larval (RIBEIRO et al.,2018).

Durante as tentativas de semeio para a producdo do indculo vimos que 0s
meios agar Sabouraud e YPD estimulavam um crescimento glabro, e apés o
processo de coleta, forneciam uma menor quantidade de conidios e uma maior
quantidade de hifas, prejudicando a contagem das células coletadas. Em
contrapartida, o meio a base de extrato de solo aumentou a taxa de esporulacéo,
sendo possivel perceber, na lamina de viabilidade, uma maior concentracdo de
conidios e menor presenca de hifas, contribuindo assim para melhor precisdo do
inoculo. Essa diferenca pode estar associada a natureza saprofitica do fungo,
principalmente na sua morfologia micelial, como se apresenta no ambiente, e
também na menor oferta de nutrientes existentes no AES quando comparado aos
demais meios citados, 0 que estimula uma maior esporulagcdo. A Unica espécie que
demandou maior tempo de incubacdo para se coletar a quantidade necessaria de
conidios foi a S. luriei, devido ao seu carater mais fastidioso de crescimento, se

estendendo assim a quinze dias de incubagéo.

by

Outro desafio enfrentado foi a precisdo da inoculacdo, que por sua vez foi
realizada com duas pessoas, uma segurando a larva na posi¢cdo ventral e outra
inoculando com a seringa. Muitas vezes, ao inocular em um &ngulo mais aberto a
larva paralisava o0 movimento ou vazava conteudo da larva pela injuria efetuada,

sendo necessario ajustar o angulo de inoculacdo para aproximadamente 45°C entre



a agulha e a larva. Mesmo com o ajuste, muitas larvas sdo perdidas no processo,
sendo necessario observar com cautela a reacdo de cada uma apos a injdria, para

garantir que esta ndo comprometeu a viabilidade larval.

4.2 Relacdo patégeno x hospedeiro entre Sporothrix spp. E T. Molitor: Curvas

de sobrevivéncia, recuperacao de UFC e histopatologia

Devido a dificuldade em converter as cepas da morfologia micelial para a
morfologia leveduriforme, os ensaios de sobrevivéncia foram realizados com o
in6culo de conidios das espécies referentes aos clados clinico e ambiental e o
in6culo de levedura de apenas uma cepa de S. brasiliensis, a qual ja se encontrava
na fase leveduriforme em nosso laboratério. Curiosamente, foi possivel notar que as
curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas com conidios das espécies
ambientais S. mexicana, S. chilensis e S. pallida foram drasticamente inferiores as
das infectadas com conidios das espécies clinicas S. schenckii, S.brasilliensis,
S.globosa, mas semelhantes a curva de sobrevivéncia das larvas infectadas com S.
brasiliensis leveduriforme. Para a confirmacdo deste resultado, os ensaios de
sobrevivéncia foram repetidos, em um segundo momento, a fim de se descartar a
possibilidade de que a diferenca entre as curvas de sobrevivéncia estivesse
relacionada a viabilidade das larvas e nao a viruléncia fungica em si. Os resultados
obtidos foram similares, nos mostrando uma excelente reprodutibilidade do modelo
invertebrado T. Molitor para a avaliacdo da mortalidade causada por cada espécie

patogénica avaliada do género Sporothrix.

Uma preocupacdo foi a sobrevivéncia das larvas inoculadas com PBS
(controle inoculado, a 36°C). Este experimento controle foi repetido quinze vezes, ao
longo do ano de 2021, e em nenhum ensaio se obteve a porcentagem de 100% de
sobrevivéncia, como enfatizado pela literatura (ALLEN et al., 2012;BJORGE et al.,
2018). Contudo, estudos entomoldgicos, mais direcionados para a fisiologia do
inseto, indicam que a temperatura ideal para a obtencdo de 100% de sobrevivéncia
€ a de 25°C, sendo impossivel fisiologicamente para o inseto manter essa taxa de
sobrevivéncia a 36°C, temperatura na qual os ensaios foram realizados. Para
confirmar a influéncia das condi¢ces de temperatura na sobrevivéncia da larva foram

feitos outros controles, simulando distintas condigdes. Ao comparar 0s controles com



e sem injuria incubados a 36°C observamos que o controle com a injuria teve uma
taxa de sobrevivéncia insignificativamente maior do que o controle sem a injuria,
indicando que a auséncia da inoculacdo n&do aumenta significativamente a
viabilidade larval. Por outro lado, a 25°C a taxa de 100% de sobrevivéncia é atingida,
indicando que o fator “temperatura elevada” é decisivo. Assim, apesar deste modelo
suportar a temperatura experimental de 36-37°C, ndo podemos dizer que nao havera

perda alguma de animais durante o experimento devido a estas condi¢des.

Quanto as curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas por conidios das
diferentes espécies de Sporothrix, esperavamos que as espécies do clado clinico (S,
schenkii, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei) fossem mais virulentas que as do
clado ambiental, causando menor taxa de sobrevivéncia nas larvas, como ja
observado em modelo murino por alguns autores (FERNANDES et al.,, 2013;
ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; ARVANITIS et al., 2013) contudo o resultado

foi completamente o inverso.

Nossa primeira hipotese foi a de que apesar da temperatura na qual o ensaio
foi realizado (36°C) e do estimulo do sistema imune inato da larva, as cepas clinicas
poderiam ndo estar convertendo para levedura no inseto, e provavelmente as
espécies ambientais teriam um desempenho melhor na fase micelial em relacdo a
viruléncia, ja que estas estdo mais bem adaptadas a essa morfologia. Enquanto as
espécies clinicas, provavelmente, por estarem mais adaptadas a condicdo de
parasitismo animal, na qual os fatores de viruléncia estdo associados a fase
leveduriforme, possuiriam uma menor viruléncia na morfologia micelial. A Unica
espécie em que fizemos um experimento na fase leveduriforme foi a S. brasiliensis
(Sporo 17), considerada a mais virulenta do clado clinico, e € notoria a diferenca da
mortalidade causada pela levedura em comparacdo ao micélio, como ja observado
anteriormente por Lozoya-Pérez ao comparar infeccdes causadas por ambas
morfologias das espécies do clado clinico de Sporothrix em Galleria mellonela,

(Lozoya-Pérez et al., 2021).

Porém esta hipotese inicial ndo se confirmou, uma vez que nas preparacoes
histopatoldgicas das larvas infectadas com S. schenkii, S. brasiliensis, S. chilensis, e
S. luriei, foi possivel a visualizacdo da morfologia leveduriforme no tecido larval,

confirmando que realmente ocorreu o dimorfismo morfoldgico, de todas as espécies,



dentro do hospedeiro invertebrado, mesmo fenémeno que ocorre durante o

parasitismo do hospedeiro mamifero.

Essa informacdo, redireciona a atencdo para as relacdes evolutivas de
mutualismo, parasitismo e comensalismo existentes entre algumas espécies do
género Sporothrix e a ordem de besouros Coleoptera. Para a realizagdo da
histopatologia, diferentes coloracbes foram testadas como hematoxilina e eosina
(HE), Grocott e Acido Periédico de Schiff (PAS), sendo que a coloracdo de Grocott
foi a que apresentou melhor resultado em evidenciar a presenca das leveduras junto
a melanina produzida pelo fungo. Histologicamente é possivel perceber que ha uma
presenca de melanina a volta das leveduras no tecido de todas as larvas infectadas
e sua auséncia nas larvas controle, inoculadas com PBS. A producédo de melanina é
um fator de viruléncia conhecido do género Sporothrix durante a infeccdo do modelo
mamifero e ineditamente foi possivel ver que h& essa producdo também no
hospedeiro invertebrado (MORRIS-JONES et al., 2003).

Uma vez que todas as espécies inoculadas foram comprovadamente capazes
de se converter para levedura no tecido da larva, a maior mortalidade causada pelas
espécies ambientais passou a ser um resultado intrigante. As espécies do clado
ambiental clinicamente relevantes, utilizadas neste estudo, sdo pertencentes ao
complexo S. pallida, dentro do qual ndo ha relatos de interacfes interespecificas
com insetos, enquanto outros complexos, dentro do clado ambiental, como S.
gossypina e S. stenoceras, aparentam histérico de associacdo com insetos. Logo,
acreditamos que as espécies do clado ambiental (S. pallida, S. mexicana e S.
chilensis), patogénicas acidentais para mamiferos, podem apresentar perfis de
viruléncia diferentes em insetos, desencadeando um padrdo de resposta imune
celular mais acentuado do que aquele usualmente produzido contra espécies
fungicas comumente associadas aos insetos da ordem Coleoptera. Para avaliar
melhor a validade desta hipotese, seria interessante realizarmos 0s experimentos
com espécies de Sporothrix sabidamente entomopatogénicas, mutualistas e

comensais de insetos.

J& a menor mortalidade causada pela infeccdo das espécies do clado clinico
poderia ser explicada pelo fato de se ter inoculado conidios e ndo diretamente a

levedura. Esse resultado, ja foi visto anteriormente por Lozoya-Pérez e



colaboradores, em um estudo recente, no qual foi avaliado o modelo de infec¢céo T.
molitor para as espécies do clado clinico S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa.
Nesse trabalho, foi demonstrada a maior a viruléncia das espécies quando
inoculadas na fase leveduriforme, além de corroborar resultados ja conhecidos para
o modelo murino, nos quais o S. brasiliensis € considerada a espécie mais virulenta
e 0 S. globosa a menos letal. Entretanto, os resultados obtidos com a fase micelial
ndo destacaram diferencas significativas entre as curvas das diferentes espécies
clinicas estudadas pelos autores, apenas foi vista uma menor viruléncia em
comparacao a inoculacdo da fase leveduriforme, convergindo com os resultados
obtidos no presente trabalho. Esperamos, assim, que em hnossos préoximos
experimentos, com a fase leveduriforme de todas as espécies este perfil da curva de
sobrevivéncia das larvas se inverta e as espécies do clado clinico apresentem maior

viruléncia em relacéo as do clado ambiental.

Além disso, do ponto de vista evolutivo, as espécies clinicas sdo mais
préximas das espécies associadas a insetos, pertencentes aos complexos S.
gossypina e S. stenoceras, do que das espécies do complexo S. pallida (clado
ambiental). Teriam as espécies patogénicas humanas perfis de viruléncia
semelhante as associadas a insetos e diferentes das espécies consideradas “mais
sapréfitas” (mais comumente associadas a solo e material vegetal)? Estudos
ecologicos e de relagcdes fungo-hospedeiro ainda sdo necesséarios para uma
compreensao mais global do papel dos invertebrados e do ambiente saprofitico na

evolucao da viruléncia em fungos do género Sporothrix .

As recuperagdes de UFC’s foram realizadas para as espécies S. brasilliensis,
S. schenckii, S. luriei, S globosa e S. chilensis. A espécie S. brasilliensis foi a mais
dificil de ser recuperada, ja que ocorreu a frequente a contaminacao da placa com
crescimento bacteriano se sobrepondo as col6nias fungicas, impedindo a sua
quantificacdo. Ja as demais espécies tiveram suas colonias recuperadas a 25°C na
morfologia micelial. Interessante notar que, apesar da menor curva de sobrevivéncia
observada,a Unica espécie ambiental recuperada do tecido larval (S.
chilensis),apresentou menor niamero de col6nias recuperadas quando comparada as
espécies do clado clinico, para as quais as taxas de sobrevivéncia larvais foram
maiores. Como explicar uma baixa recuperacdo fungica do isolado fungico (S.

chilensis) que “matou” mais larvas?. Esses dados nos direcionam para a hipétese de



que as espécies clinicas tenham uma maior facilidade para se disseminar no
hospedeiro invertebrado, entretanto os mecanismos de viruléncia produzidos por
estas ndo seriam tdo nocivos para o modelo invertebrado T. molitor quanto os
produzidos pelo S. chilensis (representante do clado ambiental). Logo, se tratando
de uma espécie ambiental ndo muito eficiente no processo de dimorfismo, o que foi
visto in vitro durante as tentativas de conversao, € possivel associar essa menor
recuperacdo de colbnias com a pouca familiaridade da espécie ao processo de
parasitismo, reduzindo sua taxa de disseminacdo no organismo da larva, mas
aumentando a viruléncia da cepa, talvez pela producéo de alguma toxina que, para a
larva foi letal. Contudo, pouca informacédo se tem sobre fatores de viruléncia em

cepas ambientais, uma vez que estas sdo apenas patdégenos acidentais Figura 5.

5. CONCLUSAO

A compreensdo da viruléncia das espécies patogénicas do género Sporothrix
€ de extrema importancia para fins clinicos e terapéuticos, principalmente devido ao

impacto zoondético alcancado pela esporotricose em carater nacional.

E notdrio os distintos perfis de virulencia observados para os distintos clados
do género testados. Aparentemente, quando inoculado na morfologia micelial, as
espécies do clado clinico apresenta uma menor viruléncia, ja& que as curvas de
sobrevivéncias foram maiores. Entretanto, foi possivel se obter uma maior taxa de
UFC’s recuperadas, o que reflete numa maior facilidade de propagagéao do fungo no
organismo invertebrado. Enquanto isso, as espécies do clado ambiental obtiveram
uma maior letalidade quando inoculadas na morfologia micelial, mas em
contrapartida menos UFC’s foram recuperadas, o que leva a hipétese que essas
espécies na morfologia micelial talvez ndo tenham tanta familiaridade e facilidade de
propagacdo durante o processo de parasitismo. Histopatolégicamente, em analise
preliminar, foram observadas leveduras nos tecidos infectados por espécies
representantes de ambos os clados, comprovando que dentro do organismo
invertebrado ocorreu com sucesso o processo de dimorfismo, como observado em
modelo mamifero. Experimentos adicionais, como a inoculacdo das espécies de

ambos os clados na morfologia leveduriforme e realizagao da recuperacao de UFC’s



e histopatologia para algumas espécies ainda necessitam ser feitos para melhor

discussao sobre o modelo.

A partir deste trabalho foi possivel padronizar o modelo invertebrado T. molitor
para a infeccdo experimental das espécies patogénicas do clado clinico e ambiental.
Conclui-se que este modelo pode representar um caminho alternativo para a
caracterizacdo da viruléncia do género Sporothrix, embora ainda seja necessario
elucidar as relacbes evolutivas interespecificas entre o patdégeno e ordem de
besouros coledptera a qual o inseto pertence. Nossos principais achados e

hipoteses estdo esquematizados na figura 7.

Clado clinico Clado ambiental
Morfologia inoculada (S. schenkii, S. brasiliensis, X (5. chilensis, S. mexicana, Hipoteses levantadas
S. globosa, S. luriei) S. pallida)
Espécies do clado ambiental teriam perfil
Ve mais saprofitico do que comensal de
2#: N J mortalidade de larvas 1 mortalidade de larvas jnsetos.
] j @ 1 recuperagio de UFC J recuperagio de UFC A alta morta{idade estarifz mais associada a
- alguma toxina produzida pelos fungos
v’ Transigio M- L v TransigioM-L ambientais do que & sua proliferagéo
tecidual propriamente dita.
Uma vez inoculade em sua fase leveduriforme
o? - 4 mortalidade de larvas (. brasilliensis) o fungo jd estaria expressando fatores de

2 ?
e > \1\\\\‘ e T s R viruléncia importantes para sua disseminagdo
o ' nos tecidos.

? = experimentos ainda pendentes.

Figura 7. Principais hipOteses. Hipoteses geradas a partir dos experimentos de infeccdo das
espécies de Sporothrix pertencentes aos clados clinico e ambiental, em modelo experimental

Tenebrio molitor, recuperagédo de UFC’s e histopatologia.
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