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RESUMO 
 

Os biofilmes de Sporothrix brasiliensis representam um desafio no tratamento da 

esporotricose devido à sua complexidade estrutural e resistência aos antifúngicos. 

Este estudo avaliou a eficácia da terbinafina (TERB) e do itraconazol (ITZ), 

isoladamente e em combinação, contra biofilmes de formas leveduriformes de S.  

brasiliensis. Sete isolados clínicos foram analisados quanto à formação de biofilme e 

suas alterações estruturais, utilizando espectrofotometria, microscopia confocal de 

varredura a laser (MCVL) e microscopia eletrônica de varredura (MEV). O tratamento 

de biofilmes em estágio inicial (3 horas) apresentou maior suscetibilidade ao ITZ, 

enquanto biofilmes maduros (144 horas) responderam melhor à TERB. A análise 

estatística confirmou diferenças significativas entre os tratamentos (p < 0,016) e um 

efeito dependente da dose, embora não tenha sido observada interação sinérgica 

considerável entre ITZ e TERB. As análises por MCVL e MEV revelaram redução na 

formação e adesão dos biofilmes, desorganização estrutural e alterações morfológicas 

celulares após a exposição aos antifúngicos, tanto isoladamente quanto em 

combinação. A TERB foi significativamente mais eficaz na erradicação de biofilmes 

maduros do que o ITZ ou a combinação (p < 0,001). Esses achados reforçam a 

necessidade de intervenção precoce no tratamento da esporotricose e sugerem que 

a TERB pode ser uma alternativa valiosa para infecções associadas a biofilmes. 

 

Palavras-chave: susceptibilidade antifúngica, esporotricose, biofilmes de leveduras, 

agentes antifúngicos, resistência a medicamentos, drogas antibiofilme, terapia 

combinada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 
 

Sporothrix brasiliensis biofilms represent a challenge in the treatment of sporotrichosis 

due to their structural complexity and antifungal resistance. This study evaluated the 

efficacy of terbinafine (TERB) and itraconazole (ITZ), alone and in combination, 

against biofilms of yeast-like forms of S.  brasiliensis. Seven clinical strains were 

analyzed for biofilm formation, and structural alterations using spectrophotometry, 

confocal laser scanning microscopy (CLSM), and scanning electron microscopy 

(SEM). The treatment in early-stage biofilms (3 hours) exhibited greater susceptibility 

to ITZ, whereas mature biofilms (144 hours) responded better to TERB. Statistical 

analysis confirmed significant differences among treatments (p < 0.016) and a dose-

dependent effect, although no considerable synergistic interaction was observed 

between ITZ and TERB. CLSM and SEM analyses revealed reduced biofilm formation 

and adhesion, biofilm disorganization, and cellular morphological changes following 

exposure to antifungals, both individually and in combination. TERB was significantly 

more effective in eradicating mature biofilms than ITZ or the combination (p < 0.001). 

These findings reinforce the need for early intervention in sporotrichosis treatment and 

suggest that TERB may be a valuable alternative for biofilm-associated infections. 

 

Keywords: antifungal susceptibility. sporotrichosis, yeast biofilms, antifungal agents. 

drug resistance, antibiofilm drugs, combination therapy  
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1  INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA  
 

Micoses de implantação são doenças causadas por fungos que surgem após 

um trauma através da pele ou mucosas e podem evoluir de forma subaguda ou crônica 

afetando não somente a pele, mas também estruturas profundas como vasos 

linfáticos, articulações, meninges e ossos (1). A esporotricose é uma micose de 

implantação cosmopolita causada por diversas espécies do gênero Sporothrix, um 

fungo termo dimórfico que a temperatura ambiente (25-30º C) assume a forma micelial 

e a 35-37º assume a forma leveduriforme. Esta transição induzida pela mudança de 

temperatura é uma estratégia de defesa parasitária que possibilita a infecção e a 

doença  em mamíferos (2). 

Historicamente, a esporotricose foi primeiramente descrita por Benjamin R. 

Schenck, ainda como aluno do curso de graduação em Medicina, em 1898, no Johns 

Hopkins Hospital, em Baltimore, Estados Unidos (FIGURA 1). O fungo foi isolado de 

lesões nodulares no dedo e antebraço de um paciente de 36 anos (3).   
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FIGURA 1 - IMAGEM DO ARTIGO PUBLICADO POR BENJAMIN R. SCHENCK EM 1898  

 
LEGENDA: A) Observações ilustradas por Benjamin R. Schenck de cultura em ágar glicosado, 
esfregaço e ilustrações observadas no estudo microscópico das culturas mostrando hifas e conídios. 
B) Ilustrações de estudos anatomopatológicos de lesões caninas (abcessos de parede abdominal e 
linfonodo pulmonar) corados com coloração de Weigert demostrando a presença de estruturas 
arredondadas e claviformes intra e extracelulares.  
FONTE: Adaptado de Schenck, BR (1898). 
 

No Brasil,  Lutz e Splendore  reportaram o primeiro caso de  esporotricose em 

1907,  além  de descreverem a fase parasitária do patógeno (4). Um ano mais tarde, 

Splendore descreveu o “corpos asteroides” presentes nos tecidos afetados com 

esporotricose, elementos importantes no diagnóstico histopatológico (5). 

Por décadas, a esporotricose ficou conhecida como “doença dos jardineiros” 

pelo fato de ser transmitida pela implantação de propágulos infecciosos do agente 

através de vários tipos de traumas transcutâneos, ocasionados por fragmentos de 

vegetais. Esta é a forma de transmissão sapronótica, mas a transmissão pode 

acontecer através de lesões traumáticas relacionadas a vários animais como gatos, 

cães, esquilos, insetos e peixes e desta forma a transmissão é chamada zoonótica, 

podendo ainda  ser saprozoonótica, quando o fungo é capaz de causar a doença das 

duas formas (6).  



23 

 

A partir da década de 90, um surto epidêmico de transmissão felina causada 

por Sporothrix brasiliensis, iniciou-se em municípios do estado do Rio de Janeiro, 

atingindo milhares de casos reportados somente em uma Instituição, a Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (7). O surto epidêmico atingiu todas as regiões brasileiras, 

e hoje já sendo documentada em países limítrofes como Argentina, Chile, Paraguai, 

Uruguai e provavelmente Bolívia, o que em conjunto com casos importados relatados 

nos Estados Unidos e Reino Unido indica a propagação desta espécie 

(8,9,10,11,12,13).  

 

1.1  AGENTES INFECCIOSOS E MODOS DE INFECÇÃO 

 

A esporotricose ocorre no homem e em outros animais, silvestres ou 

domésticos sendo causada por diversas espécies de fungos do gênero Sporothrix, 

dos quais, atualmente existem 70 espécies reconhecidas, como S. schenckii, S. 

globosa, S. luriei, e outras. A espécie mais virulenta associada à esporotricose é a 

Sporothrix brasiliensis, provavelmente por sua apresentar maior capacidade de 

produzir melanina na parede celular, cuja presença já foi descrita como fator de 

aumento de resistência antifúngica (14). A melanina constitui-se em importante fator 

de virulência de vários fungos patogênicos, constituindo-se em um eficaz mecanismo 

de escape das defesas do hospedeiro, sendo também considerado um fator de 

resistência a alguns antifúngicos, como anfotericina B, itraconazol e terbinafina 

(15,16). 

A secreção de lesões, nasais e orais de felinos contém uma grande 

quantidade de leveduras que podem infectar humanos, cães, outros felinos e ratos 

diretamente pela forma leveduriforme, ao contrário da esporotricose de origem 

vegetal, transmitida pela fase filamentosa (17,18,19).  

A maneira de transmissão do S.  brasiliensis ao homem e a outros vertebrados 

até recentemente era considerada exclusivamente zoonótica, atribuída principalmente 

a gatos (Felis catus) portadores ou doentes através do contato suas secreções com 

soluções de continuidade da pele (arranhaduras e mordeduras), pela absorção 

mucosa. Todavia,  Cognialli e colaboradores (2025) demonstraram que, além da 

transmissão através do contato com secreções felinas, o S.  brasiliensis pode 

permanecer viável em superfícies como madeira, poliéster, fragmentos de telha e 

ácido inoxidável, de 10 a 25 dias após a inoculação com formas leveduriformes desta 
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espécie, corroborando estudos anteriores que apontaram a possibilidade de 

transmissão através de fômites bem como por água e solo contaminados (20).  

A esporotricose zoonótica pode ser considerada doença ocupacional em  

profissionais que manipulam os animais doentes, como médicos veterinários e 

auxiliares, assim como tutores e acumulares de gatos, funcionários de centros de 

controle de zoonose, “pet houses”, entre outros (21). Por isso a esporotricose de 

transmissão sapronótica ou zoonótica pode ser considerada como sendo doença 

ocupacional por afetar trabalhadores rurais, ou operários de indústrias que utilizam 

matéria prima de origem vegetal, e ainda profissionais que atuam nos cuidados com 

animais.  A transmissão sapronótica é atribuída principalmente às espécies S. 

schenckii e S. globosa e a transmissão zoonótica ou saprozoonótica ao Sporothrix 

brasiliensis (22,21). 

 

1.2  EPIDEMIOLOGIA DA ESPOROTRICOSE DE TRANSMISSÃO ZOONÓTICA 

 

A esporotricose ocorre com maior frequência em países de clima tropical e 

subtropical e é considerada uma micose negligenciada, sendo um grave problema de 

saúde pública (18). É uma doença cosmopolita e o maior número de casos foram 

registrados no Brasil, China e México (FIGURA 2). 

 

FIGURA 2 - DISTRIBUIÇÃO GLOBAL DA ESPOROTRICOSE DE TRANSMISSÃO SAPRONÓTICA E 

ZOONÓTICA  

 
 FONTE: Adaptado de (Queiroz-Telles et al., 2022). 
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No Brasil, o estado do Rio de Janeiro, apresenta a maior prevalência de 

esporotricose transmitida por gatos, onde houve 8.900 casos humanos notificados 

desde o início do surto e mais de 10.000 em 2020 (23), seguido pelo Rio Grande do 

Sul com 181 casos relatados em humanos em 2011 e 914 em 2022 (24) e a partir do 

mesmo ano , a esporotricose transmitida por gatos foi relatada em 25 dos 26 estados 

brasileiros, bem como nos países vizinhos. (9) (FIGURA 3). 

 

FIGURA 3 - PREVALÊNCIA ESPOROTRICOSE NA AMÉRICA DO SUL E DISTRIBUIÇÃO DA 

ESPOROTRICOSE TRANSMITIDA POR GATOS EM HUMANOS CAUSADA POR Sporothrix 

brasiliensis EM 2022  

  
LEGENDA: Os ícones de gato indicam os países onde casos de esporotricose transmitida por gatos 
causada por S.  brasiliensis foram notificados; as setas indicam a transmissão de gatos para gatos, 
humanos e cães. 
FONTE: Adaptado de Cognialli et al. (2023).  
 

O número de casos relatados no Brasil tem sido baseado principalmente no 

relato de casos publicados da literatura (25). Estes dados devem mudar para o 

próximo ano porque a partir de março de 2025 a esporotricose humana e animal 

entrou para a Lista Nacional de Notificação Compulsória de Doenças, Agravos e 

Eventos de Saúde Pública nos serviços de saúde públicos e privados em todo o 

território nacional (26). 
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No Paraná, a Secretaria Estadual da Saúde classificou a esporotricose como 

como doenças de interesse estadual e de notificação compulsória nos serviços de 

saúde públicos e privados em território estadual desde março de 2022 (27). Desde 

então, o número de casos notificados de esporotricose humana aumentou de 5 casos 

em 2019 para 932 em 2024 (28) (FIGURA 4). 

 

FIGURA 4 - GRÁFICO REPRESENTANDO NÚMERO DE CASOS DE ESPOROTRICOSE HUMANA 

NOTIFICADOS NO PARANÁ DE 2019 A 2024 

  
FONTE: Adaptado de: Boletins Epidemiológicos de Esporotricose (Secretaria de Estado da Saúde do 
Paraná, 2025).  
 

Além do aumento expressivo do número de casos relatados na capital 

(FIGURA 5.13) nos últimos 6 anos, a disseminação da esporotricose é preocupante 

devido ao crescente número de casos em cidades localizadas na fronteira do estado 

(FIGURAS 5.1 a 5.10), nas cidades portuárias (FIGURAS 5.11 e 5.12) e na fronteira 

internacional, já que no Paraná que se localiza a tríplice fronteira, juntamente com o 

Paraguai e a Argentina. A disseminação de S.  brasiliensis para países fronteiriços do 

Brasil provavelmente ocorreu devido à livre circulação de gatos (domésticos e 

errantes) através das fronteiras nessas regiões e também pela utilização de felinos no 

intuito de caçar roedores em navios cargueiros (29). 
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FIGURA 5 - NÚMERO DE CASOS DE ESPOROTRICOSE HUMANA POR CIDADE NOTIFICADOS 
NO PARANÁ DE 2019 A 2024 

 
LEGENDA: 1) Foz do Iguaçu, 2) Guaíra, 3) Leópolis, 4) Santa Mariana, 5) Cambará, 6) Sengés, 7) 
Bocaiúva do Sul, 8) Campina Grande do Sul, 9) Paulo Frontin, 10) General Carneiro, 11) Paranaguá, 
12) Pontal do Paraná, 13) Curitiba.  
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FONTE: Adaptado de: Boletins Epidemiológicos de Esporotricose (Secretaria de Estado da Saúde do 
Paraná, 2025). 
 

1.3  MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 

 

As manifestações clínicas da esporotricose em humanos se dividem em dois 

grandes grupos: manifestações cutâneas e extra cutâneas. Na esporotricose de 

transmissão zoonótica em humanos as manifestações clínicas mistas e adicionais 

podem ser encontradas.  

 

1.3.1  Manifestações cutâneas 

 

Na forma cutânea fixa, as lesões variam morfologicamente nas formas de 

pápulas, nódulos e úlceras que surgem de poucos dias a meses após a contaminação 

por traumas ou por contato direto com as lesões (FIGURA 6A). 

Na forma linfocutânea, as lesões primárias podem se disseminar por via 

linfática, dando origem à forma linfocutânea ao atingir linfonodos formando nódulos 

ou abcessos que acompanham o trajeto linfático (FIGURA 6B). 

Na forma cutânea disseminada, as lesões se assemelham às formas descritas 

anteriormente, com predomínio de lesões nodulares, supurativas, úlceras ou lesões 

verrucosas localizadas em qualquer parte da pele e das mucosas oral, ocular, nasal 

ou genital. As formas disseminadas tendem a se disseminar para outros órgãos, como 

ossos e articulações podendo incluir fungemia e comprometimento do sistema 

nervoso central (SNC). Pacientes imunossuprimidos, como diabéticos, alcoolistas e 

portadores do vírus HIV têm maior probabilidade de desenvolver formas disseminadas 

de esporotricose (30) (FIGURA 6E-6F). 

 

1.3.2  Manifestações extra-cutâneas 

 

O comprometimento ocular pode ocorrer por implantação local do fungo 

através de soluções de continuidade da pele ou mucosa ocular ou ainda via 

hematogênica, esta última mais comum em pacientes imunossuprimidos, 

especialmente os HIV positivos. Frequentemente se apresenta como coriorretinite, 

conjuntivite, dacriociste, granulomatosa (31). (FIGURA 6C-6D)  



29 

 

O comprometimento osteoarticular pode ocorrer nas formas disseminadas ou 

por implantação próxima da articulação afetada. As áreas mais comumente afetadas 

são joelhos, mãos, pés, pernas e antebraços. Dor, edema eritema são os sintomas 

mais comuns e as imagens radiológicas se assemelham aos achados de osteomielite 

bacteriana (32). 

Na forma pulmonar, pode se manifestar de maneira crônica, com sintomas 

semelhantes aos da tuberculose sendo mais comum em pacientes portadores de 

doença pulmonar obstrutiva crônica e etilismo, com tosse, expectoração moderada, 

ou de maneira aguda com queda do estado geral, tosse produtiva, hemoptise, perda 

de peso, dispneia, sendo mais comum em imunocomprometidos (32,19). 

O acometimento primário do SNC é raro, mas têm sido vistos com maior 

frequência devido à disseminação do S.  brasiliensis no Brasil. O comprometimento 

primário é mais comum em pacientes imunocompetentes e a disseminação 

hematogênica ocorre com maior frequência em imunossuprimidos (19).  

A apresentação clínica mais comum é a meningite crônica com sintomas 

como cefaleia refratária a tratamentos com analgésicos, ataxia, sinais neurológicos 

focais, convulsões e confusão mental. O diagnóstico pode ser tardio e confundido com 

outras doenças crônicas porque estas manifestações não eram comuns em pacientes 

imunocompetentes até a disseminação de esporotricose de origem zoonótica 

acontecer (33,34).  

Manifestações dermatológicas e/ou reumatológicas como erupção cutânea, 

lesões papulosas, eritema nodoso, eritema multiforme, artrite reativa , resultantes de 

reações de hipersensibilidade aos antígenos circulantes podem ocorrer em 30% dos 

pacientes com infecções zoonóticas por S.  brasiliensis (35) (FIGURAS 6G-6H). 

Finalmente, o surto de esporotricose de transmissão felina em curso no Brasil, 

tem revelado formas graves e disseminadas em pacientes imunodeprimidos por 

diversas comorbidades, incluindo AIDS, diabetes, alcoolismo crônico, corticoterapia e 

tratamento com imunobiológicos (30) (FIGURA 5). 
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FIGURA 6 - ASPECTOS CLÍNICOS DA ESPOROTRICOSE HUMANA 

LEGENDA: A) Forma cutânea fixa, B) Forma linfo cutânea, C e D) Forma ocular E) Forma cutânea 
disseminada em paciente diabético, F) Forma cutânea disseminada com lesões verrucosas em 
paciente etilista G) Forma imunorreativa (Síndrome de Sweet), H) Forma imunorreativa (artrite)  
FONTE: Adaptado de Queiroz Telles et al. (2022).  
 

1.4  ESPOROTRICOSE FELINA 

 

A esporotricose felina é mais comum em gatos machos não domesticados e 

pode se  apresentar de maneiras diferentes que podem variar desde formas 

subclínicas até infecções disseminadas fatais (36). As manifestações cutâneas são as 

mais comuns, caracterizadas por múltiplas lesões nodulares ou ulceradas 

disseminadas pelo corpo. Os locais mais frequentes de infecção incluem a cabeça e 

os membros, com envolvimento frequente da mucosa nasal (11) (FIGURA 7). 

O acometimento do sistema respiratório pode ocorrer e comumente se 

manifesta com como tosse e espirros. O comprometimento de mucosa nasal é comum 

e normalmente é sinal de mal prognóstico.  

A epidemiologia da esporotricose felina é diferente da humana, a forma de 

disseminação é de mais difícil controle, uma vez que a doença é transmitida sobretudo 

por animais não domesticados selvagens, que podem não manifestar a doença e 

transmiti-la ou ainda, mesmo que apresente sintomas, dependem da identificação da 

doença e tratamento por parte de tutores ou profissionais (37,13). 
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FIGURA 7 - ASPECTOS CLÍNICO E MICROSCÓPICOS DA ESPOROTRICOSE FELINA 

LEGENDA: A) Úlceras, nódulos em face, olhos, orelhas e região nasal em felino infectado com 
esporotricose. B) Exame citológico de esfregaço colhido de lesões mucosas mostrando grande número 
de estruturas leveduriformes coradas em azul. Coloração Giemsa, aumento 400X. C) Exame 
anatomopatológico de pele mostrando grande número de leveduras intra e intercelulares corados na 
cor púrpura. Coloração Ácido Periódico de Schiff, Aumento 400X 
FONTE: Adaptado de Queiroz Telles et al. (2022). 
 

 

1.5  DIAGNÓSTICO LABORATORIAL, HISTOPATOLÓGICO E MOLECULAR 

 

O método de referência para confirmação do diagnóstico laboratorial é o 

isolamento em cultivo do agente, obtido de diversos materiais clínicos dos sítios 

orgânicos acometidos pela doença (38). As amostras podem ser semeadas em Ágar 

Sabouraud com antibiótico, a 25-30ºC e desta forma em 5 a 8 dias surgem colônias 

membranosas, radiadas, esbranquiçadas ou bege. Em seguida, as colônias produzem 

micélio aéreo do tipo coremium, mantêm uma aparência mucoide na periferia e 

adquirem coloração marrom-escura devido à melanização. Para obtenção de culturas 

leveduriformes o meio de cultura mais utilizado o Brain Heart Infusion (BHI). Após a 

semeadura as amostras devem ser mantidas a 35 a 37º C, e após 5 a 7 dias culturas 

cremosas esbranquiçadas e homogêneas são obtidas (12) (FIGURA 8).   

Ao contrário de outras micoses humanas, a demonstração do agente 

etiológico nos espécimes clínicos por exames micológico direto e/ou histopatológico, 

tem valor secundário, por ter uma sensibilidade de 10 a 20%, dependendo da 

imunidade e forma clínica do paciente e expertise do examinador.  Em pacientes 

imunossuprimidos e em gatos doentes a sensibilidade é maior (39,40,41).  
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FIGURA 8 - ASPECTOS MICROBIOLÓGICOS DA ESPOROTRICOSE 

 
LEGENDA: A) Placa de Petri de cultura de fase filamentosa de S.  brasiliensis, B). Placa de Petri de 
cultura de fase leveduriforme de S.  brasiliensis C) Hifas hialinas e conidióforos unidos em forma de 
bouquet. Alguns conidióforos apresentam coloração acastanhada pela melanização.  
FONTE: A e C: Adaptado de Queiroz-Telles (2022) e B: A autora (2024). 
 

 

O padrão histopatológico geralmente é granulomatoso, na maioria das vezes 

supurativo, mas também podem ser observados granulomas epitelióides, 

tuberculóides, em paliçada, de corpo estranho e sarcóides (22). Na maioria dos casos, 

linfócitos e plasmócitos complementam o infiltrado inflamatório. Técnicas especiais de 

coloração histológica para fungos, como Ácido Periódico de Schiff (PAS) e 

metenamina de prata de Gomori-Grocott, são utilizadas quando há suspeita clínica e 

um quadro histopatológico compatível. A presença de células fúngicas é rara e varia 

morfologicamente desde formas arredondadas medindo 1 a 2 μm a formas 

naviculares, em clava ou em “forma de charuto” que podem medir de 2 a 10 μm. Um 

número maior de células fúngicas é observado em tecidos de pacientes 

imunossuprimidos (1).  

Os corpos asteroides são estruturas extracelulares, encontradas dentro de 

abscessos em aproximadamente 5% dos casos, e correspondem ao depósito de 

imunoglobulinas ao redor de uma célula fúngica com morfologia de levedura. 

Representam uma das manifestações do fenômeno de Splendore-Höeppli, sendo 

observados como material hialino, fibrilar ou em forma de clava, com disposição radial, 

eosinófilo na coloração por hematoxilina-eosina (H&E) e positivo na coloração por 

PAS (42,43) (FIGURA 9). 
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FIGURA 9 - DIAGNÓSTICO HISTOPATOLÓGICO DA ESPOROTRICOSE 
 

LEGENDA: a) Células leveduriformes com formatos arredondado e em charuto (seta) no citoplasma de 
uma célula gigante multinucleada de Langherans. Coloração PAS, aumento de 400 X B) Corpo 
asteroide composto por uma coroa espiculada formada por uma célula leveduriforme arredondada, 
rodeada por depósitos de complexos imunes antígeno-anticorpo. Aumento de 1000 X. C) Várias células 
leveduriformes de formato arredondado ou em charuto em lesão de pele de um paciente diabético. 
Coloração de Grocott-Gomori, aumento de 200 X. D) Células leveduriformes de formato arredondado 
a alongado, com e sem gemulação, provenientes de amostra cutânea de um paciente com AIDS. 
Coloração PAS, aumento de 1000 X 
FONTE: Adaptado de Queiroz-Telles et al., (2022). 
 

 

Os testes sorológicos permitem detectar imunoglobulina G (IgG) específica 

para o gênero Sporothrix. A detecção de anticorpos circulantes é útil para diferenciar 

a esporotricose de outras doenças cutâneas semelhantes e para monitorar a resposta 

terapêutica. Os testes mais sensíveis são os métodos imuno enzimáticos (ELISA),  

Western blot, e o teste imunocromatográfico de fluxo lateral anti-Sporothrix, mas 

nenhum deles é comercializado (37,22,44,45).  Devido às propriedades antigênicas 

comuns entre S. schenckii, S.  brasiliensis e S. globosa, observa-se reação cruzada 

ao realizar esses testes (46). A disponibilidade destes testes é limitada, não sendo 

feito de rotina nos atendimentos de esporotricose.  

 O sequenciamento de DNA é o método de referência para a identificação 

molecular de espécies de Sporothrix de relevância médica, seguido pela análise 

filogenética. Para realizar a análise filogenética, é necessário incluir sequências de 

referência, derivadas de linhagens utilizadas na descrição das espécies (linhagens-

padrão), disponíveis em bancos de dados públicos, como o GenBank (Disponível em: 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).  

A análise filogenética de linhagens de Sporothrix pode incluir um único 

marcador ou uma combinação de loci codificadores de proteínas, com o objetivo de 

aumentar a resolução da identificação molecular. A região ITS (do inglês, Internal 

Transcribed Spacer) é descrita como um excelente marcador de “código de barras” 

para identificação do gênero. A região CAL (calmodulina) identifica a espécie.   
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O sequenciamento de DNA permite a investigação da diversidade genética e 

da estrutura populacional do fungo durante surtos e epidemias, esclarecendo, assim, 

as rotas de transmissão e expansão de agentes fúngicos emergentes, como o  S.  

brasiliensis  (25). 

 

1.6  DIAGNÓSTICOS DIFERENCIAIS 

 

A esporotricose pode mimetizar várias doenças infeccionas ou não 

infecciosas. É essencial a coleta correta de dados clínicos, com histórico de doenças 

prévias, e estabelecer o quadro de doenças que apresentam lesões semelhantes aos 

desta micose. De acordo com a apresentação clínica da esporotricose podemos fazer 

o diagnóstico diferencial pensando nas seguintes doenças (TABELA 1): 

 
TABELA 1 – DIAGNÓSTICOS DIFERENCIAIS DA ESPOROTRICOSE 
Forma clínica Diferenciais 

Forma linfocutânea Leishmaniose, feo-hifomicose, tuberculose ganglionar, sífilis, piodermites, 

hanseníase tuberculóide, micobacterioses atípicas (M..marinum) doença 

da arranhadura do gato, filariose e outras (30). 

Forma cutânea fixa Tuberculose verrucosa, cromoblastomicose, eumicetoma e 

actinomicetoma, dermatofitoses e candidíases granulomatosas, 

leishmaniose cutânea, papiloma e verrugas, bouba, botriomicose, 

impetigo, infecções por micobactérias (M. fortuitum e M. marinum), 

sarcoidose, psoríase, lúpus eritematoso sistêmico, carcinoma 

espinocelular, micose fungoide e outras (16). 

Forma cutânea 

disseminada 

Disseminação cutânea de micoses sistêmicas (paracoccidioidomicose, 

coccidioidomicose, histoplasmose, criptococose, talaromicose, tuberculose 

e micobactérias não tuberculosas, sífilis e outras (30). 

Forma pulmonar Micoses pulmonares endêmicas, aspergilose crônica, tuberculose e outras 

micobacterioses, pneumonias bacterianas e virais (1). 

Forma ocular Diversas infecções bacterianas, virais e fúngicas podem imitar a 

esporotricose ocular e de anexos oculares, incluindo ceratites por Fusarium 

spp. e Aspergillus,spp.,  hordéolo, calázio, entre outras (31). 

Forma neurológica Todas as causas de meningite crônica, incluindo tuberculose do sistema 

nervoso central (SNC) e micoses do SNC (33,34). 
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1.7  TRATAMENTO 

 

Quando a esporotricose foi descrita no século XIX, não havia antifúngicos 

específicos disponíveis, assim o iodeto de potássio (KI), que  era utilizado para uma 

série de doenças infecciosas ou não,  foi o tratamento de escolha para o tratamento 

de esporotricose desde 1903 (22). O KI possui atividade imunomoduladora; 

diminuindo a produção de intermediários tóxicos do oxigênio pelos leucócitos 

polimorfonucleares e, assim, exercendo efeito anti-inflamatório. A capacidade do KI 

de destruir diretamente microrganismos ainda não foi comprovada. A dose para 

adultos é de 3 a 6 g/ dia e para crianças 1 a 2 g/dia. A dose inicial é de 5 gotas 3 vezes 

ao dia, aumentando a dose diariamente em 5 gotas até o máximo de 30 a 40 gotas. 

O KI ainda é amplamente usado no tratamento de esporotricose felina.  

Os efeitos colaterais mais comuns são gosto metálico na boca, rinite, 

bronquite e edema de glândulas salivares (47,48).  

Os principais medicamentos antifúngicos utilizados atualmente para o 

tratamento da maioria das formas clínicas da esporotricose são o itraconazol, a 

terbinafina e a Anfotericina B (6,25).   

O itraconazol é um medicamento fungistático da classe dos azóis que inibe a 

síntese de ergosterol, o principal esterol da membrana celular fúngica. Dependendo 

da gravidade da doença e do estado imunológico do hospedeiro, a dose terapêutica 

pode variar de 100 a 400 mg/dia. (49,50). Embora apresente boa eficácia, o tratamento 

com itraconazol é longo, em média 6 meses para casos menos graves, podendo 

chegar a anos, e este medicamento pode causar diversos efeitos colaterais e interagir 

com outros medicamentos, como antidepressivos, redutores dos níveis de colesterol, 

anti-hipertensivos e outros, induzindo eventos adversos ou reduzindo sua eficácia 

(51).  

Os principais efeitos adversos relatados são dores de cabeça e distúrbios 

gastrointestinais. Além disso, é hepatotóxico e teratogênico, não devendo ser utilizado 

em pacientes com doenças hepáticas ou em gestantes (52). 

Pacientes intolerantes ao itraconazol ou refratários ao tratamento recomenda-

se utilizar: terbinafina oral na dose de 125 a 250 mg/dia em crianças e de 250, 500 a 

1000 mg/dia para adultos. A terbinafina é um fármaco da classe alilamina, que inibe a 

enzima esqualeno-epoxidase. Esta enzima transforma esqualeno em lanosterol, um 

dos precursores do ergosterol, mas ao contrário do efeito fungistático dos azóis a 
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terbinafina é fungicida, porque o esqualeno acumulado leva à morte celular fúngica 

(53,54,25). Pode haver interação medicamentosa com antidepressivos, lipolíticos, 

anticoncepcionais e outras drogas e apesar de ser fungicida e geralmente apresentar 

maior eficácia que os azóis nos testes de sensibilidade in vitro, a terbinafina apresenta 

menores taxas de cura que o itraconazol  (55,56,25).  

Para formas graves e disseminadas, deve se utilizar as diferentes formulações 

da anfotericina B, de utilização  endovenosa (57,22). A anfotericina B é uma droga da 

classe dos polienos desenvolvida nos anos 50. Seu mecanismo de ação envolve 

alterações de permeabilidade celular, alterações da composição da membrana 

mitocôndrias e núcleo das células fúngicas. Apresenta alta toxicidade e há também o 

inconveniente de ser de administração injetável. A dose acumulativa é de 1g a 3g, 

uma vez alcançada a dose acumulativa e haja resposta terapêutica, é preferível mudar 

o tratamento para o uso de itraconazol (40).  Ao contrário do itraconazol a anfotericina 

B pode ser administrada em gestantes, quando necessário (1).  

No caso de impossibilidade do uso de itraconazol ou terbinafina, o Fluconazol 

pode ser usado na dose de 400 a 800 mg/ dia. 

Entre os antifúngicos triazólicos mais novos, o posaconazol mostrou eficácia, 

mas o número de casos ainda é relativamente pequeno. O voriconazol e o 

isavuconazol, embora de amplo espectro e bastante tolerados, apresentaram altas 

concentrações inibitórias mínimas em testes de susceptibilidade in vitro e não foram 

usados em esporotricose, em casos suficientemente estudados para ser considerado 

tratamento de escolha na esporotricose humana (58). 

Por ser uma doença causada por um fungo termo sensível, o uso de calor 

local como monoterapia e mais frequentemente como terapia coadjuvante melhora a 

resposta terapêutica.  A eletrocoagulação e a crioterapia também podem ser 

utilizadas, sobretudo em casos resistentes com lesões crostosas (22). Testes de 

susceptibilidade in vitro e in vivo em animais mostraram eficácia utilizando terapia 

fotodinâmica contra algumas espécies de Sporothrix e também em outras micoses 

(59).  

 

1.8  SUSCEPTIBILIDADE in vitro 

 

Estudos que avaliaram a susceptibilidade in vitro de Sporothrix spp. aos 

principais antifúngicos usados na terapêutica da esporotricose sugerem que pode 
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haver sensibilidade diferente entre as espécies testadas, mas sem a correlação com 

resistência in vivo, aos antifúngicos mais utilizados, como itraconazol e a terbinafina 

(60,61). Embora a maioria dos estudos tenha analisado essa  espécie  de fungo 

apenas na fase filamentosa, a diferença de susceptibilidade aos antifúngicos é 

atribuída à diversidade genética das diferentes espécies que causam doença humana 

ou animal (40,46,62).  

A terbinafina apresenta com frequência menores concentrações inibitórias 

mínimas  nos testes de susceptibilidade in vitro (63).  

Para alguns testes de susceptibilidade antifúngica in vitro, são estabelecidos 

pontos de corte clínicos, (do inglês, Clinical Breakpoints - CBPs). Os pontos de corte 

clínicos categorizam as linhagens como suscetíveis quando são inibidas por 

concentrações de fármaco que são alcançáveis clinicamente no local da infecção, e 

como resistentes quando não são inibidas por tais concentrações. Valores de CBPs 

ainda não foram estabelecidos para Sporothrix brasiliensis (64). 

Nesse contexto, valores de corte epidemiológicos (ECVs) foram propostos. 

Almeida-Paes e colaboradores (2017), que  sugeriram valores de concentração 

inibitória mínima (CIM) de ≤ 0,25 μg/mL e ≥ 0,5 μg/mL para a terbinafina, e ≤ 2 μg/mL 

e ≥ 4 μg/mL para o itraconazol, como indicativos de susceptibilidade ou resistência, 

respectivamente. 

Relatos recentes de pacientes com acometimento neurológico por S.  

brasiliensis, sugerem que esse microrganismo é capaz de formar pseudo cistos de 

conteúdo viscoso, semelhantes a biofilmes capazes de causar hipertensão 

intracraniana crônica e hidrocefalia (33).  

A resistência de microrganismos, sejam bactérias ou fungos tem sido 

robustamente demostrada na literatura, devido ao aumento de resistência dos 

mesmos quando causam infecções relacionadas à biofilmes (65).  Há estudos 

demonstrando que leveduras do gênero Candida, Cryptococcus e outros fungos 

dimórficos, são produtores de biofilmes (66).  

A capacidade da forma leveduriforme de Sporothrix sp de constituir biofilmes 

in vitro, assim como sua sensibilidade aos antifúngicos mais utilizados na terapêutica 

da esporotricose ainda foi pouco estudada (67).  O melhor conhecimento da 

sensibilidade do agente a antifúngicos na fase parasitária abrigada em biofilmes, pode 

contribuir para melhorar estratégias terapêuticas de algumas das formas clínicas da 

esporotricose humana.  
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1.9  O PAPEL DOS BIOFILMES 

 

Bactérias e fungos, de uma maneira geral, são tradicionalmente descritos no 

meio ambiente em estado livre, suspenso e/ou flutuante, agindo individualmente. Este 

estado é denominado planctônico (68). Biofilmes são comunidades microbianas 

sésseis que aderem fortemente às superfícies e entre si, sendo protegidas e 

interligadas por uma matriz extracelular (MEC) composta principalmente por 

polissacarídeos (69,70). 

As células, nesse contexto, exibem maior resistência e apresentam fenótipos 

diferentes em comparação com células planctônicas ou livres, estando associadas à 

persistência das infecções. Biofilmes podem aderir a superfícies bióticas como pele, 

dentes, ossos, articulações, traqueia e outros ou abióticas, como próteses e catéteres; 

em particular, as leveduras se aproveitam dessa condição para acessar a corrente 

sanguínea, devido ao tamanho reduzido, atingindo os órgãos internos dos pacientes. 

Isso é alarmante, pois infecções fúngicas disseminadas possuem uma alta taxa de 

mortalidade (71,1).  

Estas comunidades multicelulares oferecem algumas vantagens aos 

microrganismos. Os benefícios incluem: maior resistência a agentes antimicrobianos, 

e antifúngicos, proteção contra o sistema imunológico do hospedeiro, aumento da 

virulência, comunicação, cooperação metabólica e expressão gênica diferencial 

baseada na comunidade (72,2).  

As primeiras investigações da matriz extracelular de espécies de biofilme 

fúngicos foram realizadas com Candida albicans (71,66). A capacidade de formação 

de biofilmes por linhagens do gênero Sporothrix em fase filamentosa, a morfologia dos 

mesmos bem como a susceptibilidade in vitro a diversos antifúngicos como 

itraconazol, voriconazol, anfotericina B, cetoconazol, terbinafina  e caspofungina já foi 

demonstrada em estudos anteriores (65,73,74) (FIGURA 10).   
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FIGURA 10 - IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DE BIOFILME DE 
FORMA FILAMENTOSA DE Sporothrix brasiliensis 

. 

 
LEGENDA: Observação da matriz extracelular (seta). 
FONTE: Adaptado de Brilhante et al (2017). 
 

Como a forma infectante do S.  brasiliensis em humanos é a forma 

leveduriforme, estudos sobre a formação destes biofilmes, bem como a 

susceptibilidade dos mesmos a antifúngicos vêm ganhando destaque na literatura 

para melhor entendimento e ajustes no tratamento destas doenças (75,76) (FIGURA 

11). 
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FIGURA 11 - IMAGEM DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DE BIOFILME DE 
FORMA LEVEDURIFORME DE Sporothrix brasiliensis. 

 

 
FONTE: Adaptado de Brilhante et al., (2018). 
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2  JUSTIFICATIVA E IMPORTÂNCIA DO ESTUDO 
 

 

 

Todas as espécies do gênero Sporothrix de interesse médico já foram relatadas 

como causadores de infecções recalcitrantes ou persistentes, sugerindo resistência 

a agentes antifúngicos  (77,57,14).  

Além disso, numerosos aspectos genéticos e bioquímicos de culturas 

planctônicas foram examinados, em particular, a composição glicoproteica da matriz 

extracelular que é secretada por esses agentes patogênicos na formação e 

manutenção dos biofilmes (78). Estes compostos já foram considerados como um 

dos fatores que contribuem para a resistência a antifúngicos (79). Em adição, já foi 

sugerido que, pelo menos em modelos experimentais, S.  brasiliensis é mais 

virulento in vivo do que as outras espécies do mesmo gênero (80).  

Estudos anteriores revelaram a capacidade de Sporothrix spp.  de produzir 

biofilmes e que estes podem ser sensíveis a doses maiores de antifúngicos do que 

as formas planctônicas (81,75,82).  

A lenta resposta ao tratamento na esporotricose, mesmo em indivíduos 

imunocompetentes, pode estar relacionada à capacidade do Sporothrix brasiliensis 

em formar biofilmes (83,33,84).  

Sendo as formas leveduriformes de Sporothrix brasiliensis as formas infectantes 

e as formas encontradas em exames anatomopatológicos, os biofilmes formados por 

estas formas (leveduriformes) podem ser  mais resistentes aos antifúngicos 

disponíveis para o tratamento de esporotricose,  levando à necessidade e de se 

propor novos esquemas terapêuticos (38,85).  
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3  OBJETIVOS 
 

3.1  OBJETIVO PRINCIPAL 

 

Avaliar a capacidade de produção de biofilmes de Sporothrix brasiliensis e se 

a mesma pode estar implicada na resistência à resposta terapêutica da esporotricose.  

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Produção de biofilmes in vitro por células leveduriformes de S.  brasiliensis. 

2) Avaliar a susceptibilidade in vitro de biofilmes da forma parasitária de S.  

brasiliensis aos antifúngicos itraconazol e terbinafina. 

3) Descrever a ultraestrutura de biofilmes produzidos por S.  brasiliensis 

através de microscopia confocal (MC) e microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). 

 

  



43 

 

4  MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Este projeto foi aprovado pelo comitê de ética, do Complexo do Hospital de 

Clínicas da Universidade Federal do Paraná (CHC-UFPR) número de certificado de 

apresentação para apreciação ética (CAAE) 41462620.5.0000.0096 e parecer 

6.610.812. 

 

4.1  DESENHO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo experimental in vitro, de natureza laboratorial, que 

avaliou a suscetibilidade antifúngica de formas planctônicas e de biofilmes de 

Sporothrix brasiliensis ao itraconazol e à terbinafina, testados isoladamente e em 

associação. As concentrações inibitórias mínimas e a interação entre os antifúngicos 

foram determinadas para células planctônicas por microdiluição em caldo e método 

de CHECKERBOARD, conforme o CLSI M27-A3. A produção e a susceptibilidade dos 

biofilmes foram analisadas por métodos quantitativos e qualitativos, incluindo 

espectrofotometria, microscopia confocal de varredura a laser e microscopia 

eletrônica de varredura.(86,87).  

 

4.2  LOCAL DO ESTUDO 

 

O estudo foi desenvolvido no laboratório de Microbiologia do Setor de 

Ciências Biológicas da UFPR (LabMicro), em parceria com o  Setor de Micologia do 

Complexo Hospital de Clínicas de Curitiba, (CHC/UFPR), no Centro de Microscopia 

Confocal (UFPR) e no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) também da UFPR.  

 

 

 

4.3 LINHAGENS DE Sporothrix brasiliensis 

 

Um total de 7 linhagens de Sporothrix brasiliensis foram isolados de casos 

humanos de pacientes com esporotricose tratados no ambulatório de doenças 

infecciosas do Complexo Hospital de Clínicas de Curitiba (CHC-UFPR).  As linhagens 

foram identificadas como Sporothrix por micromorfologia e cultura no Laboratório de 
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Micologia Médica e armazenadas em ágar Sabouraud dextrose (KASVI Ltda, Pinhais, 

PR, Brasil). 

Todas as linhagens foram depositadas nas Coleções Microbiológicas da Rede 

Paranaense - Taxonline - (https://www.cmrp-taxonline.com), do Departamento de 

Patologia Básica da Universidade Federal do Paraná (UFPR), Curitiba, até sua 

utilização. A identificação molecular das linhagens foi realizada por sequenciamento 

do gene calmodulina (CAL), pelo Departamento de Microbiologia da UFPR, com 

posterior comparação em banco de dados GenBank. A identificação das linhagens, 

tipo de lesão e origem dos materiais colhidos para as culturas e os números de acesso 

no GenBank encontram-se sumarizados na Tabela 2 (TABELA 2).  

 
TABELA 2 - LINHAGENS REFERÊNCIAS UTILIZADAS NO ESTUDO 

Fonte: A autora (2025). 
  

Identificação 
Número de 

coleção 

Número de 

Acesso GenBank 
Fonte 

Sporothrix brasiliensis CMRP3967 OQ571295.1 
Isolado de abcesso 

forma linfo cutânea 

Sporothrix brasiliensis CMRP5491 Em processo Secreção conjuntival 

Sporothrix brasiliensis CMRP2525 MG869808.1 
Isolado de líquido 

peritoneal 

Sporothrix brasiliensis CMRP3955 OQ571286.1 
Biópsia de antebraço 

direito 

Sporothrix brasiliensis CMRP5318 ON397982.1 Abcesso braço direito 

Sporothrix brasiliensis CMRP3944 Em processo Biópsia de pele 

Sporothrix brasiliensis CMRP5083 ON397983.1 
Secreção de lesão em 

punho 
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4.4  OBTENÇÃO DE FORMAS LEVEDURIFORMES 

 

4.4.1  Termoconversão de formas filamentosas para formas leveduriformes de 

Sporothrix brasiliensis. 

 

As linhagens foram armazenadas em Ágar Sabouraud a 28ºC na forma 

filamentosa, e para os experimentos a termo conversão de formas filamentosas para 

formas leveduriformes foi obtida por culturas em BHI. Os espécimes foram repicados 

e inoculados em meio de BHI e foram incubadas por 5 dias a 37°C para cada 

passagem.  

Após reversão em BHI,  foi realizada análise microscópica das colônias 

utilizando o corante lactofenol de Amann acrescido com azul de algodão (Dinâmica 

Química Contemporânea Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil) e foram analisadas em 

microscópio até que só houvesse formas leveduriformes nas lâminas, para avaliar se 

houve reversão completa. Subculturas foram realizadas a cada 5 dias durante os 

ensaios para manter as  linhagens sob essas condições (com a presença de células 

em forma de charuto e sem a presença de hifas nas lâminas)  e só depois essas 

culturas foram utilizadas nos experimentos (88). 

A termo conversão das linhagens está representada esquematicamente na 

ilustração da FIGURA 12.  
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FIGURA 12 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA TERMOCONVERSÃO DE FORMAS 
LEVEDURIFORMES DE Sporothrix brasiliensis 

 
FONTE: A autora (2025).   
 

4.5  TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE in vitro (MÉTODO DE MICRODILUIÇÃO EM 

CALDO) 

 

4.5.1  Antifúngicos utilizados – preparo das soluções estoque 

 

Dois antifúngicos foram usados no teste de suscetibilidade: o itraconazol (ITZ; 

Sigma-Aldrich, Burlington, MA, EUA) e a terbinafina (TERB; Sigma-Aldrich, Burlington, 

MA, EUA). Os antifúngicos foram pesados em balança analítica de precisão 

(Shimadzu do Brasil Co. São Paulo, SP, Brasil) diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO - 

Merck, Darmstadt, Alemanha) como recomendado no documento M27-A3, nas 

concentrações de 64 gramas por litro e foram estocados a -25°C até o momento dos 

experimentos (89) (FIGURA 13).   
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FIGURA 13 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS SOLUÇÕES ESTOQUE 

PARA OS TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE COM A TÉCNICA DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

 

 FONTE: A autora (2025).  
 

4.5.2 Preparo das soluções de inóculos para os testes de susceptibilidade de 

terbinafina e itraconazol 

 

Para todos os experimentos foi necessária a preparação da solução de 

inóculos de todas as linhagens. Para obter cada solução, o volume de 1 mL de solução 

salina fosfato tamponada (PBS) foi adicionada à cada colônia. A suspensão fúngica 

foi escarificada com alça de inoculação esterilizada, o conteúdo escarificado foi 

adicionado um tubo do tipo Eppendorf de 2 mL contendo 1 mL de PBS. Após aguardar 

5 minutos, que é o tempo requerido para a sedimentação, a alíquota de 50 μL de cada 

suspensão foi colocada numa Câmara de Neubauer para a contagem celular. As 

contagens corresponderam a 2,48 to 10,35 x 106 unidades formadoras de colônia por 

mililitro de solução de inóculos (UFC/mL) (65). A representação esquemática desta 

etapa (etapa 1) do preparo de inóculos está representada na ilustração da FIGURA 

14.  
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FIGURA 14 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA PRODUÇÃO DA SOLUÇÃO DE INÓCULOS 
DE Sporothrix brasiliensis (ETAPA 1) 

 
FONTE: A autora (2025).  
 

Na etapa seguinte (etapa 2), realizada logo em seguida, a solução de inóculos 

obtida na etapa 1 foi diluída 1:100 e em seguida 1:20 em PBS e a quantidade 

suficiente do meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (Nova 

Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) foi adicionada às suspensões para obter uma solução 

final de inóculos com a concentração de 5,0 x 102 a 2,5 x 103 UFC/mL. A FIGURA 15 

representa esquematicamente a etapa 2 do preparo da solução de inóculos.  
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FIGURA 15 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DA SOLUÇÃO DE INÓCULOS – 
ETAPA 2 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

 

4.5.3  Montagem das microplacas para os testes de susceptibilidade 

 

Os antifúngicos foram testados na concentração final variando de 0,03 a 16 

μg/mL. Os testes foram executados em duplicata para cada linhagem. Para o ensaio 

de microdiluição em caldo foram utilizadas 2 microplacas de poliestireno de 96 poços. 

Uma para terbinafina e outra para Itraconazol. A alíquota 100 μL das soluções de cada 

droga foi adicionada em cada poço com 100 μL de solução de inóculos em RPMI. As 

microplacas foram seladas e incubadas a 35ºC por 5 dias em incubadora de 

laboratório de ventilação forçada HF 212UV (HealForce Co., Xangai, China). A 

linhagem Candida parapsilosis ATCC 22019  foi incluída como controle de qualidade. 

Após o período de incubação,  a leitura do experimento foi visual (63,90) (FIGURA 

16). 
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FIGURA 16 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS MICROPLACAS PARA 
TESTE DE DO TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE in vitro DE TERBINAFINA E ITRACONAZOL 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

As colunas 1 das microplacas foram preparadas para serem os controles 

negativos, contendo 200 μL de RPMI e a colunas 12 foram preparadas para serem os 

controles positivos contendo 200 μL de soluções de inóculos (FIGURA 17).  

 

FIGURA 17 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS MICROPLACAS DO TESTE DE 

SUSCEPTIBILIDADE in vitro DE TERBINAFINA E ITRACONAZOL 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

4.5.4  Medidas Avaliada na leitura dos testes de susceptibilidade in vitro 

 

Através da leitura visual dos testes de susceptibilidade in vitro foi possível 

determinar a concentração inibitória mínima (CIM ou MIC, do inglês minimum 

inhibitory concentration) a qual é a mínima concentração de antifúngico capaz de inibir 
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80% do crescimento fúngico para terbinafina e 100% para a itraconazol comparados 

ao controle positivo já previamente estabelecido (63). As concentrações mínimas 

capazes de inibir 50% (MIC 50) e 90% (MIC 90) do crescimento de fungos para as 

respectivas linhagens também foram calculadas (81).  

 

4.5.5 Testes de interações dos antifúngicos 

 

A avaliação das interações entre as drogas foi feita através da técnica de 

checkerboard (61). Para executar o ensaio de checkerboard foi selecionada uma das 

sete linhagens com base em critérios específicos para garantir uma representatividade 

de resultados confiável.   

A linhagem Sporothrix brasiliensis CMRP 2525 foi a escolhida porque 

apresentou visualmente um aspecto mais cremoso nas culturas sem estruturas 

algodonosas na superfície e por apresentar maior número de células nos esfregaços 

das lâminas coradas com lactofenol.  

Os ensaios de checkerboard foram feitos em duplicata e em 2 dias diferentes 

(41). As soluções estoque para estes ensaios de foram preparadas na concentração 

de 3200 μg/mL. Estas soluções antifúngicas foram adicionadas à meios de cultura 

RPMI de modo que a concentração para o ensaio de TERB foi de 0,5 μg/mL e de ITZ 

foi de 4 μg/mL . Cada droga foi diluída em série utilizando o fator de diluição 2 baseado 

nos valores encontrados previamente no teste de susceptibilidade.   

As soluções antifúngicas foram distribuídas em microplacas de 96 poços, 

numa quantidade de 100 μL por poço. Para poder interpretar os resultados 

corretamente, foram incluídas diluições suficientes para duas vezes abaixo e acima 

da CIM para cada antifúngico.  

Depois da preparação das microplacas com as drogas 100 μL de solução de 

inóculo foram adicionadas aos poços. O poço 12H foi preenchido com solução de 

inóculo e RPMI para servir de controle positivo. Depois de semeadas, as microplacas 

foram seladas e incubadas por 7 dias a 35ºC (). 
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FIGURA 18 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS MICROPLACAS PARA 

ENSAIO DE checkerboard  

 
FONTE: A autora (2025). 
 

A disposição das concentrações de TERB/ITZ nas microplacas usadas nos 

testes de checkerboard para os biofilmes está representada na FIGURA 19. 

 

FIGURA 19 - QUADRO DA REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DISPOSIÇÃO DAS 

CONCENTRAÇÕES DE TERB/ITZ NAS MICROPLACAS USADAS NOS TESTES DE checkerboard 

PARA BIOFILMES 

 
 
FONTE: Profª Drª Bruna Jacomel e Profª Drª Terezinha Svidzinski (2024). 
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A leitura do teste de checkerboard foi feita de maneira visual utilizando o 

corante resazurina (91,92).  

O sal de resazurina (Exodo Scientific, Sumaré, SP, Brasil) foi diluído de acordo 

com as instruções do fabricante adicionando 0,02 g do referido corante em pó a 10 

mL de água destilada.  Após a filtragem, o volume de 30 μL do corante foi adicionado 

a cada poço e depois de seladas as microplacas foram novamente incubadas a 37° 

por mais de 24 horas.  A mudança na coloração de azul para rosa indica a 

transformação da resazurina em resorufina na presença de oxiredutases de células 

viáveis indicando que houve crescimento fúngico. (FIGURA 20) 

 

FIGURA 20 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA COLORAÇÃO DAS MICROPLACAS DOS 

ENSAIOS DE checkerboard COM RESAZURINA 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

A concentração inibitória fracionada (FIC, do inglês, fractional inhibitory 

concentration) foi calculada para cada agente dividindo o valor da CIM de cada droga 

em combinação pelo valor da CIM de cada droga isoladamente. E para este cálculo 

as CIMs foram arredondados para a próxima concentração mais alta disponível. 

Depois de encontrar a concentração inibitória fracionada os valores de FIC foram 

somados para determinar o índice de concentração inibitória fracionada (FICI, do 

inglês, fractional inhibitory concentration index) e a partir desse índice, foi determinado 
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como sinergismo FICI ≤ 0,5, indiferença se FICI 0.5 < FICI ≤ 4 e antagonismo se FICI 

> 4 (93). 

 

4.6  PRODUÇÃO DE BIOFILMES 

 

Para avaliação do crescimento cinético e da biomassa, 6 microplacas de 

poliestireno de 96 poços foram completadas com 100 μL de suspensão de inóculos 

de cada isolado e 100 μL de RPMI. As microplacas foram então seladas e incubadas 

a 37° em incubadora do tipo shaker refrigerada com agitação orbital (Modelo SL-223, 

Solab Equipamentos, Piracicaba, SP, Brasil), com agitação orbital contínua ajustada 

a 120 rotações por minuto (rpm), para promover o crescimento celular. Os ensaios 

foram realizados em duplicata e em dias diferentes (FIGURA 21). 
 

FIGURA 21 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DE MICROPLACAS PARA 

PRODUÇÃO DE BIOFILMES E ESTUDO DE BIOMASSA 

. 
FONTE: A autora (2025). 
 

Para os estudos de morfologia, alterações estruturais e susceptibilidade 

antifúngica dos biofilmes através da microscopia confocal e da microscopia eletrônica, 

depois da preparação das soluções de inóculos utilizando a metodologia já descrita, 

uma alíquota de 1000 μL de solução de inóculos de 2 linhagens a CMRP 2525 e a 

CMRP 5491, foram adicionados à 4 microplacas de 24 poços contendo 1 lamínula 

redonda de cultura celular (SPL Life Sciences Co. Coréia do Sul) por poço. Estas 
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microplacas também foram seladas e incubadas a 120 rotações por minuto e a 37° 

em incubadora shaker com agitação orbital contínua por um período de 3 horas de 

incubação (FIGURA 22).  

 
FIGURA 22 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS MICROPLACAS PARA 

PRODUÇÃO DE BIOFILME PARA MICROSCOPIA CONFOCAL E MICROSCOPIA ELETRÔNICA 
 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

 

4.7  TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA DOS BIOFILMES DE 

FORMAS LEVEDURIFORMES DE Sporothrix brasiliensis 

 

4.7.1  Soluções estoque de antifúngicos para o tratamento em biofilmes 

 

Para os ensaios de biofilme, soluções estoques de terbinafina de 50 μg/mL e 

de itraconazol de 400 μg/mL, diluídas em DMSO foram preparadas para atingir 4 

vezes a concentração inibitória mínima de cada antifúngico, previamente 

determinados nos experimentos de teste de susceptibilidade in vitro.  As soluções 

estoque dos dois antifúngicos foram diluídas em 10 vezes de modo que a 

concentração final variou de 0.002 a 1 μg/mL mL para terbinafina e de 0.016 a 8 μg/mL 

para itraconazol. As microplacas para avaliação da interação com drogas foram 

preparadas de acordo com o método descrito acima, com a diferença que as soluções 

acima foram diluídas previamente aos experimentos, de modo que as 10 
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concentrações variaram de 0,002 a 1 μg/mL a 0,016/8 μg/mL para terbinafina e 

itraconazol respectivamente. 

4.7.2  Ensaios de inibição da formação de biofilmes 

 

Após um período de 3 horas de incubação, cada poço das 6 microplacas de 

96 poços preparadas com biofilmes e incubadas foram lavados 2 vezes com solução 

de PBS. As soluções estoque de RPMI contendo TERB nas concentrações que acima 

detalhadas foram adicionadas a uma das microplacas. Uma segunda microplaca 

recebeu soluções estoque de RPMI contendo ITZ enquanto a terceira microplaca foi 

preenchida com a combinação dos 2 antifúngicos nas mesmas concentrações 

adicionadas a cada um dos poços. Estas 3 microplacas após preparadas foram 

nomeadas “placas inibição 1”.  

As 3 microplacas restantes foram preparadas com a adição de 200 μL de 

RPMI e foram nomeadas “placas maduro 1”. Todas as microplacas em seguida  foram 

seladas e incubadas a 120 rotações por minuto e a 37° em incubadora shaker com 

agitação orbital contínua. (FIGURA 23).  

 

FIGURA 23 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS MICROPLACAS DE 96 

POÇOS PARA TESTE DE INIBIÇÃO DOS BIOFILMES 

 
FONTE: A autora (2025).  
 

Os controles negativos (OD branco) foram preparados adicionando 200 μL do 

meio RPMI não inoculado nos primeiros poços da esquerda (coluna 1) e os controles 

positivos (OD controle) adicionando 100 μL de solução de inóculos a 100 μL de RPMI 
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últimos poços da direita (coluna 12). A representação esquemática da configuração 

destas 3 microplacas está representada nas FIGURA 24, FIGURA 25 e FIGURA 26.  
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FIGURA 24 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA CONFIGURAÇÃO DAS MICROPLACAS COM 

TERBINAFINA DO TESTE DE INIBIÇÃO DE BIOFILMES 

 
FONTE: A autora (2025). 
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FIGURA 25 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA CONFIGURAÇÃO DAS MICROPLACAS COM 

ITRACONAZOL DO TESTE DE INIBIÇÃO DE BIOFILMES 

 

FONTE: A autora (2025). 
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FIGURA 26 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA CONFIGURAÇÃO DAS MICROPLACAS COM 

TERBINAFINA/ITRACONAZOL DO TESTE DE INIBIÇÃO DE BIOFILMES 

 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

A produção de biofilmes nas microplacas específicas para análise em MCVL 

e MEV (24 poços) foram preparadas da mesma maneira que as microplacas de 96 

poços destinadas à quantificação de biomassa. Para os testes de inibição de biofilmes 

a serem realizados através de MCVL e MEV, após um período de 3 horas na 

incubadora tipo shaker, as referidas microplacas foram lavadas 2 vezes com PBS. Em 

2 das microplacas foram adicionados os antifúngicos e foram nomeadas “placas 

inibição 2”. 

Às duas microplacas de 24 poços restantes, foi adicionado 1000 μL de RPMI 

após a dupla lavagem com PBS e foram denominadas “placas maduro 2”. As 4 

microplacas foram seladas e levadas a incubadora tipo shaker sob mesmas condições 

de temperatura e rotações. (FIGURA 27). 
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FIGURA 27 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS MICROPLACAS DE 24 

POÇOS PARA TESTE DE INIBIÇÃO DOS BIOFILMES 

 
FONTE: A autora (2025).  
 

A distribuição das concentrações de antifúngicos nas microplacas de “inibição 

2” foi baseada nos resultados da quantificação da biomassa e está representada na 

FIGURA 28.  

 

FIGURA 28 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS CONCENTRAÇÕES DE ANTIFÚNGICOS 

NAS MICROPLACAS “INIBIÇÃO 2” PARA MCVL E MEV 

 
FONTE: A autora (2025). 
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4.7.3  Ensaios de erradicação de biofilmes 

 

Após o período de 144 horas de incubação, as placas as “placas maduro 1” e 

“placas maduro 2” receberam o tratamento antifúngico após dupla lavagem e todas as 

microplacas foram incubadas a 37º C a 120 rpm por mais 24 horas.  

A distribuição das concentrações de antifúngicos nas microplacas de “maduro 

2” foi baseada nos resultados da quantificação da biomassa e difere das microplacas 

inibição 2”. (FIGURA 29).  

 

FIGURA 29 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS CONCENTRAÇÕES DE ANTIFÚNGICOS 

NAS MICROPLACAS “MADURO 2” PARA MCVL E MEV 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

4.7.4 Análise da atividade antibiofilme 

 

A análise da atividade antibiofilme foi obtida através a análise quantitativa pela 

determinação da biomassa e a análise das alterações morfológicas e estruturais dos 

biofilmes foram realizadas através da MCVL e MEV.  
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4.7.5 Determinação da biomassa total 

 

A determinação da biomassa utilizou o método de coloração com cristal 

violeta das microplacas “inibição 1” e “maduro 1” baseada na retenção da biomassa 

fúngica pelo corante que pode ser medida por espectrofotometria.  

No experimento de coloração com cristal violeta, depois de 24 horas de 

incubação após tratamento com os antifúngicos, todos os poços das placas “inibição 

1” e “maduro 1” foram lavados 3 vezes com PBS para remover as células não 

aderentes.  Em seguida, as estruturas fúngicas foram fixadas com metanol 99%. O 

metanol foi aspirado e o volume de 200 μL de solução de cristal violeta 0,3% (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) filtrada foi adicionado em cada poço.   

Após um período de 30 minutos de incubação a 35° C o corante foi removido 

dos poços e estes foram lavados novamente 2 vezes com 200 μL de PBS.  

 Após a lavagem dos poços, a alíquota de 150 μL s de ácido acético 33% foi 

adicionado em cada poço corado e deixado por 30 segundos.  Após esse período,  o 

conteúdo desses poços  foi transferido para outra microplaca e esta foi imediatamente 

levada para a leitura em espectrofotômetro de microplacas modelo Multiskan SkyHigh 

(Thermofisher Scientific, Oslo, Noruega) de 540 nanómetros para quantificação da 

absorbância pelo cristal violeta e determinação valores de variações de densidade 

óptica (DO) (65,94,79) (FIGURA 30).  
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FIGURA 30 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA DETERMINAÇÃO DA BIOMASSA TOTAL: 

COLORAÇÃO COM CRISTAL VIOLETA 

 
FONTE: A autora (2025).  
 

 

4.7.6 Determinação da concentração mínima inibitória de biofilmes (MBIC) 

 

Através da análise das densidades ópticas a concentração mínima inibitória 

de biofilmes foi determinada como a menor concentração de antifúngico que inibe 

100% da atividade do biofilme e foi calculado utilizando a fórmula: 

 

 

 

4.7.7 Determinação da concentração mínima de erradicação de biofilmes (MBEC) 

 

A determinação da menor concentração de antifúngicos capaz de reduzir 

100% dos biofilmes maduros foi calculada utilizando os dados fornecidos pela 

espectrofotometria dos biofilmes maduros foi calculado utilizando a fórmula: 
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4.7.8 Ensaios de microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) 

 

Após 168 horas de incubação o RPMI de todas as microplacas de 24 poços 

“inibição 2” e “maduro 2” preparadas para microscopia confocal foi aspirado.  As 

microplacas foram gentilmente lavadas 2 vezes com PBS. A solução do Kit corantes 

LIVE/DEAD BacLight (Invitrogen Co., Calsbad, CA, EUA) foi preparada de acordo com 

as instruções do fabricante. O kit contém os corantes SYTO 9 e iodeto de propídio 

(PI). O corante SYTO 9 é um fluoróforo que penetra facilmente em microorganismos 

celulares vivos devido à sua capacidade de atravessar membranas celulares 

intactas. Uma vez dentro da célula, SYTO 9 se liga ao DNA, emitindo fluorescência 

verde quando excitado por luz apropriada.  

O mecanismo de coloração seletiva ocorre porque células vivas mantêm a 

integridade da membrana, permitindo a entrada de SYTO 9, enquanto células mortas 

ou com membranas danificadas podem permitir a entrada de outros corantes, como o 

iodeto de propídio, o qual, uma vez dentro da célula danificada, liga-se ao DNA 

emitindo fluorescência vermelha (10).   

Segundo instruções do fabricante, a alíquota de 3 μL de cada corante são 

adicionados a 1 mL de água destilada estéril em um tubo do tipo Eppendorf de 2 mL. 

Depois da lavagem das microplacas “inibição 2” e “maduro 2” preparadas para 

microscopia confocal, foram adicionados 200 μL da solução de corantes em todos os 

poços. As microplacas foram protegidas da luminosidade com papel alumínio por 30 

minutos em temperatura ambiente. Após este período, os poços foram delicadamente 

lavados com água destilada e as lamínulas redondas de cultivo celular, colocadas no 

fundo dos poços para a produção de biofilmes, foram transferidas para placas de 

microscopia confocal de poliestireno de 35 mm (SPL Life Sciences Co.,Coréia do Sul) 

e para lâminas de vidro com a superfície dos biofilmes virados para abaixo.  

As placas de microscopia confocal foram fechadas com a tampa e as lâminas 

de vidro foram seladas com base de unha incolor para evitar o deslocamento e o 

ressecamento das lamínulas. Em seguida as placas de microscopia confocal e as 

lâminas coradas foram levados ao Centro de Microscopia Confocal da UFPR onde 

foram analisadas no microscópio confocal modelo Nikon ECLIPSE Ti-E (Nikon 

Instruments , Kawasaki – Kanagawa, Japão).  

As células vivas são detectadas a 488 nanômetros utilizando o corante SYTO 

9, que cora células vivas em verde e as células danificadas são identificadas com 561 
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nanômetros pelo iodeto de propídio, o qual cora as referidas células em vermelho. As 

imagens dos biofilmes foram geradas utilizando o programa Fiji-Image J (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). FIGURA 31). 

 

FIGURA 31 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA METODOLOGIA DE PREPARO DAS 

MICROPLACAS COM BIOFILMES PARA MICROSCOPIA CONFOCAL 

 
 

 
FONTE: A autora (2025). 
 

4.7.9 Ensaios de microscopia eletrônica de varredura 

 

Para avaliar as alterações morfológicas e estruturais dos biofilmes causadas 

pelos antifúngicos foi realizada a microscopia eletrônica de varredura. Após o período 

de incubação de 168 horas, na presença ou ausência de antifúngicos, o sobrenadante 

de todos os poços foi removido, as microplacas de 24 poços inibição 2” e “maduro 2” 

preparadas para microscopia eletrônica de varredura foram gentilmente lavadas 2 

vezes com PBS.  Após a lavagem, os biofilmes foram fixados sobre as lamínulas de 

poliestireno com a adição de 1 mL de solução de Karnovsky por 24 horas.  Depois 

desse período, a solução foi aspirada, os poços foram lavados 3 vezes com solução 

tampão cocodilato (Dinâmica Química Contemporânea, Indaiatuba, SP, Brasil, 0.05 
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M, pH 7.4). Cinco minutos depois, as lamínulas de poliestireno foram desidratadas 2 

vezes por 10 minutos cada, com concentrações progressivas de etanol (30%, 50%, 

70%, 8%, 90% e 99,5%).  

Finalmente, as microplacas foram levadas imersas em etanol 99,5% para o 

Centro de Microscopia Eletrônica da UFPR. Lá as amostras foram submetidas a ponto 

crítico de secagem e lâminas foram montadas usando fita condutora seguida pelo 

revestimento com pulverização catódica de ouro e as imagens foram obtidas utilizando 

o microscópio de scanner eletrônico da marca TESCAN MIRA3 (Tescan Orsay 

Holding, Brno, República Tcheca). (69,95) (FIGURA 32).  

 

FIGURA 32 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO PREPARO DAS MICROPLACAS PARA 

MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 

 

 FONTE: A autora (2025).  
 

4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Gráficos mostrando variações de densidade óptica em relação às doses dos 

antifúngicos isolados ou em combinação foram criadas no programa GraphPad Prism 

8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A análise estatística foi executada 
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está usando o SPSS 20 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA) com medidas descritivas como 

média, desvio padrão mínimo e máximo e calculada em cada nível de concentração.  

Gráficos em linha foram criados para visualizar o comportamento das 

variáveis entre as concentrações. Para observar o impacto das concentrações na 

densidade óptica o método linear misto generalizado foi aplicado observando os 

efeitos fixos no caso a concentração e efeitos padrão como a variação entre as 

amostras.  A significância desses efeitos foi avaliada com p < 0.05.  
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5 RESULTADOS 
 

5.1 CULTURAS LEVEDURIFORMES OBTIDAS 

 

Após 2 subculturas incubadas em BHI a 37°C por 5 dias foram obtidas culturas 

brancas e cremosas. Para confirmar que as culturas eram compostas de formas 

leveduriformes, a observação de lâminas coradas com lactofenol de Amann com azul 

de algodão em microscópio óptico L2000 com câmera Digiswift (Labor Health Supply, 

Osasco, SP, Brasil) revelou a presença de as células em forma de charuto com 

brotamentos sem a presença de hifas. (FIGURA 33) 

 

FIGURA 33 - CULTURA LEVEDURIFORME DE Sporothrix brasilieisis E LÂMINA CORADA COM 

LACTOFENOL DE AMANN COM AZUL DE ALGODÃO 

 
LEGENDA: Aspecto de 2ª subcultura da linhagem Sporothrix brasiliensis CMRP2525 e foto de 
microscópio de esfregaço da mesma cultura corada com lactofenol de Amann com azul de algodão. A) 
Aspecto cremoso de cor branca da cultura; B) Células em forma de charuto (seta branca) coradas em 
azul e ausência de hifas. (Aumento 40X) 
FONTE: A autora (2024). 
 

5.2 CONCENTRAÇÕES INIBITÓRIAS MÍNIMAS PARA FORMAS 

LEVEDURIFORMES PLANCTÔNICAS DE Sporothrix brasiliensis 
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A terbinafina demonstrou atividade antifúngica superior in vitro contra todas 

as linhagens, apresentando CIM de 0.125 ug/mL, dezesseis vezes menor comparada 

ao itraconazol que apesentou CIM 2 ug/mL Os valores do controle positivo são os 

esperados descritos no documento M23-A do CLSI. (Tabela 3).  

 
TABELA 3 - SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA de Sporothrix brasiliensis NAS FORMAS 
LEVEDURIFORMES PLANCTÔNICAS 
 
LINHAGENS TERB (μg/mL) ITZ (μg/mL) 

S.  brasiliensis CMRP5491 0,125 1 

S.  brasiliensis CMRP5318 0,125 1 

S.  brasiliensis CMRP3944 0,125 1 

S.  brasiliensis CMRP3955 0,125 2 

S.  brasiliensis CMRP3967 0,125 2 

S.  brasiliensis CMRP2525 0,125 1 

S.  brasiliensis CMRP5083 0,125 1 

C. parapsilosis ATCC 22019 (controle) 0,125 1 

CMI50 0,125 1 

CMI90 0,125 2 

LEGENDA: CMRP - Coleção de Microrganismos da Rede Paranaense; CIM – Concentração Inibitória 
Mínima; TERB - Terbinafina; ITZ - Itraconazol. 
FONTE: A autora (2025). 
 

Na leitura visual do teste de susceptibilidade in vitro foi possível observar a 

diferença de coloração e elementos entre poços sem crescimento fúngico até limites 

de concentração em direção às colunas à direita (concentrações menores), onde 

elementos fúngicos esbranquiçados foram observados (FIGURA 34  e FIGURA 35). 
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FIGURA 34 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA COM IMAGEM DE LEITURA VISUAL DE TESTE 

DE SUSCEPTIBILIDADE in vitro DE TERBINAFINA CONTRA LINHAGENS DE Sporothrix brasiliensis  

 

 

 
LEGENDA: A CIM mais alta foi de 0.125 ug/mL (círculo verde). Presença de estruturas fúngicas em 
doses mais baixas, como 0,06 ug/mL (círculo vermelho).  
FONTE: A autora (2025). 

. 
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FIGURA 35 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA COM IMAGEM DE LEITURA VISUAL DE TESTE 

DE SUSCEPTIBILIDADE in vitro DE ITRACONAZOL CONTRA LINHAGENS DE Sporothrix 

brasiliensis  

 
LEGENDA: A CIM mais alta foi de 2 ug/mL (círculo verde). Presença de estruturas fúngicas em doses 
mais baixas, como 1 ug/mL (círculo vermelho).  
FONTE: A autora (2025). 
 

5.3 INTERAÇÕES ENTRE OS ANTIFÚNGICOS PARA FORMAS 

LEVEDURIFORMES PLANCTÔNICAS 

 

A leitura do teste de susceptibilidade in vitro das microplacas contendo a 

combinação TERB e ITZ demonstrou a variação da coloração azul para rosa, pela 

transformação de resazurina em resorufina por oxiredutases presentes em células 

fúngicas viáveis. Quando associada ao ITZ a TERB apresentou sinergismo na 

concentração de 0,063 ug/mL e 250 ug/mL, para o ITZ (Índice FICI = 0,38), 

demonstrado na FIGURA 36.  

 

 



73 

 

 

 

FIGURA 36 - FOTOGRAFIA DA PLACA DE MICRODILUIÇÃO EM CHECKERBOARD PARA A 

LINHAGEM S.  brasiliensis CMRP 2525 

 
LEGENDA: Seta branca estreita: CIM da TERB isolada (250 ug/mL); seta preta estreita: CIM de ITZ 
isolado (2 ug/mL); seta branca larga: CIM de ITZ em combinação com TERB (250 ug/mL). Seta preta 
larga: CIM da TRB (0,063 ug/mL) em combinação com ITZ. 
FONTE: A autora (2025). 
 

5.4 CAPACIDADE DO Sporothrix brasiliensis EM FORMAR BIOFILMES 

 

A capacidade do Sporothrix brasiliensis em formar biofilmes foi avaliada pela 

MCVL E MEV. A MCVL revelou a formação de biofilmes densos e compactos 

compostos principalmente por células arredondadas coradas principalmente em verde 

pelos SYTO9 e uma pequena proporção de células inviáveis em vermelho coradas 

pelo brometo de propídio, em permeio as células vivas e espaços livres entre essas 

células que correspondem aos canais de água dos biofilmes. (FIGURA 37) 
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FIGURA 37 - IMAGENS DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER (CLSM) DE 

BIOFILME MADURO DA LINHAGEM Sporothrix brasiliensis CMRP 5491 SEM TRATAMENTO 

ANTIFÚNGICO 

 
LEGENDA: A) Biofilme denso e compacto, composto por células arredondadas viáveis organizadas 
arquitetonicamente (verde); B) O mesmo biofilme mostrando uma pequena proporção de células não 
viáveis (vermelho) com espaços livres de células evidentes (seta branca); C) Células arredondadas não 
viáveis esparsas (vermelho). Ampliação: 400x. 
FONTE: A autora (2025).  
 

As imagens com reconstrução tridimensional (3D) de MCVL evidenciaram 

biofilmes controle de espessura de 4000 μm, com estrutura robusta e compacta, com 

predominância de células vivas (verdes) (FIGURA 38).  

 

FIGURA 38 - IMAGEM 3D DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER (CLSM) DE 

BIOFILME SEM TRATAMENTO COM ANTIFÚNGICO 

 
LEGENDA: Biofilme maduro da linhagem Sporothrix brasiliensis CMRP5491 
FONTE: A autora (2025).  
 

As imagens da microscopia eletrônica de varredura (MEV), evidenciaram 

biofilmes compostos de células em forma de charuto, algumas em brotamento, 

interconectadas por uma matriz extracelular bem formada e com a presença de canais 

de água. Em maiores aumentos (20.000 X) foi possível observar prolongamentos 

intercelulares (FIGURA 39).  
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FIGURA 39 - IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) DE BIOFILME 

DE S.  brasiliensis NA FORMA LEVEDURIFORME SEM TRATAMENTO COM ANTIFÚNGICO  

 

LEGENDA: MEV de biofilme leveduriforme maduro da linhagem S.  brasiliensis CMRP5491 A: Biofilme 
formado por células em forma de charuto interconectadas, com matriz extracelular (setas brancas 
largas) e canais de água (setas brancas estreitas). B e C: Ampliação de 20.000x do painel A. B: 
mostrando as células em forma de charuto agrupadas, com matriz extracelular (setas brancas largas) 
e canais de água (setas brancas estreitas). C: Células leveduriformes de S.  brasiliensis em forma de 
charuto, algumas conectadas entre si, com extensões intercelulares (setas pretas. 
FONTE: A autora (2024).  
 

5.5 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA TERBINAFINA, DO ITRACONAZOL E DA 

COMBINAÇÃO DOS ANTIFÚNGICOS 

 

A avaliação da atividade antibiofilme de TERB e ITZ foi determinada pelo 

cálculo da concentração mínima inibitória da formação de biofilmes (MBIC), da 

concentração mínima de erradicação dos biofilmes (MBEC), pela MCVL e pela MEV. 

Os resultados de MBIC e MBEC de todas as linhagens estudadas estão listados na 

Tabela 4. 
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TABELA 4 - RESULTADOS DE MBIC E MBEC PARA DIFERENTES ISOLADOS DE Sporothrix 
brasiliensis TRATADOS COM TERBINAFINA, ITRACONAZOL E A COMBINAÇÃO DE 
ANTIFÚNGICOS (TERB/ITZ) 
 
LINHAGENS MBIC/MBEC ITZ (μg/mL) TERB (μg/mL) TERB/ITZ (μg/mL) 

CMRP 2525 MBIC 0,03 0,004 0,002/0,017 

 MBEC 0,03 0,004 0,002/0,017 

CMRP 5491 MBIC 0,063 0,002 0,002/0,018 

 MBEC 0,03 0,002 0,125/1 

CMRP 5083 MBIC 0,016 0,004 0,002/0,017 

 MBEC 0,016 0,002 0,016/0,125 

CMRP 5318 MBIC 0,016 0,002 1/8 

 MBEC 0,016 0,016 >1/8 

CMRP 3944 MBIC 0,03 0,002 0,125/1 

 MBEC 0,016 0,008 0,063/0,5 

CMRP 3967 MBIC 0,03 0,004 0,25/2 

 MBEC 0,016 0,008 0,002/0,016 

CMRP 3955 MBIC 0,063 0,002 0,002/0,017 

 MBEC 0,016 0,063 0,002/0,016 

FONTE: A autora (2025).  
 

5.6 COMPORTAMENTO DOS BIOFILMES EM FASE DE ADESÃO APÓS A ADIÇÃO 

DE ANTIFÚNGICOS 

 

5.6.1 Determinação da concentração mínima inibitória de biofilmes (MBIC) 

 

A inibição da formação de biofilmes foi avaliada através da variação da 

densidade óptica medida pela espectrofotometria das microplacas “inibição 1” para 

determinação da MBIC. Gráficos foram elaborados para analisar as densidades 

ópticas de todas as linhagens em relação a concentrações crescentes de terbinafina 

itraconazol e a combinação das 2 drogas após 3 horas de incubação.  Os gráficos 

gerados mostram uma diminuição da densidade óptica a partir de 0,5 μg/mL para 

TERB de 1 μg/mL para ITZ e da dose 0,063/0,5 μg/mL para a combinação de TERB 

e ITRA, respectivamente (FIGURA 40).  
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FIGURA 40 - GRÁFICOS DEMONSTRANDO A VARIAÇÃO NA DENSIDADE ÓTICA EM RELAÇÃO 

À CAPACIDADE DE INIBIÇÃO DOS BIOFILMES DE S.  brasiliensis, APÓS A ADIÇÃO DE 

ANTIFÚNGICOS 

 
LEGENDA: (A) TERB, (B) ITZ e (C) TERB/ITZ após o período de adesão (3 horas). 
FONTE: A autora (2025). 
 

5.6.2 Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) 

 

A microscopia confocal de biofilmes tratados com 0,5 μg/mL de TERB, 1 

μg/mL de ITZ e a combinação TERB/ITZ a 0,125/1 μg/mL, após 3 horas de incubação, 

mostrou um número reduzido de células arredondadas, sem organização arquitetural 

definida, predominantemente coradas em verde (vivas), misturadas com algumas 

células coradas em vermelho (mortas). (FIGURA 41). 
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FIGURA 41 - IMAGENS DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER (CLSM) 

ILUSTRANDO O EFEITO DO TRATAMENTO ANTIFÚNGICO PRECOCE (3 HORAS DE 

INCUBAÇÃO) NOS BIOFILMES DE S.  brasiliensis NA FORMA LEVEDURIFORME 

 

LEGENDA: A-C: Sporothrix brasiliensis CMRP5491, D-F: Sporothrix brasiliensis CMRP 2525.  (A e D) 
TERB (0,5 μg/mL), (B e E) ITZ (1 μg/mL), (C e F) combinação de TERB/ITZ (0,125/1 μg/mL). Todos os 
painéis mostram redução na densidade celular, com células arredondadas e sem organização 
arquitetural definida, predominantemente vivas (verde), com poucas células mortas (vermelho). 
Ampliação de 200x. 
FONTE: A autora (2025).  
 

As reconstruções das imagens tridimensionais de MCVL demonstraram, além 

da presença de menor quantidade de estruturas coradas, menor espessura dos 

biofilmes (próximo a 1000 μm) comparados à espessura do biofilme controle (4000 

μm). (FIGURA 42) 
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FIGURA 42 - IMAGEM 3D DE BIOFILME DA LINHAGEM S.  brasiliensis CMRP5491 APÓS 

TRATAMENTO PRECOCE (3 HORAS) COM ANTIFÚNGICOS  

 
 
LEGENDA: A) Com TERB 0,5 μg/mL (corresponde à FIGURA 39A), B) Com ITZ 1 μg/mL (corresponde 
à Figura 39B), C) Com a combinação TERB 0,125μg/mL / ITZ1 μg/mL (corresponde à FIGURA 39C). 
FONTE: A autora (2025). 
 

5.6.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A microscopia eletrônica das microplacas “inibição 1” tratadas com 

concentrações mais altas de antifúngicos mostram pequenos acúmulos de células em 

forma de charuto.  Em maior aumento (20.000 X) foi possível notar a alterações 

morfológicas das células e a diminuição das fibrilas intercelulares. Por outro lado, a 

MEV de biofilmes tratados com concentrações mais baixas de antifúngicos revelou 
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biofilmes bem formados e compactos, com matriz extracelular evidente e canais de 

água (FIGURA 43). 

 

FIGURA 43 - MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA (MEV) ILUSTRANDO O EFEITO DO 

TRATAMENTO ANTIFÚNGICO PRECOCE (3 HORAS DE INCUBAÇÃO) SOBRE BIOFILMES DE 

Sporothrix brasiliensis NA FORMA LEVEDURIFORME 

 
LEGENDA: A-D: S.brasiliensis CMRP5491, E-H: S.brasiliensis CMRP 2525.  (A e E) O tratamento com 
TERB (0,5 μg/mL) mostrou células em formato de charuto, distribuídas isoladamente ou em pequenos 
blocos (2.000×). (B e F) O tratamento com ITZ (1 μg/mL) apresentou alterações semelhantes às 
observadas em A (2.000×). (C e G) A combinação (TERB 0,125/ITZ 1 μg/mL) demonstrou um maior 
número de células aderidas (2.000×/20.000x); a imagem detalhada em C e a imagem G revelaram 
morfologia celular alterada e redução das fibrilas intercelulares (setas pretas) (20.000×). (D e H) A 
combinação em dose mais baixa (TERB 0,004/ITZ 0,03 μg/mL) resultou em um biofilme compacto e 
bem formado, com abundante matriz extracelular (setas brancas largas) e canais de água visíveis 
(setas brancas estreitas) (2.000×) a imagem H mostra estrutura semelhante em maior aumento (20.000 
x). 
FONTE: A autora (2024). 
 

 

5.7 COMPORTAMENTO DOS BIOFILMES MADUROS APÓS A ADIÇÃO DE 

ANTIFÚNGICOS 

 

5.7.1 Determinação da concentração mínima de erradicação do biofilme (MBEC) 

 

Os gráficos obtidos a partir das variações das densidades óticas determinadas 

pela espectrofotometria revelaram que em placas de biofilmes maduros, com adição 
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dos fármacos após 144 horas de incubação, a redução das densidades ópticas se 

inicia a partir de 0,5 μg/mL para TERB, 2 μg/mL para ITZ e 0,125/1 μg/mL para 

TERB/ITZ, observando-se uma tendência à estabilidade e homogeneidade em 

densidades ópticas mais baixas, mesmo com concentrações mais elevadas, para 

todos os isolados (FIGURA 44). 

FIGURA 44 - GRÁFICOS DEMONSTRANDO A VARIAÇÃO NA DENSIDADE ÓTICA EM RELAÇÃO 

À ADIÇÃO DE CONCENTRAÇÕES CRESCENTES DE ANTIFÚNGICOS EM BIOFILMES MADUROS 

 

FONTE: A autora (2025). 
 

5.7.2  Microscopia confocal de varredura a laser (MCVL) 

 

Na microscopia confocal a laser (MCVL), as lamínulas contendo biofilmes 

maduros apresentaram maior cobertura superficial em comparação àquelas tratadas 

por 3 horas. A arquitetura geral dos biofilmes foi preservada mesmo nas 

concentrações antifúngicas mais elevadas; especialmente nos biofilmes da linhagem 

S.  brasiliensis CMPRP 2525.  No entanto, observou-se um aumento significativo no 

número de células não viáveis (coradas em vermelho). A sobreposição de células 
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coradas em verde e vermelho nas mesmas regiões resultou em uma aparência mais 

alaranjada de alguns biofilmes FIGURA 45). 

FIGURA 45 - IMAGENS DE MICROSCOPIA CONFOCAL DE VARREDURA A LASER (MCVL) DE 

BIOFILMES MADUROS DE Sporothrix brasiliensis NA FORMA LEVEDURIFORME APÓS 

TRATAMENTO COM ANTIFÚNGICOS 

LEGENDA: A-C: Biofilmes da linhagem S.  brasiliensis CMRP 5491, D-F Biofilmes da linhagem S.  
brasiliensis CMRP 2525.  A e D) TERB a 0,5 μg/mL; B e E) ITZ a 1 μg/mL; C e F) Combinação de TERB 
0,125 μg/mL / ITZ 1 μg/mL. Todas as imagens mostram a arquitetura do biofilme preservada, células 
vivas (verde), células mortas (vermelho), espaços vazios entre blocos celulares, com predomínio de 
coloração alaranjada em A, B, D e F resultante da sobreposição da fluorescência verde (células vivas) 
e vermelha (células mortas), da maior presença de células mortas coradas em vermelho em E.  
Ampliação: 400x. 
FONTE: A autora (2025).  
 

A imagens de tridimensionais da MCVL evidenciaram que apesar da 

arquitetura preservada, os biofilmes maduros apresentaram espessura reduzida 

(abaixo de 2000 μm) após o tratamento com antifúngicos, comparada à espessura 

dos biofilmes maduros sem tratamento (4000 μm), além da presença de áreas maiores 

coradas em vermelho ou ainda a sobreposição do vermelho sobre o verde tornando a 

coloração de alguns biofilmes alaranjados. A FIGURA 46 mostra exemplos de 

imagens 3D obtidas através da MCVL.  
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FIGURA 46 - IMAGEM 3D DE BIOFILME MADURO DA LINHAGEM S.  brasiliensis CMRP 5491 E 

CMRP 2525 APÓS TRATAMENTO COM ANTIFÚNGICOS  

 
LEGENDA: A) COM TERB 0,5 μg/. (mL (corresponde à FIGURA 43 A),  B) Com ITZ 1 μg/mL,( mL 
(corresponde à FIGURA 43B),  C) Com a Combinação TERB 0,125μg/mL / ITZ1 μg/m (mL (corresponde 
à FIGURA 43F).  
FONTE: A autora (2025). 
 

5.7.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

As imagens de MEV dos biofilmes maduros revelaram uma preservação 

arquitetural dos biofilmes maduros mesmo com altas concentrações de antifúngicos.  

Foi possível observar a presença de matriz extracelular densa e a presença de canais 

de água.  Nos maiores aumentos (20.000 X) foi possível observar alterações 
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morfológicas significativas nas células em forma de charuto, redução das fibrilas 

intercelulares e alterações e rotura da parede celular. As imagens de MEV da 

linhagem CMRP 5491 são apresentadas na FIGURA 47 e as linhagem CMRP 2525 

são apresentadas na FIGURA 48.  

 
FIGURA 47 - MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DE BIOFILMES MADUROS DE 

Sporothrix brasiliensis CMRP 5491 APÓS TRATAMENTOS COM ANTIFÚNGICOS 

 
LEGENDA: (A e D) Biofilmes tratados com TERB (0,5 μg/mL); (B e E) ITZ (1 μg/mL); (C e F) 
Combinação de TERB (0,5 μg/mL) e ITZ (1 μg/mL). As imagens A–B mostram a preservação da 
arquitetura do biofilme, destacando uma matriz extracelular densa (setas brancas largas) e canais de 
água (setas brancas estreitas). Os painéis D–F, em maior ampliação, demonstram alterações 
morfológicas nas células, incluindo a redução das fibrilas intercelulares (setas pretas) e a 
desorganização da parede celular fúngica (setas brancas tracejadas). 
FONTE: A autora (2025).  
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FIGURA 48 - MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA DE BIOFILMES MADUROS DE 

Sporothrix brasiliensis CMRP 2525 APÓS TRATAMENTOS COM ANTIFÚNGICOS 

 
LEGENDA: (A) Biofilme tratado com TERB (0,5 μg/mL) mostrando a preservação da arquitetura do 
biofilme, destacando uma matriz extracelular densa (setas brancas largas) e canais de água (setas 
brancas estreitas) além da desorganização da parede celular fúngica (seta branca tracejada) (20.000 
x); (B) ITZ (1 μg/mL) mostrando alterações morfológicas celulares (20.000x); (C) A combinação em 
dose mais baixa (TERB 0,004/ITZ 0,03 μg/mL) resultou em um biofilme compacto e bem formado, com 
abundante matriz extracelular (setas brancas largas) e canais de água visíveis (setas brancas estreitas) 
(2.000×).  (D) Alterações morfológicas nas células, incluindo a redução das fibrilas intercelulares (setas 
pretas) (20.000x).  
FONTE: A autora (2025).  
 

 

O modelo estatístico indicou uma diferença significativa entre os tratamentos 

antifúngicos em relação à inibição dos biofilmes de S.  brasiliensis (p = 0,016) e uma 

interação significativa entre o medicamento e a concentração (p < 0,001), revelando 

um efeito dose-dependente. Nas concentrações de ITZ de 0,03 a 0,25 μg/mL e da 

combinação TERB/ITZ de 0,004/0,03 a 0,03/0,25 μg/mL, o itraconazol e a combinação 

antifúngica apresentaram densidade ótica significativamente menor em comparação 

à terbinafina (p < 0,05). No entanto, o itraconazol exibiu valores de MBIC mais 

elevados, sugerindo que concentrações mais altas foram necessárias para inibir a 

formação inicial do biofilme.  

A terbinafina apresentou um MBIC mais variável, indicando uma resposta 

menos consistente entre os isolados testados. A combinação antifúngica não 

demonstrou uma vantagem clara in vitro em relação ao itraconazol isolado. 

Para os valores de MBEC em biofilmes maduros, o modelo ajustado indicou 

uma diferença significativa entre os tratamentos (p < 0,001), mas a interação entre o 

medicamento e a concentração não foi estatisticamente significativa (p = 0,846), 

sugerindo um efeito mais uniforme entre as doses. A análise comparativa mostrou que 

a terbinafina foi significativamente mais eficaz do que tanto o itraconazol quanto a 
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combinação antifúngica na redução de biofilmes maduros (p = 0,004 e p < 0,001, 

respectivamente). 

 O itraconazol apresentou valores de MBEC mais elevados, reforçando que 

doses mais altas foram necessárias para a erradicação. Mais uma vez, a combinação 

antifúngica não apresentou uma vantagem clara em relação ao itraconazol isolado. 

Esses achados sugerem que, enquanto o itraconazol e a combinação 

antifúngica foram mais eficazes na fase de inibição, a terbinafina teve um desempenho 

superior na eliminação dos biofilmes maduros. 
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6  DISCUSSÃO 
 

Embora seja a forma leveduriforme do Sporothrix brasiliensis  a forma 

parasitária em vertebrados, a maioria dos estudos anteriores sobre susceptibilidade 

in vitro foram conduzidos utilizando as formas filamentosas de diferentes espécies 

dentro do gênero Sporothrix (96,97). Estudos focados nas formas leveduriformes têm 

ganhado atenção crescente, assim como estudos de susceptibilidade in vitro em 

biofilmes propriamente ditos (75,98).  

Nesse contexto, nosso estudo contribui para o crescente corpo de dados 

sobre a susceptibilidade da fase leveduriforme, bem como para a descrição da 

metodologia. Neste estudo, a terbinafina (TRB) demonstrou maior atividade contra 

Sporothrix brasiliensis (Tabela 2) no teste de susceptibilidade de formas planctônicas 

in vitro.  Estes resultados são consistentes com os valores previamente relacionados 

para esta fase fúngica. (99,90,65,82,100,97,88,41).  

Neste estudo, estudamos a combinação de TERB e ITZ em método de 

checkerboard utilizando a resazurina como corante para a leitura do experimento, o 

que torna a leitura mais fácil, uma vez que a diferenças entre as colorações adquiridas 

nos micros poços utilizados no experimento é muito marcante. Apesar de ser uma 

metodologia relatada na literatura, o uso deste corante para leitura visual de testes de 

susceptibilidade in vitro de TERB e ITZ combinados contra formas leveduriformes de 

S.  brasiliensis ainda estava por ser realizado Dessa forma, este estudo apresenta 

uma abordagem inédita para essa espécie e fase morfológica, contribuindo para a 

padronização de ensaios de combinação antifúngica e oferecendo uma estratégia 

simples, reprodutível e de fácil interpretação para a avaliação da atividade sinérgica 

entre antifúngicos.(91).  

Duas linhagens do presente estudo, CMRP 2525 e CMRP 3967, 

apresentaram CIMs de 2 μg/mL para itraconazol, coincidindo com o  valor de corte 

epidemiológico (VCE) previamente proposto para esta espécie. Os VCEs permitem 

diferenciar entre cepas selvagens (aquelas sem evidência de resistência adquirida, 

CIMs ≤ VCE) e potenciais cepas não selvagens (com possível resistência adquirida, 

CIMs > VCE). Nesse contexto, Almeida-Paes et al. (2017) propuseram que CIMs ≤ 

0,25 μg/mL e ≥ 0,5 μg/mL para terbinafina, e ≤ 2 μg/mL e ≥ 4 μg/mL para itraconazol, 

poderiam ser indicativos de suscetibilidade ou resistência, respectivamente. Estas 

linhagens poderiam, portanto, ser considerados potencialmente não selvagens, ou 



88 

 

 

seja, situando-se no limiar entre linhagens suscetíveis e potencialmente resistentes. 

Neste estudo, a terbinafina demonstrou importante atividade in vitro contra todas as 

cepas de S.  brasiliensis testadas, com CIMs de 0,125 μg/mL — valor bem abaixo do 

VCE proposto. Isso sugere suscetibilidade e corrobora achados prévios (93,101). 

Como esperado, as concentrações inibitórias mínimas (CIMs) dos testes de 

formas planctônicas foram diferentes das concentrações antifúngicas que provocaram 

alterações na adesão e na erradicação de biofilmes, uma vez que a resposta a 

medicamentos pode ser modificada pela composição e pela estrutura tridimensional e 

organizada deles. (2).  Assim, o teste de susceptibilidade in vitro das formas 

planctônicas serviu como base para definição de concentrações a serem utilizadas 

nos experimentos posteriores com os biofilmes de formas leveduriformes de S.  

brasiliensis.  

Os resultados deste estudo confirmam a capacidade das formas 

leveduriformes de Sporothrix brasiliensis em formar biofilmes organizados e 

estruturados (FIGURAS 35-37), conforme previamente relatado em outros estudos 

(90,75,82). 

A inibição da formação de biofilmes foi avaliada mediante a adição de agentes 

antifúngicos após três horas de incubação, período correspondente à adesão celular 

inicial, conforme descrito por Sánchez-Herrera et al. (2021). 

A análise da biomassa destas microplacas, demonstrou que, mesmo após a 

remoção das células não aderentes, os controles apresentaram alta densidade óptica, 

indicando uma capacidade relativamente rápida de adesão e formação de biofilme 

(FIGURA 38). 

As imagens obtidas por MCVL e MEV corroboraram os achados da análise 

quantitativa, revelando uma estrutura completa de biofilme, com matriz extracelular, 

canais de água e blocos celulares interconectados, mesmo após a exposição a 

concentrações mais baixas dos fármacos (FIGURA 35-37, 41D).  

Os tratamentos antifúngicos não impediram a adesão nem destruíram 

totalmente os biofilmes; contudo, reduziram a biomassa e causaram alterações 

estruturais e morfológicas significativas.  

Como já mencionado anteriormente,  organização estrutural de biofilmes de 

formas S.  brasiliensis já foi demonstrada em estudos anteriores, inclusive com testes 

de susceptibilidade in vitro (70,98) . Todavia, o presente estudo é o primeiro a 

investigar o comportamento desses biofilmes após o tratamento com a combinação 
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de terbinafina (TERB) e itraconazol (ITZ). Esse achado inédito preenche uma lacuna 

relevante na literatura, uma vez que biofilmes apresentam perfis de resposta 

antifúngica distintos das formas planctônicas, estando frequentemente associados à 

persistência da infecção e à falha terapêutica. Assim, nossos resultados fornecem 

evidências iniciais sobre o potencial da terapia combinada frente a biofilmes maduros 

de S. brasiliensis, contribuindo para a compreensão dos mecanismos de tolerância 

antifúngica e oferecendo subsídios para o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas alternativas em casos refratários ou de difícil manejo clínico. 

A capacidade de interligação através de fibrilas intercelulares e alterações da 

parede celular após tratamento de formas leveduriformes de S.  brasiliensis já foi 

descrita em estudos através de MEV e Micorscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

(90,39). No presente estudo, além da confirmação dessas fibrilas em biofilmes não 

tratados por MEV, demonstramos, de forma inédita, alterações dessas estruturas após 

o tratamento com antifúngicos, tanto de maneira isolada quanto combinada. Esse 

achado é particularmente relevante, uma vez que as fibrilas intercelulares 

desempenham papel fundamental na coesão celular e na manutenção da arquitetura 

do biofilme (102). Assim, as alterações observadas sugerem um impacto direto dos 

antifúngicos sobre a integridade estrutural do biofilme, possivelmente comprometendo 

mecanismos associados à adesão, estabilidade e tolerância antifúngica, como já 

observado em estudos prévios sobre  susceptibilidade de biofilmes de Aspergillus 

fumigatus (103). Esses dados fornecem evidências morfológicas do efeito dos 

tratamentos sobre componentes-chave do biofilme e ajudam a explicar, em nível 

estrutural, a redução da viabilidade observada, reforçando o potencial da combinação 

de terbinafina e itraconazol como estratégia para superar a resistência associada ao 

crescimento em biofilme.  

A microscopia confocal a laser (MCVL) da inibição evidenciou uma diminuição 

tanto na fluorescência verde (SYTO9), quanto nas células inviáveis (vermelho) e uma 

redução global na presença de células aderentes (FIGURAS 39 a 40). A MEV 

confirmou a baixa adesão celular, com alterações morfológicas marcantes e 

diminuição das fibrilas intercelulares (FIGURA 41). 

Nos biofilmes maduros (144 horas), o tratamento antifúngico não conseguiu 

eliminar completamente a organização estrutural, resultado semelhante ao observado 

em outros estudos com biofilmes de fungos filamentosos, como Aspergillus spp. (104).  
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Além disso, alterações fenotípicas conferem às células fúngicas organizadas 

em biofilme condições de vida bastante diferentes das observadas em suas 

contrapartes planctônicas. Uma das diferenças mais significativas é a resistência bem 

documentada dos biofilmes aos agentes antifúngicos (105).  

A matriz extracelular pode impedir o acesso dos antifúngicos às células 

incorporadas ao biofilme, supostamente reduzindo a taxa de transporte ou ligando-se 

aos antifúngicos de forma extracelular, dificultando assim sua penetração nas células 

(78). Esse atributo também já foi descrito em outros fungos patogênicos humanos, 

como Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans (103,106).  

O mecanismo de formação e regulação do biofilme fúngico está intimamente 

relacionado ao ambiente externo, mas também envolve uma série de genes 

complexos e vias regulatórias. Por exemplo, em Saccharomyces cerevisiae, o gene 

flo11 é importante para a formação de biofilme e maior resistência à anfotericina B 

(107). 

A MCVL demonstrou preservação parcial da arquitetura, mas com um 

aumento das células inviáveis (vermelho) e uma clara presença de coloração 

alaranjada, indicando a sobreposição de células vivas e mortas (FIGURA 43-44), 

conforme previamente relatado em estudos de viabilidade celular por microscopia 

confocal (108).  

A MEV reforçou esses achados, mostrando manutenção da arquitetura geral, 

mas com danos celulares evidentes, e áreas com rotura da parede celular, 

possivelmente correspondentes às áreas avermelhadas e alaranjadas identificadas 

pela microscopia confocal (FIGURAS 45-46). 

O período de incubação de seis dias, embora curto, foi suficiente para o 

desenvolvimento de biofilmes estruturalmente organizados que podem dificultar a 

atividade antifúngica (14). Esse achado reforça a importância da identificação da 

doença e tratamento imediato da esporotricose, visto que os pacientes geralmente 

buscam assistência médica apenas após vários dias ou semanas de progressão da 

infecção (48,35). 

Na prática clínica, esse atraso diagnóstico compromete a eficácia terapêutica, 

especialmente devido à rápida capacidade de formação de biofilmes em superfícies 

inanimadas, o que pode acontecer em dispositivos médicos, como cateteres 

intravenosos e instrumental cirúrgico,  por exemplo (80,33,20,6,19). 
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Corroborando estudos anteriores, este trabalho demonstrou uma resistência 

relativa dos biofilmes de S.  brasiliensis ao itraconazol (ITZ) e à terbinafina (TERB). A 

análise quantitativa da biomassa mostrou maior atividade do ITZ na inibição de 

biofilmes iniciais, enquanto a TERB foi mais eficaz contra biofilmes maduros (109). 

Os valores de MBIC indicaram que concentrações mais elevadas de ITZ foram 

necessárias para inibir os biofilmes, enquanto a TERB, apesar de requerer 

concentrações inibitórias mais baixas, apresentou respostas variáveis entre as 

linhagens. Essas diferenças podem ser atribuídas aos mecanismos de ação de cada 

antifúngico: o ITZ, sendo um triazólico, inibe a biossíntese de ergosterol, 

comprometendo a membrana celular, o que pode explicar sua maior eficácia na fase 

inicial do biofilme, quando há menor proteção devido à limitada organização estrutural; 

enquanto a TERB, uma alilamina, inibe a esqualeno epoxidase, levando ao acúmulo 

tóxico de esqualeno, um mecanismo provavelmente mais eficiente em biofilmes 

maduros, caracterizados por uma maior quantidade de matriz extracelular (15,52). 

Apesar das alterações morfológicas observadas por MCVL e MEV após o 

tratamento combinado com ITZ e TERB, não foi detectado efeito sinérgico 

estatisticamente significativo na inibição ou erradicação dos biofilmes, em contraste 

com relatos que sugerem interação sinérgica para outras espécies de Sporothrix spp. 

ou em relatos casos clínicos envolvendo infecções mucosas (110,111,40,25,112). 

Essa ausência de sinergismo pode estar relacionada à ausência de 

mecanismos de ação complementares ou a um possível efeito antagonista sobre a 

penetração dos antifúngicos através da matriz do biofilme (52). 

Embora estudos in vitro como este indiquem maior eficácia da terbinafina 

contra biofilmes maduros, o itraconazol continua sendo a terapia de primeira linha  

para o tratamento de esporotricose, devido a fatores farmacocinéticos, 

biodisponibilidade e interações com o sistema imunológico do hospedeiro 

(57,47,98,51,2).  

Dessa forma, conclui-se que as formas leveduriformes de Sporothrix 

brasiliensis apresentam elevada capacidade de formação rápida de biofilmes in vitro, 

os quais exibem maior tolerância à atividade antifúngica quando comparados às 

formas planctônicas. A exposição ao itraconazol e à terbinafina, isoladamente ou em 

combinação, promoveu alterações morfológicas e estruturais significativas, incluindo 

modificações na organização do biofilme e nas fibrilas intercelulares, porém sem 

evidência de sinergismo antifúngico mensurável. Esses achados indicam que, embora 
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os antifúngicos interfiram na arquitetura do biofilme, eles não são suficientes para sua 

completa erradicação, sugerindo que mecanismos associados à matriz extracelular e 

à organização tridimensional contribuem para a manutenção da viabilidade celular. 

Em conjunto, os resultados ampliam a compreensão dos mecanismos de 

tolerância antifúngica associados ao crescimento em biofilme e destacam a 

complexidade dessas comunidades microbianas. Do ponto de vista clínico, esses 

dados reforçam a importância do diagnóstico precoce e do início oportuno da terapia 

antifúngica, uma vez que a rápida formação de biofilmes pode impactar negativamente 

a resposta ao tratamento e favorecer a persistência da infecção. Além disso, os 

achados fornecem subsídios para a investigação de estratégias terapêuticas 

alternativas ou adjuvantes, especialmente em casos refratários ou de evolução 

prolongada. Estudos futuros em modelos in vivo serão fundamentais para estabelecer 

a relevância translacional desses resultados e esclarecer o papel dos biofilmes na 

evolução clínica da esporotricose. 
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APÊNDICE 1 - SOLUÇÕES E MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS 
 

ÁGAR SABOURAUD (KASVI Ltda, Pinhais, PR, Brasil): 

 

É um meio de cultura com nutrientes que favorece o crescimento de diversos 

fungos leveduriformes e filamentosos.  

 

Composição: 

 

Peptona 10 g 

Dextrose 40 g 

Água Destilada 1000 mL 

O pH final deve ser ajustado para 5,6. 

Para o Ágar Sabouraud, acrescentar 15g de ágar simples para cada 1000 mL 

de meio. O pH foi ajustado para 7,3 -7,4. Autoclavar a 121ºC, 1atm, por 20 minutos. 

 

CALDO BHI 

 

O meio BHI (Brain Heart Infusion Agar) é amplamente utilizado para o 

crescimento de fungos e bactérias por sua composição rica em nutrientes, 

favorecendo o desenvolvimento de diversas espécies, incluindo Sporothrix brasiliensis 

(113).  O meio de cultura BHI (ACUMEDIA LAB (NEOGEN, Miami, EUA) foi produzido 

segundo as instruções do fabricante e utilizado em todos os experimentos.  Como a 

validade deste meio de cultura após a sua reconstituição é de 2 semanas, 

(recomendações da embalagem) se mantidas em temperaturas de 2 a 8ºC, a 

produção foi de 300 mL por quinzena,  a quantidade  era suficiente para preencher 15 

placas de Petri de poliestireno esterilizadas descartáveis (PROLAB Ltda, São Paulo, 

SP) de 90 mm x15 mm, o suficiente para 2 semanas de experimentos.  A quantidade 

de 14,7 g de BHI pó foi pesada em balança de precisão (Bel Engineering srl, Monza, 

Itália) e  foi diluída em um frasco de vidro borossilicato tipo Duran de 500mL, contendo 
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300 mL de água destilada. O frasco foi vedado com rolha de algodão, papel kraft e 

elástico e após 20 minutos, o tempo necessário para diluição, o frasco foi autoclavado 

por 20 minutos a 120 ºC, 1 atm. Após o período de 45 minutos após a esterilização, 

tempo necessário para o resfriamento, o meio de cultura foi distribuído em placas de 

Petri esterilizadas descartáveis de poliestireno ainda na forma líquida, sob condições 

assépticas em cabine de segurança biológica, na quantidade de 20 mL ou 4 mm de 

altura por placa. Após a distribuição nas referidas placas, o meio foi deixado em 

temperatura ambiente até a solidificação, o que ocorreu em 20 minutos. Após a 

solidificação as placas foram seladas com papel filme (6 placas de Petri por pacote), 

identificadas e armazenadas em geladeira exclusiva para meios de cultura a 6 ºC até 

o momento dos experimentos. Antes da utilização, as placas de Petri contendo meio 

BHI eram deixadas em bancada limpa com álcool 70 por 1 hora em temperatura 

ambiente (Brasil. Ministério da Saúde, 2004). (FIGURA 1). 

 
FIGURA 1 – IMAGENS DA PRODUÇÃO DE MEIO DE CULTURA BHI 

LEGENDA: A) Meio BHI em pó, B) Pesagem, C) Diluição, D) Meio BHI aguardando resfriamento para 
transferência, E) Transferência para placas de Petri descartáveis, F) Placas de Petri aguardando 
solidificação em cabine de segurança biológica. 
FONTE: A autora (2024).  
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SOLUÇÃO TAMPÃO SALINO FOAFATO (PBS) 

 

A Solução Salina Tamponada Fosfato (PBS do inglês: phosphate buffered 

saline solution) é utilizada com frequência em experimentos com leveduras por 

oferecer um ambiente isotônico e tamponado às soluções que auxilia na manutenção 

da integridade das membranas celulares e mitocondriais das células leveduriformes 

(114). 

 

Composição: 

 

Água Destilada 1000 mL 

NaCl 8g 

KH2PO4 0,2g 

Na2HPO4 1,15g 

KCl 0,2g 

NaNO3 0,2g 

Misturar todos os ingredientes e ajustar o pH para 6,8. Autoclavar 20 minutos 

1 atm.  

 

RPMI - ROSWELL PARK MEMORIAL INSTITUTE (Nova Biotecnologia, Cotia, 

SP, Brasil) 

 

O meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) tem este nome porque foi 

desenvolvido por Moore e cols. (1969) no Roswell Park Memorial Institute, na cidade 

de Buffalo (NY, EUA).  (115). Este produto é utilizado como meio de cultura celular 

devido à sua composição bem definida, que serve como suporte o crescimento de 

uma variedade de células, incluindo células leveduriformes. A escolha deste meio de 

cultura é baseada na necessidade de ambiente controlado e consistente para o 

crescimento celular (116). Deve ser conservado entre 2 a 8 ºC e é vendido em pronto 

para o uso, isto é, sem necessidade de diluição, em frascos de 500 mL(117).  

 

Composição: mg/L 

 

AMINOÁCIDOS mg/L  
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L-Arginina HCl 200,000  

L-Asparagina 50,000  

L-Ácido Aspártico 20,000  

L-Cistina 2HCl 65,150  

L-Ácido Glutâmico 20,000  

L-Glutamina 300,000  

Glicina 10,000  

L-Histidina 15,000  

L-Hidroxiprolina 20,000  

L-Isoleucina 50,000  

L-Leucina 50,000  

L-Lisina HCl 40,000  

L-metionina 15,000  

L-Fenilalanina 15,000  

L-Prolina 20,000  

L-Serina 30,000  

L-Treonina 20,000  

L-Triptofano 5,000  

L-Tirosina 2Na.2H2O  

28,830  

L-Valina 20,000  

SAIS INORGÂNICOS.  

Ca(NO3)2 4H2O 100,000  

KCl 400,000  

MgSO4 (anhidro) 48,840  

NaCl 6.000,000  

Na2HPO4 (anhidro) 800,000  

VITAMINAS d-Biotina 0,200  

D-Ca Pantotenato 0,250  

Cloreto de Colina 3,000  

Ácido Fôlico 1,000  

Mio-Inositol 35,000  

Niacinamida 1,000  

Piridoxina HCl 1,000  
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Riboflavina 0,200  

Tiamina HCl 1,000  

Vitamina B12 0,005  

OUTROS COMPONENTES  

D-glicose 2.000,000  

Ácido para-Aminobenzôico (PABA) 1,000  

Glutationa (reduzida) 1,000  

Vermelho de fenol (sódio) 5,300  

NaHCO3 0,000  

HEPES 0,000 

 

FONTE: Website do Fabricante.  

 

 

SOLUÇÃO DE KARNOVSKY 

 

Composição:  

Glutaraldeído 25% 10 mL 

Paraformaldeído 10% 20 mL 

Tampão Cacodilato de Sódio 0,2M 25 mL 

CaCl2 0,1M 1mL 

Água Bidestilada 44 mL 

 

A solução de Karnovsky é uma solução fixadora utilizada principalmente em 

técnicas de microscopia eletrônica para preservação de tecidos biológicos. Sua 

composição, proporciona a preservação da ultraestrutura celular devido à ação 

combinada dos dois aldeídos (paraformaldeído e glutaraldeído) , que promovem 

reticulação eficiente das proteínas. Seu uso da  é considerado padrão em protocolos 

de histoquímica e citologia, especialmente quando se deseja alta qualidade de 

preservação estrutural (118,95). 

 

MODO DE PREPARO: 
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Fixação: Deixar o espécime fixando na solução por no mínimo 24 horas. Lavar 

2 a 3 vezes no tampão cacodilato de sódio 0,05 M e proceder a desidratação. 

 

Preparo da solução paraformaldeído 8% 

A solução de 8% é composta por: 

40g de paraformaldeído; 

2g de NaOH (hidróxido de sódio); 

450 mL de água destilada 

Para preparar a solução de hidróxido de sódio, numa balança digital foi 

pesado 2g de NaOH e em seguida foi diluída em 1 litro de água num balão volumétrico. 

Em seguida, em um béquer de 500mL foi colocado 450 mL de água e diluído 

40g de paraformaldeído. A mistura foi levada num agitador magnético a uma 

temperatura de 60 º C. 

Durante a agitação, foi gotejado com o auxílio de uma pipeta a solução de 

hidróxido de sódio, feita anteriormente, até que a mistura ficasse transparente. Logo 

em seguida foi feito a filtração utilizando um papel filtro.  

 


