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RESUMO

A ocorréncia de infec¢des fungicas em humanos e em animais tem se tornado mais
frequente. Dentre os agentes infecciosos, destacam-se a levedura Malassezia
pachydermatis e os fungos termodimérficos do Complexo Sporothrix schenckii. O
primeiro € um microrganismo comensal da pele de cdes e gatos, tornando-se
patogénico a partir de desequilibrios no microclima desse 6rgao, causando, entao,
dermatite e otite. O segundo, um fungo saprdfita, de distribuicdo mundial, causador
da esporotricose — micose subcutanea de carater subagudo ou crénico, que pode
acometer diversas espécies animais, inclusive humanos, e que € classificada como
uma zoonose emergente e epidémica em varias regides do mundo. Com a pressao
do uso de drogas antifungicas para tratamento dessas micoses, surgiram inumeros
casos de cepas resistentes aos medicamentos de eleicdo para o tratamento. Dessa
forma, este trabalho avaliou a atividade inibitoria in vitro de extratos ricos em peptideos
de folha de Clitoria fairchildiana, folhna de Phaseolus vulgaris, bem como folha e fruto
de Capsicum annuum frente a cepas clinicas de Malassezia pachydermatis e a uma
cepa clinica e outra padrao de Sporothrix schenckii na forma de levedura, previamente
cultivadas em agar Sabouraud, acrescidos de cloranfenicol [5S0mg/ml] e cicloheximida
[400mg/ml] a 37°C por 4-6 dias. A atividade inibitoria desses extratos foi avaliada em
ensaios de microdiluicdo e de diluigdo em caldo, seguidos de analise de viabilidade
celular, formacado de melanina e ensaio de permeabilidade de membrana com o
corante vital Sytox Green™. O perfil de sensibilidade das cepas de M. pachydermatis
foi determinado pelo ensaio de antifungigrama, pela técnica de disco difusdo. Uma
cepa de M. pachydermatis apresentou sensibilidade intermediaria a miconazol e
cetoconazol. Os extratos de C. fairchildiana e do fruto de C. annuum apresentaram
melhores resultados de inibigdo. Houve atraso no processo de melanizagao da colénia
tratada com fruto de C. annum. O extrato de C. fairchildiana foi capaz de causar danos
nas membranas celulares das cepas testadas. A partir dessas descobertas, conclui-
se que mais estudos sao necessarios, visando a alternativas no tratamento de

infecgdes fungicas humanas e animais por esses patdgenos.

Palavras-chave: Micoses, tratamento, peptideos antimicrobianos, produtos naturais.



ABSTRACT

The occurrence of fungal infections in humans and animals has become more
frequent. Among the infectious agents, the yeast Malassezia pachydermatis and the
thermodimorphic fungi of the Sporothrix schenckii Complex stand out. The first is a
commensal microorganism of the skin of dogs and cats, becoming pathogenic from
imbalances in the microclimate of that organ causing dermatitis and otitis. The second,
a saprophytic fungus, of worldwide distribution, which causes sporotrichosis,
subcutaneous or organic subcutaneous mycosis in animals that can affect several
species, including humans. It is seen as an emerging and epidemic zoonosis in various
regions of the world. With the pressure of using antifungal drugs to treat these
mycoses, numerous cases of strains resistant to the drugs chosen for treatment. Thus,
this work evaluated the in vitro inhibitory activity of extracts rich in peptides from the
leaf of Clitoria fairchildiana, leaf of Phaseolus vulgaris and leaf and fruit of Capsicum
annuum, against clinical strains of Malassezia pachydermatis and a clinical strain and
another pattern of Sporothrix schenckii in yeast form, previously cultivated in
Sabouraud agar with the addition of chloramphenicol [50mg/ml] and cycloheximide
[400mg/ml] at 37°C for 4-6 days. Their inhibitory activity was evaluated in microdilution
and broth dilution assays followed by prediction analysis, cellular melanin formation
and membrane permeability assay with the vital dye Sytox Green™. The sensitivity
profile of the M. pachydermatis strains was determined by the antifungigram assay,
using the disk diffusion technique. One strain of M. pachydermatis showed mutual
susceptibility to miconazole and ketoconazole. C. fairchildiana and C. annuum fruit
extracts showed better restriction results. There was a delay in the melanization
process of the colony treated with C. annum fruit. The C. fairchildiana extract was
capable of causing damage to the cell membranes of the tested strains. From these
findings, it is concluded that further studies are needed to provide alternatives in the
treatment of human and animal fungal infections by these pathogens.

Keywords: Mycoses, treatment, antimicrobial peptides, natural products.
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1. INTRODUGAO

Um dos principais motivos de procura a assisténcia veterinaria é a ocorréncia
de micoses cutaneas nos animais de estimagéo (CRUZ et al., 2020). Segundo estudo
retrospectivo realizado por Galiza e colaboradores (2014), Malassezia pachydermatis
e S. schenckii estdo entre os agentes etiologicos fungicos de maior casuistica
diagnosticados pelo Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria- RS entre 1990 e 2012. Com o passar do tempo e devido ao numero
crescente de casos de infecgdes fungicas, diversos fatores relacionados a elas
passaram a ser observados, como a resposta imune dos hospedeiros e a necessidade
de escolhas terapéuticas apropriadas a partir da identificacdo desses agentes.

M. pachydermatis € uma levedura comensal na pele e na orelha externa de
cées e gatos. Principalmente em caes, desequilibrios do microclima da pele, por vezes
relacionados a outras doencas, podem levar a proliferagdo exacerbada do
microrganismo, causando otite e dermatite (GUILLOT e BOND, 2020). O M.
pachydematis foi descrito como o fungo isolado com maior frequéncia em animais de
estimagao que apresentavam lesdes de pele (DWORECKA-KASZAK et al., 2020).

Também de grande importancia, os fungos do Complexo Sporothrix schenckii
sdo termodimdérficos, saprofitas e, em geral, a partir da sua inoculagao traumatica,
causam a micose subcutanea de carater subagudo ou crénico, conhecida como
esporotricose. Cosmopolita, de distribuicdo mundial e considerada endémica em
diversas regides do mundo, a esporotricose pode afetar diversas espécies de animais,
inclusive humanos. Nas ultimas décadas, passou a ser classificada como uma micose
emergente e hiperendémica no estado do Rio de Janeiro, onde os felinos domésticos
foram apontados como pontos-chave da transmisséo e fonte de infec¢ao para outros
animais e seres humanos. A transmissdo geralmente ocorre pela implantagéo
traumatica de leveduras a partir de arranhdes, mordeduras ou contato com exsudato,
rico em leveduras, de lesbes desses animais, conferindo a eles esse papel de
destaque na epidemiologia dessa zoonose (GREMIAO et al., 2017).

A esporotricose produz lesdes nodulares, ulcerativas e crostosas. Nos felinos,
pode ocorrer na forma cutanea, linfocutanea ou disseminada, e as lesdes iniciais sao
principalmente descritas em regido de face e/ou membros (LLORET et al., 2013). Em
humanos, as formas clinicas podem ser a cutanea fixa, extracutanea, linfocutanea ou
disseminada (LOPES-BEZERRA et al., 2006). Casos de manifestac&o disseminada e
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grave estdo comumente relacionados a individuos imunocomprometidos (OROFINO-
COSTA et al., 2017), podendo levar ao ébito (MONTE ALVES et al., 2020).

Essas micoses habitualmente necessitam de tratamentos prolongados com
drogas antifungicas, sendo os efeitos adversos e as falhas terapéuticas causadas pela
diminui¢cdo da susceptibilidade dos agentes etiologicos aos medicamentos, um tépico
importante e desafiador para os clinicos veterinarios (PEREIRA et al., 2009). Além
disso, 0 manejo com os animais doentes € uma questao complexa para muitos tutores.
O risco de contaminagao, bem como as dificuldades em administrar as medicagdes
corretamente ou manter os gatos em isolamento sdo motivos frequentes de
interrupcéo do tratamento desses animais (SCHUBACH et al., 2004).

A partir desses desafios, torna-se cada vez maior o interesse pelas
propriedades de plantas medicinais com foco na avaliagdo e na padronizagao de
testes in vitro com seus compostos ativos (JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Nesse sentido,
os peptideos antimicrobianos de plantas surgem como alternativa promissora aos
antifungicos convencionais, por apresentarem ampla atividade inibitéria no
desenvolvimento de microrganismos como fungos, bactérias, protozoarios, entre
outros (MOOKHERUJEE et al., 2020; CHERENE et al., 2023).

Na busca por novas substancias e devido a importancia adquirida pelas
infecgbes fungicas na medicina veterinaria e humana, os estudos que envolvem a
descoberta de novos agentes antifungicos, o reposicionamento de farmacos e a
descoberta de novos alvos estdo em foco. Com isso, este trabalho objetiva avaliar a
atividade antifungica de extratos ricos em peptideos das plantas Capsicum annum,
Clitoria fairchildiana e Phaseolus vulgaris frente aos fungos patogénicos Malassezia
pachydermatis e Sporothrix spp.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis é um agente fungico de grande importancia clinica na
medicina humana e veterinaria (GUILLOT e BOND, 1999), sendo uma levedura
lipofilica que habita normalmente a pele de diversas espécies de animais, podendo
causar patologias como otites externas e dermatites, principalmente em caes e gatos
(GULLOT e BOND, 2020). Tal agente foi identificado como patégeno causador de
surto de infecgcdo hospitalar em unidade de terapia intensiva neonatal (ILAHI et al.,
2017) e descrito como comensal também na pele de tutores de caes, podendo estes
servirem como carreadores da levedura (MORRIS et al., 2005).

2.1.1 Filogenia e caracteristicas microbiolégicas

Pertencentes ao filo dos basidiomicetos, espécies do género Malassezia
tiveram seu genoma sequenciado a partir do ano de 2007. Por muitos anos entendeu-
se que a M. pachydermatis era apenas lipofilica, mas ndo dependente de lipidios,
devido a sua capacidade de crescer no agar Sabouraud dextrose (GUILLOT e BOND,
1999). O sequenciamento do genoma, porém, e o estudo de familias especificas de
genes, tornou possivel identificar peculiaridades desses tipos de leveduras, como a
baixa capacidade de degradacédo de carboidratos pela restricdo do gene glicosil, o
qual codifica a enzima hidrolase, além da inexisténcia de um gene que sintetiza acidos
graxos, o que o torna dependente de lipideos. Ao mesmo tempo, identificou-se um
aumento de enzimas capazes de captar e hidrolisar esses componentes da pele e das
mucosas dos animais que estao habitando (CABANES, 2019; WU et al., 2015). Ainda,
foram detectados genes com fungdo desconhecida, que podem ter sido assimilados
por transferéncia horizontal de genes (WU et al, 2015). A capacidade dessa levedura
de crescer em agar Sabouraud dextrose € explicada por dispor de fragdes lipidicas da
peptona, um constituinte desse meio de cultura (PUIG et al., 2017).

M. pachydermatis apresenta colénias de coloragdo creme a amarelo, lisas ou
levemente enrugadas, foscas ou brilhantes (Figura 1). Em geral, as leveduras
caracterizam-se pelo formato ovéide, mas também podem ser elipticas ou cilindricas

— forma de pegada de sapato — (GUILLOT e BOND, 2020), medindo aproximadamente
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2um x 5 ym (MCVEY et al, 2016), com possibilidade de variagdes de 1,5-3,5um x 6,0-
8,0um (Figura 2) (GUILLOT e BOND, 2020).

Figura 2: Microscopia de exame direto feito com fita de dobra labial de um céao
apresentando dermatite por M. pachydermatis. Observam-se células ovoides e
cilindricas curtas, entre restos celulares. Coloragdo Giemsa maodificada,
aumento 50x. Fonte: Bond et al., 2020

Sua reprodugao ocorre por brotamento de um unico polo (desenvolvimento
monopolar blastico) e em uma base ampla. M. pachydermatis nao é capaz de formar
filamentos (GUILLOT e BOND, 1999; MCVEY et al., 2016), entretanto algumas outras
espécies do género Malassezia, se em condi¢des de cultura muito especificas ou em
lesbes cuténeas, podem formar (SAADATZADEH et al., 2001). Sua parede celular é
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constituida por glicoproteinas (75-80%), lipidios (15-20%) e quitina (1-2%) (MCVEY et
al, 2016), apresenta espessura de aproximadamente 0,12um em sua camada mais
interna, uma estrutura serrilhada forma invaginagcbes na membrana plasmatica
(DAVID et al, 2007).

2.1.2 Ecologia

E extensamente documentada a presenga de M. pachydermatis em caes e
gatos saudaveis ou que apresentam dermatites ou otites, embora nos felinos
domeésticos outras espécies de Malassezia sejam encontradas com mais frequéncia.
(CAFARCHIA et al., 2005; GUILLOT e BOND, 2020). Como essas leveduras sao
comensais, compdem uma reserva de patdgenos em potencial, localizada nas
mucosas e no extrato cérneo, e, quando ha algum desequilibrio entre viruléncia e
imunidade do hospedeiro, elas sdo capazes de causar as dermatites e otites (BOND
et al., 2020), sendo, entdo, comumente associadas a quadros de imunossupressao
ou alteracdes predisponentes (MCVEY et al, 2016). De todo modo, a presenga do
fungo no extrato cérneo deixa o hospedeiro exposto a diversos componentes
quimicos, alergénicos e imunogénicos, como enzimas e metabdlitos. As interagdes
com outros microrganismos comensais também pode influenciar na viruléncia,
especialmente bactérias do género Staphylococcus spp., as quais acabam
exacerbando os sinais clinicos e, nesses casos, torna-se necessaria uma avaliagao

de terapia antimicrobiana concomitante (BOND et al., 2020).

2.1.3 Patogenia e sinais clinicos

Frequentemente, em cades e gatos, a dermatite por Malassezia ocorre ao
mesmo tempo que outras doencgas as quais acabam alterando a fungao imune da pele
ou o seu microclima (BOND et al., 2020). Principalmente em cédes, as endocrinopatias,
os defeitos de cornificagcdo e as alteragdes de hipersensibilidade (dermatite atdpica)
sdo importantes fatores que também devem ser diagnosticados e tratados (BOND et
al., 1996).

Identificam-se como sinais clinicos comuns da dermatite por Malassezia pele

eritematosa com presencga de prurido, hiperpigmentagao, liqueinificagao, odor fétido,
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excesso de gordura e otite. Na otite, em geral, a secrecdo nao é purulenta, e sim

ceruminosa (GUILLOT e BOND, 2020), como se observa nas Figuras 3 e 4 a seguir:

Figura 3: Otite ceruminosa em c&o, causada por M. pachydermatis. Fonte:
Peano et al., 2020

Figura 4: Lesdes inflamatdrias hiperpigmentadas em um cdo com dermatite por
Malassezia pachydermatis, secundaria a uma infestagcdo de acaros Demodex sp.
Fonte: Peano et al., 2020

2.1.4 Diagnéstico

O principal método diagndstico da Malasseziose é o exame direto. Em animais
sadios, a quantidade de leveduras tanto na pele quanto no conduto auditivo externo é
baixa para ser detectada no exame direto, assim, quando ha o aumento e a detecgéo,

€ compreensivel que a levedura possa estar associada a desordem otologica ou
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dermatolégica. Salvo em cées que apresentam disturbio de hipersensibilidade,
situacdo em que é possivel encontrar as leveduras em todo o corpo do animal.

Para os casos de otite externa, o material é facilmente colhido com auxilio de
swabs, e, em seguida, é feito o “rolamento” em uma lamina de vidro, seco no ar e
corado com Giemsa (MCVEY et al.,, 2016). Para outras areas do corpo, pode ser
utilizada a técnica da fita adesiva, que consiste em aplicar com firmeza um pequeno
fragmento da fita na area lesionada escolhida e remover com gentileza. A técnica deve
ser repetida por trés vezes no mesmo local. A amostra, entdo, é corada também com
Giemsa, seca e colocada numa lamina de vidro (MAYNARD et al., 2011). Ao
microscopio, as laminas sao avaliadas, e leveduras com caracteristica morfolégica de
‘pegada” sdo evidenciadas.

Técnicas moleculares, como o PCR (reagdo em cadeia de polimerase), capaz
de amplificar o DNA, também podem ser utilizadas, no entanto ndo fazem parte da

rotina diagnostica veterinaria (MCVEY et al., 2016).

2.1.5 Tratamento

O tratamento é frequentemente realizado a partir de medicamentos antifungicos
derivados de compostos azdlicos, tépicos e sistémicos. Contudo, o tratamento da
doenga de base e de infecgbes secundarias causadas por agentes bacterianos
constitui-se como essencial (MCVEY et al., 2016). As leveduras do género Malassezia
spp., inclusive a M. pachydermatis, mostram-se susceptiveis a maioria dos compostos
azélicos usados, como o itraconazol, miconazol e cetoconazol, sendo variavel a
eficacia do fluconazol (BRILHANTE et al., 2018; CAFARCHIA et al., 2012). Entretanto,
ja foram relatados casos de falha no tratamento contra dermatites e otites causadas
por M. pachydermatis, associadas a aumento de tolerancia in vitro dessas cepas aos
componentes azoélicos (ANGILERI et al., 2019; KANO et al., 2019), sendo a exposi¢céo
por longos periodos a esses antifungicos um fator importante na selegdo da
resisténcia. Foi sugerido, ainda, que um mesmo animal pode ser colonizado por cepas
de M. pachydermatis com distintos perfis de susceptibilidade aos antifungicos
(ANGILERE et al., 2019). A partir de estudos gendmicos, a diminuicdo da
susceptibilidade aos antifungicos azdlicos foi relacionada a qualquer mutagao do gene
ERG11, (KANO et al., 2019) ou a quadruplicacéo dele (KIM et al., 2018). Esse gene é
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responsavel pela codificagdo da molécula alvo para os antifungicos azodlicos, a
lanosterol 14-alfa-desmetilase (KANO et al., 2019).

2.1.6 Resisténcia antifungica

Varios achados apontam para a capacidade de M. pachydermatis desenvolver
resisténcia, incluindo falha no tratamento, redugao de atividade antifungica observada
em cepas isoladas de animais intensamente expostos a drogas antifungicas e in vitro
e a descrigdo de mecanismos de resisténcia fungica (PEANO et al., 2020).

Além do mais, Concova e colaboradores (2022) relatam que a levedura possui
a capacidade de produgao de biofilme e apontam como tendo relevante associagao
na diminuigdo da susceptibilidade aos antifungicos. Os estudiosos observaram que as
células livres foram mais susceptiveis aos antifungicos utilizados do que as células
aderidas e o biofilme maduro.

E necessaria bastante prudéncia na utilizacdo dos antifliingicos disponiveis para
que possam continuar sendo utilizados com eficacia (GUILLOT e BOND, 2020).

O aparecimento de cepas de menor susceptibilidade aos azois tem aumentado
o interesse em agentes antifungicos alternativos, como 6leos essenciais, que sao
misturas heterogéneas e muito concentradas de Oleos aromaticos, extraidos de
plantas por hidrodifusdo, pressdo ou destilagdo a vapor (BISMARCK et al., 2019;
MANION e WIDDER, 2017).

2.2. Complexo Sporothrix schenckii

2.2.1 Filogenia e caracteristicas gerais

Sporothrix schenckii faz parte do Reino Fungi, eucarionte, heterotrofico, sem
mobilidade propria, sua parede celular é rigida e contém quitina. Ele é integrante da
Divisdo Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem Ophiostomatales e Familia
Ophiostomataceae (GUARRO et al., 1999). E um fungo termodimérfico, saprdfita,
cosmopolita, amplamente distribuido em todo o mundo, em particular nas regides
tropicais e subtropicais, causador da micose zoonética, conhecida como esporotricose
(BARROS et al., 2011). A esporotricose € uma micose subcutanea de carater
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subagudo ou crénico que pode acometer inumeras espécies de mamiferos, incluindo
os humanos (ANTUNES et al., 2009).

A espécie S. schenckii foi conhecida como unica causadora da esporotricose
durante muito tempo, entretanto novas classificagbes filogenéticas mostram, até
entdo, que existem seis espécies distintas de relevancia epidemioldgica e clinica que
formam o Complexo Sporothrix schenckii, sendo elas o S. schenkii strictu sensu, S.
albicans (S. pallida), S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei e S. mexicana
(CHAKRABARTI et al.,, 2015; de BEER et al.,, 2016; MARIMON et al., 2008;
OROFINO-COSTA et al., 2017).

Apesar de relatadas no mundo inteiro, a ocorréncia e a distribuicdo geografica
das espécies causadoras da esporotricose s&o distintas (CHAKRABARTI et al., 2015).
No Brasil, S. brasiliensis tem mostrado maior prevaléncia, além de ser a espécie mais
virulenta do Complexo em razdo de sua habilidade de invadir tecidos e levar o
hospedeiro a morte (OROFINO-COSTA et al.,, 2017; ROGRIGUES et al.,, 2013;
RODRIGUES et al., 2014).

2.2.2 Caracteristicas microbioldgicas e fatores de viruléncia

O dimorfismo térmico é um notavel ajuste morfolégico quando se trata da
capacidade de infectar os mamiferos. Os fungos dimérficos apresentam-se na forma
micelial ou filamentosa, na natureza ou in vitro a 25°C, e como leveduras, forma
infectante quando em contato com a temperatura do mamifero hospedeiro de 35-37°C
ou in vitro (RODRIGUES et al., 2016). Na sua forma micelial, apresenta-se como hifas
finas e septadas, medindo de 2um a 3um, com conidios ovais ou em formato de
lagrima, podendo estar isolados ou reunidos nas extremidades dos conidioforos e ao
longo das hifas (MCVEY et al., 2016). Macroscopicamente s&o colbnias enrugadas a
lisas, cremosas, inicialmente esbranquicadas, tornando-se marrons ou pretas com o
passar dos dias (BARROS et al.,, 2011). Ja na forma de levedura (Figura 5), o
patdgeno se revela como células alongadas com brotamentos, lembrando o formato
de um “charuto”, contudo também podem ser mais arredondadas, medindo até 10um
(MCVEY et al., 2016). Na observacdo macroscoépica, apresenta textura lisa e
coloragéo creme (BARROS et al., 2011)
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Figura 5: Citologia por imprint de Ulcera de pele felino, mostrando varias estruturas
semelhantes a leveduras de S. schenckii em forma de charuto, ovais ou redondas, em
meio extracelular e dentro de macréfagos. Corado com panético, 100x. Fonte: Silva et
al., 2015

S. schenckii apresenta, em sua parede celular, componentes que podem
colaborar para a sua viruléncia. Um deles, também considerado fator de grande
importancia, € a capacidade de produzir melanina. Trés diferentes tipos de melaninas
ja foram relatados, sao eles: DHN-melanina, a eumelanina e a piomelanina. A DHN-
melanina é o principal pigmento produzido, pois esse processo se da a partir do acetil-
COA, proveniente da glicdlise. Em contrapartida, a eumelanina e a piomelanina
somente s&do produzidas se a L-DOPA e a L-tirosina, respectivamente, estiverem
disponiveis durante o crescimento do fungo (ALMEIDA-PAES et al., 2009; ALMEIDA-
PAES et al., 2015). A produgao desses tipos de melanina é considerada um fator de
resisténcia dos fungos patogénicos contra antifungicos, como anfotericina B,
itraconazol e terbinafina, além de induzirem a fuga deles frente as defesas dos
hospedeiros (ALMEIDA-PAES et al., 2015; OROFINO-COSTA et al., 2017). Uma
colonia produtora de melanina esta evidenciada na Figura 6. Outros possiveis fatores
de viruléncia sdo adesinas, proteinases, perdéxido de ergosterol e enzimas (BARROS
etal., 2011).
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Figura 6: Morfologia macroscépica de uma coldénia pigmentada e escura de
Sporothrix brasiliensis devido a produgdo de melanina. Cultura em agar Sabouraud
Dextrose. Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.3 Epidemiologia

Amplamente distribuida pelo mundo, a esporotricose apresenta maior
ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, sendo considerada uma doenca
endémica em varias partes da China, Japao, Africa do Sul, india e América Latina
(BARROS et al., 2011). Ao longo das décadas, surtos de dimensdes variadas foram
relatados, sendo, em sua maioria, relacionados a atividades profissionais ou
ocupacionais ligadas a jardinagem, ao trabalho florestal ou ainda a manipulagéo de
madeira contaminada (CHACKRABARTI et al., 2015). Entretanto, a partir de 1997, o
Brasil passou a relatar inumeros casos de esporotricose relacionada a transmissao
por arranhadura ou mordedura felinas. O Rio de Janeiro desde entao é classificado
como area hiperendémica dessa zoonose (GREMIAO et al., 2017).

Entre os anos de 2017 e 2018, foi realizado um estudo por De Almeida e
colaboradores (2019), com parceria da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) e da Faculdade de Medicina de Campos (FMC) pelo periodo
de um ano, em Campos dos Goytacazes-RJ. Nele, foram avaliadas 22 amostras
oriundas de pacientes humanos que apresentavam lesdes suspeitas e que foram
encaminhados ao dermatologista. Em sua maioria, os individuos eram tutores de
animais previamente atendidos no Hospital Veterinario da UENF, que apresentavam

lesdes de dificil cicatrizacdo e compativeis com esporotricose. Apds anadlise de
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citologia, cultura micologica e demonstragao do dimorfismo térmico do Sporothrix spp.,
todos os 22 individuos, sendo 14 mulheres e 8 homens com idades variando de 2 a
78 anos, foram diagnosticados como positivos para esporotricose. As lesdes eram
localizadas principalmente em membros superiores € nas méos, e a maioria dos
individuos teve contato com animais de estimacdo doentes. Sendo assim, a
frequéncia de diagndsticos da doenga passa a ser preocupagao das autoridades de
saude publica.

Segundo a Nota Técnica 60/2023-CGZV/DEDT/SVSA/MS (0033634745), a
esporotricose ndo € uma doenca de notificagcdo compulséria em todo o Brasil,
entretanto o Ministério da Saude orienta que os casos suspeitos e confirmados sejam
notificados e investigados para correto delineamento das agdes. O Ministério orienta,
ainda, sobre manejo dos animais doentes, medidas de prevencdo e controle e

medidas direcionadas aos profissionais de saude e a populagéo geral.

2.2.4 Transmissao e manifestagoes clinicas

A infecgdo por esporotricose em si se da pela implantagdo traumatica do
Sporothrix spp. na derme, ou ainda por via inalatéria. Em geral, no Brasil, a
transmissao para humanos ocorre de duas maneiras diferentes: uma quando existe
diretamente o contato com plantas, solo ou matéria orgénica contaminada com o
fungo; a outra, na qual os gatos atuam fortemente, € forma zoonética de transmissao
e ocorre através de arranhaduras, mordeduras ou exsudato de lesdes. A transmissé&o
horizontal, ou seja, entre os gatos, também ocorre amplamente e € um agravante
guanto a necessidade de estipular taticas para o controle da epidemia. Dessa forma,
tornam-se necessarias varias estratégias, como o tratamento de gatos infectados, a
castragcdo de animais errantes, a adogado de politicas de conscientizacdo das
comunidades quanto as responsabilidades da posse de animais, assim como a
divulgacdo de informagdes quanto a transmissdo da esporotricose (OROFINO-
COSTA et al., 2017).

Nos felinos, seguida da inoculagdo do agente etioldgico, a infecgao pode ficar
localizada ou se propagar pelos vasos linfaticos proximos, causando linfangite e
linfadenite, levando ao surgimento de lesdes nodulares, ulcerativas e crostosas,
principalmente em regido de face e membros. Casos disseminados s&o mais raros,

mas podem ocorrer em animais imunocomprometidos e afetam especialmente
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pulmdes e figado. Ainda nos felinos, classifica-se clinicamente a esporotricose como
forma cutanea, linfocutanea ou disseminada. Sinais clinicos sistémicos inespecificos
podem ocorrer, como prostragdo, anorexia e febre. Espirros sdo comuns quando ha
acometimento de mucosa nasal (LLORET et al., 2013), além de serem sinal precoce
da doenca e de demonstrarem maior chance de diagnostico positivo quando
concomitantes a lesdes suspeitas (MACEDO-SALES et al., 2018). A autoinoculagéo
nessa especie pode acarretar a disseminacéo da doenga, tendo em vista que o ato de
se cogar ou lamber pode carrear e introduzir o agente etiolégico em unhas e cavidade
oral (SCHUBACH et al., 2001).

As lesdes exsudativas dos gatos podem ser particularmente contagiosas pela
grande quantidade de microrganismos presentes nas secreg¢des. Além disso, o fungo
pode ser encontrado tanto nas unhas de gatos infectados como sadios, sendo esses
ultimos portadores (MCVEY et al., 2016). Contudo, estudo realizado por Macédo-
Sales e colaboradores (2018) ndo encontrou leveduras nas unhas de 175 felinos
saudaveis que viviam em areas endémicas do Rio de Janeiro, mesmo que a maior
parte dos animais tenha tido contato anterior com plantas e solo. Desses animais,
apenas um gato que convivia e compartilhava fdmites com outros ja diagnosticados,
apresentava o fungo na cavidade oral. Casos de esporotricose felina estao
exemplificados na Figura 7.

Figura 7: Esporotricose felina. (a) Lesdes crostosas e ulcerativas em face,
(b) multiplas lesdes ulcerativas em membro toracico (Lloret et al., 2013),
(c) lesédo ulcerada e exsudativa localizada em regido nasal, (d) lesbes
nodulares causando deformacéo de face (Gremiao et al. 2015)



30

Em humanos e cées a forma disseminada é tida incomum, ficando as lesdes
restritas ao tecido subcutaneo e a pele e usualmente sendo classificadas clinicamente
como formas cutanea e extracutanea (SCHUBACH et al., 2015). No entanto, com o
surgimento de manifestagbes clinicas variadas e incomuns em humanos, como
infecc&o sistémica pulmonar primaria devido a inalagdo de propagulos de Sporothrix
(OROFINO-COSTA et al.,, 2013), passou-se a classificar as formas clinicas da
esporotricose como cutanea fixa, extracutanea, linfocutanea e disseminada (LOPES-
BEZERRA et al., 2006). As formas linfocutanea e cutanea fixa estdo exemplificadas
na Figura 8. Orofino-Costa e colaboradores (2017) ainda propdem uma atualizagao

na classificagao, baseada no local das lesdes.

Figura 8: Diferentes apresentagdes clinicas de esporotricose em humanos. (a) esporotricose linfocutédnea, (b) esporotricose
cutanea fixa. Fonte: Chakrabarti et al., 2015

A forma disseminada e de maior gravidade em humanos esta intimamente
ligada a situagdes de imunocomprometimento, como individuos soropositivos para
HIV, podendo ocorrer lesbes dsseas, em mucosas € ainda no bago e nos pulmdoes,
com a possibilidade de progredir para sepse e 6bito (FREITAS et al., 2012; OROFINO-
COSTA et al., 2013).

2.2.5 Diagnéstico de esporotricose

O diagndstico da micose é realizado a partir de histérico, anamnese, exame
fisico, além de exames laboratoriais, como citopatologia, histopatologia e
especialmente cultura micologica. Outros métodos como reagdo em cadeia de

polimerase (PCR), testes intradérmicos e provas soroldgicas também podem ser
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utilizados, apesar de serem menos comuns e, em geral, utilizados em pesquisas
(LARSSON, 2011).

A citologia, ou exame direto, consiste na obtengao de esfregagos em Iaminas
de vidro do material das feridas ulceradas, exsudato ou ainda aspiragcao de nédulos
por agulha fina, que, em seguida, sdo secos no ar e corados com coloragdo de Gram
ou Pandtico rapido (PEREIRA et al., 2011; TRABULSI e ALTERTHUM, 2015). A
l&amina segue para analise em microscopia Optica para que, com objetiva de 100x, seja
possivel observar as leveduras. Especialmente nos felinos, o exsudato das lesdes na
analise microscopica habitualmente demonstra numerosas formas arredondadas ou
ovais semelhantes a “charutos”, podendo estar ou ndo no interior de neutrdfilos e
macrofagos. O exame citopatolégico se mostra simples de ser realizado, de baixo
custo e com resultados rapidos (SILVA et al., 2015). Apesar disso, humanos e outras
espécies animais ndo apresentam o numero de leveduras abundantes nas lesdes,
sendo necessarios outros métodos (LACAZ et al., 2002).

Atualmente, o padrdo ouro para diagnostico do agente etioldégico da
esporotricose é a cultura micologica (TRABULSI e ALTERTHUM, 2015; OROFINO-
COSTA et al., 2017). O material biologico para cultura pode ser coletado diretamente
de lesdes ulceradas, pus, ou ainda sangue, escarro, liquido sinovial e liquido
cefalorraquidiano (KAUFFMAN et al., 2007). A técnica é realizada em duas
temperaturas diferentes para que o dimorfismo térmico do agente seja evidenciado
(CRUZ, 2013). Inicialmente, para o isolamento da forma filamentosa a 25°C, a amostra
é inoculada em agar Sabourad dextrose acrescido de cloranfenicol e cicloheximida
para inibicdo de crescimento bacteriano indesejado. Num periodo de 4 a 6 dias, a
colonia € enrugada, esbranquigada, podendo escurecer com o passar do tempo e
adquirir coloragdo negra. Na microscopia Optica, sdo evidenciadas hifas hialinas
septadas, medindo de 1 a 2um de didmetro, e conidiéforos com conidios elipticos, que
formam estrutura que remete a “buqué de flores” (LARSSON, 2011; OROFINO-
COSTA et al., 2017; TRABULSI e ALTERTHUM, 2015). Na segunda etapa, o material
pode ser cultivado no agar YPD ou BHI (infusdo cérebro coragdo) a 37°C. As colonias
tém consisténcia cremosa, superficie lisa e esbranquigada, escurecendo a partir do
centro. As células podem ser ovoides, globosas e alongadas, de tamanho variado
entre 2,5-5um por 3,5-6,5um e com forma caracteristica semelhante a “charuto”.
Algumas colbnias, dependendo da cepa e da espécie, podem ser escuras desde o
inicio do crescimento, sendo a pigmentagéo escura ligada a produgao de melanina,
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importante fator de viruléncia de espécies do complexo Sporothrix sckenckii
(OROFINO-COSTA et al., 2017).

A conversao da fase filamentosa para fase de levedura é fundamental para
diferenciar fungos do complexo Sporothrix schenckii de outros fungos saprofitas
(TRABULSI e ALTERTHUM, 2015).

O exame histopatologico pode ser utilizado em lesdes nodulares integras,
sendo coletado a partir de biopsia e submetido a coloragao pela hematoxilina-eosina
ou pelo acido Periddico de Schiff (PAS), procedimento no qual sdo observadas células
fungicas leveduriformes ovaladas, arredondadas dentro de macrofagos ou livres. O
padrao histologico revela inflamag&o piogranulomatosa difusa, acometendo derme e
tecido subcutédneo (CROTHERS et al., 2009). Contudo, a sensibilidade da
histopatologia para detec¢cdo do agente fungico é baixa, por apresentar escassez
desses agentes nas lesdes, com excecgao da espécie felina (OROFINO-COSTA et al.,
2017).

O método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) detecta anticorpos da parede
celular do Sporothrix spp. no soro de individuos infectados. Nos felinos, esse método
apresenta alta especificidade e sensibilidade de diagnostico (FERNANDES et al.,
2010) e auxilia principalmente na detecgao de formas atipicas da doenca, além de ser
util na triagem, no acompanhamento e na percepg¢ao da evolugao de pacientes em
tratamento, contribuindo especialmente para a monitorizagao da resposta terapéutica
(OROFINO-COSTA et al., 2017). Baptista e colaboradores (2020) apresentam
resultados favoraveis quanto a utilizagdo do anticorpo anti-SsCBF (Sporothrix
schenckii ConA Binding Fraction) pelo método ELISA, tanto no diagndstico de
esporotricose em gatos, como também no acompanhamento do tratamento, dado que
foi possivel apontar uma boa relagao entre a titulagcdo de anticorpos anti-SsCBF e os
resultados clinicos observados aos tratamentos escolhidos. Durante o estudo, n&o foi
possivel constatar uma medida para a cura clinica. Segundo Fernandes e
colaboradores (2010), essa técnica € rapida, barata e de facil realizagdo, contudo
ainda nao foi estabelecida sua aplicag&o na rotina.

Para identificacdo molecular, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
amplifica regides especificas e identificam genes codificadores de proteinas como a
calmodulina (CAL), podendo definir a espécie patogénica a partir de amostras clinicas
e de cultura. E um método com alta especificidade e sensibilidade, além de ser
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descomplicado e de apresentar um alto rendimento, € a unica forma de diferenciar as
especies (RODRIGUES et al., 2015).

2.2.6 Tratamento

Alguns fatores importantes determinam a escolha do tratamento da
esporotricose, como a espécie do agente etioldgico, as condigdes gerais de saude e
o sistema imunoldogico do paciente, além da forma clinica da doencga.

No Brasil, atualmente, existe um numero bastante limitado de antifungicos
disponiveis e eficazes no tratamento dessa doencga, sdo eles: itraconazol, iodeto de
potassio, terbinafina e anfotericina B, sendo os trés primeiros administrados por via
oral, e o ultimo, por via endovenosa (OROFINO-COSTA et al., 2017).

O itraconazol € um derivado azdlico e atua inibindo a sintese de ergosterol,
lipidio essencial constituinte da membrana (SONG et al., 2010). Tem sido a droga de
escolha tanto na medicina humana, quanto na medicina veterinaria, em fungao de sua
eficacia somada a segurancga e a facilidade de administracdo (KAUFFMAN et al.,
2007). Em humanos, o itraconazol pode ser utilizado por pacientes com bom estado
geral de saude, com lesbdes localizadas e em imunossuprimidos, entretanto a
indicagao n&o ocorre para a forma disseminada. A dose varia de 100-400mg/dia, em
doses continuas ou pulsadas (SONG et al., 2010). Em geral, os efeitos colaterais s&o
toleraveis, mas sua utilizagcado deve ser feita com acompanhamento preciso, pois €
hepatotoxico, teratogénico e interagdes medicamentosas podem ocorrer.

O iodeto de potassio (KI) ndo tem mecanismo de acé&o plenamente
compreendido, ainda que a atuagdo sobre a resposta imune e fagocitica contra o
Sporothrix spp. seja conhecida (XUE et al., 2009). Em humanos, é indicado para
individuos imunocompetentes com lesbes localizadas e €& contraindicado
especialmente para pacientes gestantes, com insuficiéncia renal, ou ainda que
apresentem disfuncdo de tireoide ou alergia a iodo (OROFINO-COSTA et al., 2013).

A terbinafina, derivado de alilamina, também atua inibindo a sintese se
ergosterol na membrana, e se apresenta como opg¢ao quando o itraconazol e o iodeto
de potassio ndo podem ser administrados (ANTUNES et al., 2009). Exibe menos
interacbes medicamentosas e pode ser utilizada em pacientes com diversas
comorbidades associadas. Dor de cabega, nauseas e alteragao do paladar sdo alguns
efeitos colaterais comuns em humanos (KAUFFMAN et al., 2007).
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Nos casos graves e com risco de Obito, a anfotericina B € indicada. Age
alterando a permeabilidade da membrana celular por se ligar ao ergosterol. Pode ser
utilizada por mulheres gravidas com a forma grave da doenga, podendo causar
alteragbes metabdlicas, mas nao teratogénicas. E nefrotoxica e cardiotéxica (COSTA
et al., 2011).

Para os felinos, a medicagao de escolha € o itraconazol, e a dose indicada é
de 5-10mg/kg. E um medicamento hepatotdxico para essa espécie, e o tratamento
requer exames laboratoriais de bioquimica hepatica com frequéncia. A duracado do
tratamento vai depender da resposta do animal, e a administracdo deve ser mantida
por um més apos a cura clinica (PEREIRA et al., 2009).

O iodeto de potassio é visto como o mais indicado para tratar cides (PEREIRA
et al., 2009). Em felinos, costuma ser utilizado em conjunto com o itraconazol ou em
outras associagdes em casos refratarios (REIS et al., 2012; SCHUBACH et al., 2004).
Além da possibilidade de os felinos ndo responderem bem ao Kl, sdo uma espécie
muito sensivel a esse composto, podendo desenvolver alteragdes clinicas, como
depressdo, anorexia, vOmito, diarreia, espasmos musculares, hipotermia ou
hipertermia, hiperexitabilidade, cardiopatia — sinais clinicos mais comuns do iodismo
em gatos (NOBRE et al., 2002).

Apesar do potencial terapéutico da terbinafina para tratar esporotricose
humana, a eficacia e os efeitos colaterais ndo sdo bem estabelecidos na utilizagédo em
animais (PEREIRA et al., 2009). Schubach e colaboradores (2004) relataram sucesso
na utilizagcao de terbinafina oral, 30mg a cada 24 horas, para tratamento da doencga
em felinos, enquanto Antunes e colaboradores (2009) ndo obtiveram resultados
satisfatorios com o uso desse composto nas doses de 20 e 30mg/kg em ratos.

Anfotericina B pode ser alternativa em casos de felinos refratarios, sendo as
doses ainda variadas na literatura. Além de diversos efeitos colaterais, como
disfungdo renal, anemia, hepatopatia, também apresenta maior dificuldade na
administragdo, que é endovenosa e recorrente por semanas (PEREIRA et al., 2019).
Gremiao et al (2011) propde tratamento combinado de Anfotericina B interlesional em
lesbes nasais refratarias ao itraconazol, em que 84,6% dos gatos apresentaram

remissao dos sinais clinicos e, destes, 72,7% alcangaram a cura clinica.
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2.2.7 S. schenckii resistente a antifangicos

Recentemente tém sido relatados varios casos de diminuicdo da
susceptibilidade de cepas do Complexo Sporothrix schenkii aos antifungicos
comumente utilizados no tratamento da esporotricose humana e animal. Fatores como
capacidade de produgdo de melanina, baixa diversidade genética e mutagdes do
citocromo P450 sdo apontados para o desenvolvimento de mecanismos resisténcia.
(GOMPERTZ et al., 2016).

Foram relatados em humanos casos nos quais houve falha no tratamento, com
itraconazol, da esporotricose causada por S. globosa (GOMPERTZ et al., 2016) e S.
schenckii strictu sensu (VETTORATO et al.,, 2017). Em ambas as situagbes, foi
observado aumento dos valores da concentragcdo inibitéria minima (CIM) de
antifungicos tradicionais, assim como em relatos da doenca refrataria em felinos, nos
quais houve necessidade de administrar outros antifingicos ao tratamento (GREMIAO
et al., 2011; ROCHA et al., 2018). Guterres e colaboradores (2014) observaram
adicionalmente a resisténcia ao itraconazol em cao, em que um imunomodulador ((1-
3) B-glucano) foi utilizado como adjuvante ao tratamento.

Visto isso, outras terapias e substancias com potencial antifungico devem ser
investigadas para complementar o tratamento e, assim, auxiliar em casos refratarios

os medicamentos sistémicos convencionais (GREMIAO et al., 2011).

2.3. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas produzidas por todos os
organismos multicelulares, tanto vegetais como animais. Sdo pequenos, compostos
por 12 a 50 aminoacidos, geralmente anfipaticos e possuem carater catidnico.
Apresentam residuos de cisteina, tendendo a formar pontes dissulfeto, o que os torna
estaveis e resistentes. Essas moléculas fazem parte da imunidade inata dos
hospedeiros e conferem uma protegdo natural contra os microrganismos patdégenos
do ambiente, como fungos, bactérias, leveduras, virus, entre outros (PINHEIRO DA
SILVA, 2012).

Na maior parte dos casos, sao pequenas cadeias de peptideos sintetizadas por
ribossomos, que, a partir de alteragdes e clivagem de proteinas percursoras, dao
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origem aos polipeptideos maduros. Alguns AMPs podem ser originados de
sintetizadores de peptideos nao ribossémicos (TYAGI et al., 2019).

De ocorréncia natural, podem atuar influenciando as respostas imunes do
hospedeiro e/ou no combate direto das infeccbes devido a suas propriedades
microbicidas (MOOKHERJEE et al., 2020).

O mecanismo de agao se da pela interagcdo dessas moléculas com a membrana
celular dos microrganismos, causando a permeabilizagdo ou ruptura desta. Além
disso, os peptideos antimicrobianos podem ainda inibir a sintese de DNA, RNA e
proteinas, interrompendo ou controlando o crescimento dos potenciais patdégenos
(CAMPOS et al., 2018a).

As plantas sofrem constantemente situagcbes de estresse ambiental,
provenientes de fatores bidticos e abidticos que podem levar a diversas adaptagdes
com o objetivo de manter a estabilidade do préprio organismo (KULAEVA et al., 2020).
A producdo de peptideos antimicrobianos mostra-se como um notavel artificio de
protecdo e combate a ameacgas, conferindo resisténcia direta e prolongada contra
inumeros patdgenos e pragas (CAMPOS et al. 2018b), além da protecdo contra
fatores abidticos, como alteragdes de temperatura, de salinidade, seca e na presenca
de metais pesados. Assim, quando o estresse € reconhecido por receptores
especificos, resulta em modificacdo de transcricido e sintese dos peptideos
antimicrobianos, os quais irdo proteger ou remediar os danos causados nas células
vegetais (KULAEVA et al., 2020).

Classificados de acordo com sua estrutura e com seu mecanismo de agao, os
peptideos antimicrobianos de plantas se dividem em cinco grupos principais:
defensinas, tioninas, proteinas transportadoras de lipideos (LTPs) e ciclotideos que
apresentam estrutura circular. De forma geral, apresentam grande atividade inibitoria
no desenvolvimento de fungos, bactérias, virus, protozoarios, insetos, entre outros
(MOOKHERJEE et al., 2020; ZASLOFF, 2019).

Visto isso, o desenvolvimento de farmacos a partir de AMPs pode ser
promissor, como alternativa a terapéutica convencional. Além de suas caracteristicas
como atividade de amplo espectro, mecanismo de acao diferenciado e capacidade de
evitar os mecanismos de desenvolvimento de resisténcia microbiana, tais farmacos
ainda demonstram como vantagens serem pouco ou nada téxico para células animais

e serem encontrados em todos os organismos multicelulares (LEI et al., 2019).
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24. Plantas de interesse microbiolégico

2.4.1 Género Capsicum

Pertencentes a familia Solanaceae, as plantas do género Capsicum sao
popularmente conhecidas como pimentas e pimentdes. De notavel relevancia
econdmica e comercial, sdo habitualmente utilizadas no setor alimenticio, medicinal e
ornamental (MOSCONE et al., 2007). Duas variagcbes de pimentas do género
Capsicum estao exemplificadas na Figura 9.

Figura 9: Pimentas do género Capsicum annum. (a) Pimenta-doce (CARVALHO et al., 2006), (b) Pimenta jalapefio (RIBEIRO et
al., 2008).

No Brasil, os estados de Minas Gerais, Bahia e Goias sao os principais
produtores de pimentas. Trés espécies do género Capsicum sao bastante difundidas
e contém frutos com pungéncia elevada, o C. annuum, C. frutescens e o C. chinense.
Compostos capsaicindides sao responsaveis por atribuir a pungéncia aos frutos e séo
encontrados em quantidades diferentes dependendo da variedade da pimenta (AL
OTHMAN et al., 2011).

A partir de suas propriedades biolégicas, a pimenta é relatada como um
alimento funcional, auxiliando na prevencao e tratamento de diversas doencgas, como
diabetes, cancer, alteragdes cardiovasculares, gastrointestinais, entre outras
(ALVAREZ-PARRILLA et al., 2011). Partindo dessas observagdes, o género
Capsicum tem ficado em foco em pesquisas cientificas, por conter peptideos
antimicrobianos com potencial de subjugar a resisténcia microbiana (LI et al., 2012).
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2.4.2 Clitoria fairchildiana R. Howard

O género Clitoria, da familia Fabaceae, apresenta um porte arbéreo com
tamanho variado de médio a grande, copa frondosa e flores violetas em cachos. C.
fairchildiana é uma espécie rustica, de crescimento rapido e popularmente conhecida
como “sombreiro” (COSTA et al., 2014), como se observa na Figura 10. Sua
ocorréncia se da principalmente em regides tropicais. No Brasil, &€ bastante utilizada
como ornamentagao na regiao Sudeste (SILVA et al., 1998).

Figura 10: (a) “Sombreiro” ou C. fairchildiana, apresenta médio ou grande porte e copa frondosa, (b) flores
violaceas em racemos péndulos. Fonte: ARVORES DA UENF- https://uenf.br/projetos/arvoresdauenf/especie-
2/sombreiro-de-minas/.

Outras espécies do género Clitoria, como a C. macrophylla e a C. ternatea, séo
utilizadas respectivamente na Tailandia e Africa com fins farmacoldgicos, para tratar
doencgas de pele, dores de garganta e infecgdes pulmonares (PEREIRA DA SILVA e
PARENTE, 2002). Como ja descrito, C. fairchilidiana apresenta compostos
flavondides e retindides com atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva, € nao
demonstra citotoxidade para humanos (LEITE et al., 2012). Em outro estudo, foi
avaliada a atividade antifungica de lectinas de C. fairchildiana, em que esta
apresentou resultados favoraveis quanto a sua capacidade de causar a morte dos
patdgenos pesquisados. A partir disso, C. fairchildiana torna-se provavel na busca por
novos compostos com capacidade de atuagao antifungica (KLAFKE et al., 2013).


https://uenf.br/projetos/arvoresdauenf/especie-2/sombreiro-de-minas/
https://uenf.br/projetos/arvoresdauenf/especie-2/sombreiro-de-minas/
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2.4.3 Phaseolus vulgaris L.

P. vulgaris, popularmente conhecido como feijdo carioca (Figura 11), € uma
espécie de herbacea leguminosa pertencente a familia Fabaceae. Relatada como
uma das espécies mais cultivadas no mundo, é também a principal leguminosa
utilizada na alimentacao dos brasileiros, suprindo em grande parte as necessidades
diarias de proteina e micronutrientes. Além disso, o Brasil também é um dos maiores
produtores mundiais desse alimento (FERREIRA et al., 2002; MESQUITA et al.,
2007).
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Figura 11: Phaseolus vulgaris, feijao carioca. Fonte:
EMBRAPA.

Apresentam em sua constituicdo compostos fendlicos, os flavonoides,
(AGUILERA et al.,, 2011), que demonstram efeitos antioxidantes, como também
estimula a acdo do horménio insulina, podendo auxiliar a manutencdo anti-
hiperglicémica em individuos que possuem Diabetes mellitus (VENKATESWARAN e
PARI, 2002). Aléem disso, s&o capazes de produzir defensinas com acgéo antifungica
(GAMES et al., 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

As infecgbes fungicas em animais de estimagcdo sdo motivos comuns de
procura ao auxilio médico veterinario. Somado a isso, o potencial zoondtico, endémico
e altamente virulento de algumas delas preocupa, tornando-se questdo de saude
publica. Relatos crescentes de agentes micéticos resistentes aos antifungicos
convencionais justificam a necessidade de descoberta de novos compostos que
possuem atividade antifungica. Com isso, o estudo de novas moléculas com potencial
farmacoldégico para combater as infecgdes causadas por M. pachydermatis e
Sporothrix spp., ou para contribuir como alternativas terapéuticas mostra-se de grande
interesse para os profissionais da area da saude.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos gerais

Pesquisar o potencial antifungico de extratos ricos em peptideos de folha e fruto
de C. annuum e folha de C. fairchildiana e P. vulgaris frente a levedura M.
pachydermatis e aos fungos S. schenckii ATCC 32285 e S. brasiliensis, como
alternativa aos antifungicos comerciais para tratamento da malasseziose e

esporotricose.

4.2. Objetivos especificos

e Realizar antifungigrama de cepas de M. pachydermatis e definir perfil de
susceptibilidade;

e Testar o efeito in vitro dos extratos de folha e fruto de C. annuum, e folha
de C. fairchildiana e de P. vulgaris sobre os fungos patogénicos M.
pachydermatis, S. schenckii (ATCC 32285) e S. brasiliensis;

e Avaliar o efeito in vitro da Terbinafina e da Anfotericina B sobre cepas de M.
pachydermatis, S. schenckii (ATCC 32285) e S. brasiliensis;

e Avaliar a viabilidade celular de cepas de M. pachydermatis apos tratamento
com extratos vegetais;

e Observar a viabilidade de colonias e formacdo de melanina de cepas de
Sporothrix spp. apos tratamento com extratos vegetais;

e Avaliar a capacidade dos extratos vegetais de causar permeabilizagéo de

membranas celulares.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Microrganismos utilizados

Para os ensaios, foram utilizadas cinco cepas clinicas de M. pachidermatis
(MP1, MP2, MP3, MP4 e MP5), uma cepa clinica de S. brasiliensis (S1) (Identificacao
molecular realizada pela Fiocruz-RJ) e uma cepa padrdo (ATCC32285) de S.
schenckii (S2).

As cepas clinicas foram obtidas de caes ou gatos atendidos no setor de Clinica
Médica de Pequenos Animais do Hospital Veterinario da UENF, ou ainda de caes ou
gatos atendidos em clinicas veterinarias particulares do municipio de Campos dos
Goytacazes-RJ. O isolamento foi realizado pelo Laboratério de Sanidade Animal
CCTAJUENF. A cepa MP1 foi oriunda de um canino, fémea, da raca American Bully,
que ja havia feito tratamento para otite com medicacdo a base do antifungico
miconazol. A cepa MP2 foi coletada de um canino, fémea, SRD, que, segundo o tutor,
nunca apresentou otite ou utilizou medicacao para tal afeccdo. A cepa MP3, por sua
vez, foi coletada de um canino, fémea, Dalmata, que apresentava otites de repetigcao
e ja havia utilizado medicagcbes otologicas a base de miconazol, cetoconazol,
posaconazol e clotrimazol. Ja as cepas MP4 e MP5 foram coletadas de caninos sem
historico clinico.

Amostras de secregao otoldgica foram coletadas com auxilio de swab estéril
para isolamento das cepas de M. pachidermatis. Em seguida, o material foi inoculado
em agar Sabouraud Dextrose (KASVI) acrescido com cloranfenicol [50mg/ml] e
cicloheximida [400mg/ml] e levado a estufa a 37°C durante 48 a 72 horas. Para
visualizacéo de colbnias e suas caracteristicas morfotintoriais na microscopia 6ptica,
as colonias foram coradas pelo método Gram (Laborclin).

A cepa de S. schenckii, ATCC 32285, foi gentilmente cedida pelo INCQS-
Fiocruz, e a cepa clinica S. brasiliensis foi isolada pelo setor de micologia do
LSA/CCTA/UENF, de um felino com lesbes cutaneas da cidade de Macaé/RJ, e,
posteriormente, identificada pelo INCQS-Fiocruz.

As cepas de S. schenckii e S. brasiliensis foram cultivadas em agar Sabouraud
dextrose a 4% (Himedia, Italia) a temperatura ambiente (25 a 30°C), por 10 dias, para
o crescimento micelial do fungo. Apos esse periodo, para se obter o dimorfismo e

consequente crescimento leveduriforme das cepas, fragmentos dos respectivos
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micélios foram semeados e cultivados em agar Brain/Heart Infusion (BHA-

Himedia,talia) a temperatura de 37°C.

5.2. Extratos de plantas

Os extratos ricos em peptideos utilizados nos ensaios microbiolégicos foram
gentilmente cedidos pela doutoranda Milena Bellei Cherene, responsavel pelo cultivo
de P. vulgaris L. (cv. Pérola) e de C. annuum L. var. annuum (cv. Carioquinha), bem
como pela professora DSc Valdirene Moreira Gomes, ambas pertencentes ao
Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM/CBB/UENF). A
extracdo seguiu a metodologia descrita por Cherene e colaboradores (2023).

As sementes de P. vulgaris L. (cv. Pérola) e de C. annuum L. var. annuum (cv.
Carioquinha) foram cedidas pelo Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal
(LMGV/CCTA/UENF). A semeadura foi realizada em espuma de poliestireno de 72
células com substrato comercial e mantida em camara de crescimento na temperatura
de 28°C e fotoperiodo de 12 horas. Quando as mudas chegaram a 10 centimetros de
altura, foram transferidas para vasos de 5 litros e levadas a estufa. Apds sessenta
dias, as folhas foram cortadas e utilizadas para a produgao dos extratos. Os frutos de
C. annuum L. var. annuum (cv. Carioquinha) foram coletados quando apresentavam
caracteristicas de amadurecimento.

As folhas de C. fairchildiana R. Howard foram coletadas no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). A exsicata do
material vegetal foi depositada no Herbario Universitario sob o numero de
comprovante HUENF 9492.

Foram cedidos quatro extratos aquosos ricos em peptideos, sendo eles e suas
concentragoes:

e Fruto de Capsicum annuum [4200ug/mL];

e Folha de Capsicum annuum [11140ug/mL];
e Folha de Phaseolus vulgaris [5580ug/mL];

e Folha de Clitoria fairchildiana [20060ug/mL].
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utilizando antifungicos

As cepas previamente isoladas e cultivadas foram testadas frente aos

antifungicos comerciais Anfotericina B, ltraconazol, Fluconazol, Econazol, Miconazol,

Nistatina e Cetoconazol, pela técnica de disco difusdo em agar, a partir das instrugoes

do fabricante. As informagdes retiradas da bula sobre os antifungicos, como

identificacoes,

concentracdo, valores de

interpretacédo, podem ser observados na Tabela 1, abaixo:

referéncia de zona de inibicdo e

Antiflingicos

Simbolo

Conc./ Disco

Zona de inibigdo (mm) Interpretagdo

Anfotericina B

Nistatina

Econazol

Miconazol

Ketoconazol

Fluconazol

Itraconazol

AB

NY

EC

MCz

KET

FLU

ICZ

100mcg

100 U.I.

50 mcg

50 mcg

50 mcg

25 mcg

10 mcg

>10
<10

>10
<10
>20
20-10
<10
>20
20-10
<10
>20
20-10
<10
>19
19-14
<14
220
19-12
<11

Sensivel
Intermedidrio
ou Resistente

Sensivel

Resistente
Sensivel
Intermedidrio
Resistente
Sensivel
Intermediario
Resistente
Sensivel
Intermedidrio
Resistente
Sensivel
Intermediario
Resistente
Sensivel
Intermedidrio
Resistente

Tabela 1- Antifingicos comerciais e suas informagdes. Fonte: CECON, 2008.

As colbnias foram inoculadas em solugdo salina estéril (NaCl a 0,85%) e

ajustadas quanto a sua concentragado celular por mililitro, com auxilio da leitura no

fotdbmetro (Densimat, bioMérieux), alcangando o valor de 0,5 na escala de McFarland,

que corresponde a 1,5 x108 UFC/mL. Posteriormente, um swab estéril foi embebido

na solugéo de inodculo e semeado em agar Miller Hinton (KASVI). Apds breve periodo

de secagem, foram adicionados os discos de antifungigrama sobre a superficie do

agar. As placas foram incubadas em estufa a 37°C, por 48 horas, e, em seguida, os

halos formados ao redor dos discos foram medidos com o auxilio de um paquimetro.
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5.4. Ensaios de inibicao de crescimento de M. pachydermatis por extratos

vegetais pelo método de microdiluicao

Para este ensaio, foram utilizados os quatro extratos de plantas ricos em
peptideos, cada um sobre as cinco cepas de M. pachydermatis, com a finalidade de
avaliar a atividade dos peptideos sobre o crescimento delas. Duas das cinco cepas,
MP1 e MP2, ainda foram testadas frente a dois antifungicos em sua forma liquida, a
Terbinafina e Anfotericina B. Foram utilizadas microplacas de 96 pocos, e todo o
ensaio foi realizado em triplicata. O ensaio de inibicdo de crescimento seguiu a
metodologia descrita por Gebara e colaboradores (2020), com algumas modificagdes.

Uma solugéo de in6culo foi preparada, adicionando as células fungicas a uma
solucdo salina para obtencdo de densidade Optica de 0,5 na escala McFarland,
aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL Essa concentragio celular por mililitro foi ajustada
pela leitura no fotémetro (Densimat, bioMérieux). Em seguida, em um tubo estéril,
contendo 10mL de caldo Sabouraud Dextrose, foi adicionado 1111uL da solugao de
inéculo anterior, resultando na solugéo de indculo final que foi utilizada no ensaio.

Na microplaca de 96 poc¢os, foi adicionado 100uL de caldo Sabouraud Dextrose
(Acumedia) como controles negativos. Ja os controles positivos foram aliquotas de
100uL da solugao de inéculo final.

Em seguida, cada extrato foi adicionado a um pogo em um volume especifico,
e cada poco foi preenchido com a solu¢ao de indculo final até que o volume final da
primeira fileira de pogos antes da diluicao fosse de 200ul.

e Extrato de fruto de Capsicum annuum [800ug/ml] - 38l de extrato +
162l de solucao de indculo final;

e Extrato de folha de Capsicum annuum [800ug/ml] - 14ul de extrato +
186l de solugdo de indculo final,

e Extrato de folha de Phaseolus vulgaria [800ug/ml] - 29ul de extrato +
171ul de solucgao de indculo final;

e Extrato de folha de Clitoria fairchildiana [800ug/ml] - 8pl de extrato +
192l de solucgédo de indculo final.

Ainda foram preenchidos po¢os com as mesmas fragcdes de extrato descritas
acima, somadas ao caldo Sabouraud Dextrose (Acumedia) até o volume final de
200pl. Esses pogos sao os controles do composto, chamados de “branco”.
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Por fim, os pogos de fileiras seguintes que permanecerem vazios foram
preenchidos com aliquotas de 100ul de solugao de inéculo final. Em seguida, realizou-
se, entdo, a diluicdo até 10-°, utilizando uma faixa de concentragdo de 800ug/ml a
50ug/ml e, no ultimo pogo, 100ul foi descartado.

Para o ensaio com as cepas MP1 e MP2, que também foram testadas frente
aos antifungicos Terbinafina e Anfotericina B, foram utilizadas duas microplacas de 96
pocos, que seguiram a mesma técnica de preenchimento, sendo os volumes
ajustados para a concentragdo desses produtos:

e Terbinafina [2ug/ml] - 4pul de extrato + 196l de solugdo de indculo final;
e Anfotericina B [2ug/ml] - 4pl de extrato + 196l de solugédo de in6culo
final.

Um desenho esquematico da distribuicdo dos componentes do ensaio na
microplaca de 96 pogos pode ser visto na Figura 12.

f\f\f\(\ AYAYAYAY . Controle negativo
12 3 4567 8 9101112 Controle positivo

A ...... ..... . Branco- P. vulgaris

B . . . . . . . . . . . . Branco- C. fairchildiana

cO00000 00000 @ 5o foma C annum

. . . . . . . . . . Branco- fruto C. annum

. . . . . . Solucéo de indculo + extrato P. vulgaris

. . . . . . Solucdo de in6cuo + extrato folha C. annum

. . . . . . Solucéo indculo + extrato C. fairchildiana
Solucéo inéculo + extrato C. annum

’ . . . . n Diluicdo- 100pl com descarte ao final

Figura 12: Desenho esquematico da distribuicdo dos componentes do ensaio na microplaca de 96 pogos. Fonte: A autora.

A microplaca foi mantida em estufa por um periodo de 48 horas, e o
crescimento fungico, avaliado através da leitura a cada 24 horas pelo aparelho
Multiskan FC (Thermo Scientific- Uniscience) num comprimento de onda de 620nm,
conforme a metodologia adaptada de Broekaert et al. (1990).

Os dados referentes aos extratos e as concentragdes de cada cepa foram
analisados separadamente, utilizando o modelo fatorial duplo, submetidos a analise
de variancia e, quando significativo, foi realizado teste de Tukey (p< 0,05) em nivel de
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5% de significancia. Os dados foram submetidos pelo programa estatistico R,
utilizando o pacote “Expdes.pt”.

5.5. Anadlise da viabilidade celular de M. pachydermatis

Apos os ensaios de inibicdo do crescimento, foi realizada a analise de
viabilidade celular por diluigdo seriada, seguindo a metodologia de Vermelho et al.
(2006) com algumas modificagdes, selecionando da microplaca um pogo do controle
positivo e outro poco referente a cada extrato. Os pogos escolhidos foram os de menor
valor de absorbancia na leitura. Em tubos eppendorfs estéreis, adicionou-se 225uL de
solugao salina (NaCl 0,85%) e, no primeiro tubo (10"), 25uL de cada pogo escolhido.
Em seguida, foi realizada a dilui¢ado seriada, retirando 25uL do conteudo do primeiro
tubo eppendorf e passando para o seguinte, até alcangar a diluigdo de 107'°. O
conteudo dos tubos, entdo, foi homogeneizado, e aliquotas de 25uL de cada,
espalhadas em placas de Petri, contendo agar Sabouraud Dextrose (KASVI), com
auxilio de uma alga de Drigalsky. As placas foram cultivadas em estufa a 37°C por 48
horas, e, por fim, as unidades formadoras de colénia foram determinadas. Assumiu-
se que o controle positivo representa 100% da viabilidade celular. A analise foi
realizada em triplicata.

5.6. Ensaio de inibicao do crescimento de S. schenckii e S. brasiliensis por

extratos vegetais em meio liquido

Para este ensaio, foram utilizados os quatro extratos de plantas ricos em
peptideos, cedidos por colaboradores do LFBM-CBB, com a finalidade de avaliar a
atividade dos peptideos sobre o crescimento da cepa S. schenckii ATCC 32285 (S1)
e clinica de S.brasiliensis (S2).

Uma solucéo de inéculo foi preparada adicionando a levedura crescida por 48
a 72 horas a solugdo salina e, entdo, realizada leitura pelo fotobmetro (Densimat,
bioMérieux) com leitura no feixe de 550nm até a densidade Optica ser ajustada a 0,5
na escala McFarland, que equivale a 1,5x108 UFC. Com auxilio de uma micropipeta,
foi distribuido um volume de 2000uL de caldo RPMI-1640 em cubetas de vidro,
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chamados de controle negativo. Ja o controle positivo, foi composto de 1900uL de
caldo RPMI-1640 e 100uL do inéculo. Para os tratamentos com os extratos vegetais
na concentragdo de 800ug/mL, foi calculado o volume cada um (P. vulgaris- 287L;
C. fairchildiana- 80uL; C. annum folha- 144yuL; C. annum fruto- 380pL), adicionado
100uL do in6culo e o restante para completar 2000uL de caldo RPMI-1640. Os
antifungicos liquidos Terbinafina e Anfotericina B também foram testados, nas
concentragbes de 1ug/ml e 2ug/ml respectivamente, adicionando-se entdo 20uL de
Terbinafina e 40ul de AnfotericinalLB, separadamente, a 100uL do in6culo € mais o
restante de caldo RPMI-1640 para completar 2000uL.

Foi ainda realizado o controle dos compostos, chamado de branco, adicionando
os volumes dos compostos descritos acima com caldo RPMI-1640 até o volume final
de 2000puL. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Apos esses procedimentos, os tubos de vidro foram levados para incubagao
em estufa a 37°C, onde passaram por leitura de densidade Optica no tempo zero,
imediatamente apos o término do experimento, e a cada 24 horas, até 72 horas. Os
cultivos foram, entdo, avaliados por fotometria, e a analise dos resultados baseou-se
em curvas de crescimento (MATHIAS, L. S. et al. 2020; NCCLS- M27-A2, 2002).

5.7. Avaliagcao do crescimento de S. schenckii e S. brasiliensis em meio de

cultura sélido e formagao de melanina

Apobs 72 horas de incubagéo, o conteudo de cada cubeta de vidro foi semeado
em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose, com auxilio de swab estéril,
para posterior observacdo do crescimento da coldnia na sua forma filamentosa e
formacéao do pigmento melanina (ALMEIDA-PAES, R. et al. 2016).

5.8. Ensaio de permeabilizagcao da membrana plasmatica

A permeabilizagdo da membrana das leveduras S. schenckii (ATCC 32285), um
isolado clinico de S. brasiliensis, e dois isolados clinicos de M. pachydermatis, tratados
com 800ug/ml dos extratos vegetais, foi avaliada por microscopia de fluorescéncia
pela captacédo do Sytox Green Nucleic Acid Stain. O ensaio foi realizado com o extrato
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de C. fairchildiana e o antifungico Terbinafina, que apresentaram melhores resultados
de inibicdo. Apds o ensaio de inibicdo do crescimento, aliquotas de 100ul de cada
levedura nas diferentes condi¢gdes de tratamento foram lavadas com PBS estéril, em
seguida as células foram centrifugadas a 800 x g e ressuspensas em 100ul de PBS.
ApoOs a lavagem, 0,2 uM de Sytox Green foi adicionado a cada amostra e incubado
por 15 min sob a protegao da luz. Apds este periodo as células foram analisadas por
DIC usando um microscopio 6ptico (Axioplan.A2, Zeis), equipado com um conjunto de
filtro de fluorescéncia para detecgao de fluoresceina (comprimentos de onda de
excitagcao 450-490 nm; emissao 500 nm) (Thevissen et al.,1999). Este experimento foi
realizado no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos
(LFBM/CBB/UENF), em colaboragdo com o Professor Gabriel Taveira.
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6. RESULTADOS

6.1. Antifungigrama de M. pachydermatis utilizando antifungicos

convencionais

Apos 48 horas de incubacdo em estufa a 37°C, os halos formados foram
medidos com auxilio de um paquimetro e calculadas as médias das triplicatas. Todas
as cepas se mostraram sensiveis aos antifungicos Anfotericina B (AB), Itraconazol
(ICZ), Fluconazol (FLU), Econazol (EC) e Nistatina (NY), enquanto a cepa MP1,
demonstrou resisténcia intermediaria aos antifungicos Miconazol (MCZ) e
Cetoconazol (KET), como pode ser observado na Tabela 2, abaixo:

M. pachydermatis AB Icz FLU EC MCZ NY KET
29,03 28,63 29,96 24,36
MP1 (S) (S) 23,8(S) (S) 19,03(1) (S) 19,56 (l)
29,36 23,93 30,66 28,83 21,86
MP2 15,6(S)  (S) (S) (S) (S)  27,5(S) (S)
31,33 28,13 31,46 37,56 43,43
MP3 (S) 26,4 (S) (S) (S) (S) 38,3 (9) (S)
27,06 33,03 40,66 47,63
MP4 32,3(S)  (S)  27,5(S) (S) (S)  373(S) (S)
40,53 37,83
MP5 29,1(S) 29,2(S) 26(S) 24(S) (S) (S) 46,9 (S)

Tabela 2- Médias das medidas dos halos (mm) das cinco cepas de M. pachydermatis frente aos antifiungicos comerciais AB; ICZ;
FLU; EC; MCZ NY e KET. Sendo (S) sensivel e (I) intermediario. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.

6.2. Ensaios de inibicao de crescimento de M. pachydermatis por extratos
vegetais pelo método de microdiluicao

Na analise dos dados referentes a cepa MP1 frente ao extrato de C.
fairchildiana, é possivel observar que houve inibigdo significativa na concentragao de
400ug/ml, quando comparada ao controle. As outras concentracdes testadas né&o
apresentaram inibicdo de crescimento. Os extratos oriundos de P. vulgaris e fruto de
C. annuum nao foram capazes de inibir o crescimento de MP1, independente da
concentragdo utilizada. Quanto ao extrato de folha de C. annuum, quando utilizado
nas concentragbes de 50 e 200ug/ml, notou-se um aumento do crescimento da
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referida cepa. As outras concentracdes ndo inibiram o crescimento quando
comparadas ao controle. Em todas as concentragdes utilizadas, o antifungico
comercial terbinafina foi capaz de inibir o crescimento da levedura, sendo 0,125 ug/ml
a melhor opgdo. Ja com antifungico Anfotericina B, apenas ocorreu inibigdo na
concentragao de 1 e 2ug/ml. Tais analises podem ser observadas nos graficos de 1 a

6 abaixo:

Acdo do extrato de Clitoria fairchildiana no
crescimento de M. pachydermatis (MP1)

0,45
a
0,40 ab
035 . ab )
£ 030 2 é
5 b
S 0,25
g 020
a 015
0,10
0,05
0,00
800 400 200 100 50 Controle

[ptn] pg/ml

Grafico 1: Agéo do extrato de C. fairchildiana em diferentes concentragbes sobre MP1. Médias com letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).



Acdo do extrato de Phaseolus vulgaris no
crescimento de M. pachydermatis (MP1)
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Grafico 2: Agao do extrato de P.vulgaris em diferentes concentragdes sobre MP1. Diferenga das
médias nao significativa (ns).

Acdo do extrato de folha Capsicum annum no
crescimento de M. pachydermatis (MP1)
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Grafico 3: Agao do extrato de folha de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP1. Diferenga
das médias n&o significativa (ns).
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Acdo do extrato de frutos maduros Capsicum
annuum no crescimento de M. pachydermatis

(MP1)
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0,00

800 400 200 100 50 Controle
[ptn] pg/ml

Grafico 4: Agao do extrato de frutos maduros de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP1.
Diferenca das médias nao significativa (ns).

Acdo do antifungico comercial Terbinafina no
crescimento de M. pachydermatis (MP1)

0,50
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Grafico 5: Agao de Terbinafina em diferentes concentragdes sobre MP1. Médias com letras diferentes,

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Acdo do antifungico comercial Anfotericina B no
crescimento de M. pachydermatis (MP1)

0,70
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D.O 620nm
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Grafico 6: Agdo de Anfotericina B em diferentes concentragdes sobre MP1. Médias com letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nos ensaios com MP2, nenhum dos extratos vegetais foi capaz de causar
inibicdo do crescimento da levedura. Na concentragao de 800ug/ml, os extratos de C.
fairchildiana e folha de C. annuum estimularam o crescimento fungico. Tendo em vista
os valores das médias da leitura de absorbancia foram maiores e diferentes
estatisticamente que o grupo controle. O antifungico Terbinafina foi capaz de inibir o
crescimento nas concentragdes 2ug/ml, 1ug/ml e 0,5ug/ml. Ja a Anfotericina B s6
causou inibigdo na maior concentragao, como pode ser observado nos graficos a

seguir (Grafico 7-12):



Acdo do extrato de Clitoria fairchildiana no
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Gréfico 7: Agédo do extrato de C. fairchildiana em diferentes concentragcdes sobre MP2. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Acdo do extrato de Phaseolus vulgaris no
crescimento de M. pachydermatis (MP2)
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Grafico 8: Agédo do extrato de P. vulgaris em diferentes concentragdes sobre MP2. Médias com letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Acdo do extrato de folha Capsicum annum no
crescimento de M. pachydermatis (MP2)
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Grafico 9: Agao do extrato de folha de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP2. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Acdo do extrato de frutos maduros Capsicum
annuum no crescimento de M. pachydermatis
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Grafico 10: Agao do extrato de fruto de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP2. Médias
com letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Acdo do antifingico comercial Terbinafina no
crescimento de M. pachydermatis (MP2)
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Grafico 11: Agdo de Terbinafina em diferentes concentragdes sobre MP2. Médias com letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Acdo do antifungico comercial Anfotericina B no
crescimento de M. pachydermatis (MP2)
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Grafico 12: Agao de Anfotericina B em diferentes concentragbes sobre MP2. Médias com letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Na verificagdo da agdo antifungica dos extratos vegetais sobre a cepa MP3,
notou-se potencializagao no crescimento da levedura pelos extratos de C. fairchildiana
e P. vulgaris, em comparagdo ao controle. Nao houve significancia estatistica na
meédia das leituras de absorbancia quando adicionado o extrato de folha de C.
annuum. Ja o extrato de frutos maduros de C. annuum foi capaz de inibir
significativamente o crescimento do fungo quando utilizada a concentracédo de 800
pg/ml. Os dados das médias das leituras de absorbancias podem ser observados nos

graficos de 13 a 16, a seguir:
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Grafico 13: Agéo do extrato de C. fairchildiana em diferentes concentragdes sobre MP3. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Grafico 14: Agao do extrato de P. vulgaris em diferentes concentragbes sobre MP3. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 15: Acgdo do extrato de folha de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP3. Diferenca
das médias néo significativa (ns).
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Acdo do extrato de frutos maduros Capsicum
annuum no crescimento de M. pachydermatis
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Grafico 16: Agao do extrato de fruto de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP3. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Na analise dos dados referentes a cepa MP4, foi possivel observar que os
quatro extratos vegetais causaram inibigdo do crescimento fungico na concentragao
de 400 pg/ml, pois os valores das médias de absorbancia foram menores que o

controle, havendo significancia estatistica, como mostram os graficos 17-20 a seguir:
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Grafico 17: Agéo do extrato de C. fairchildiana em diferentes concentragdes sobre MP4. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Grafico 18: Agéo do extrato de P. vulgaris em diferentes concentragdes sobre MP4. Médias com letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 19: Agéo do extrato de folha de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP4. Médias
com letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Acdo do extrato de frutos maduros Capsicum
annuum no crescimento de M. pachydermatis
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Grafico 20: Agao do extrato de fruto de C. annuum em diferentes concentragdes sobre MP4. Médias com
letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Nos resultados dos ensaios referentes a cepa MP5, é possivel notar que néo
houve significancia estatistica das meédias dos valores das leituras de absorbéancia do
extrato de C. fairchildiana. O extrato de P. vulgaris levou a uma potencializacdo no
crescimento da levedura, em todas as concentracdes utilizadas. Quanto ao extrato de
folha de C. annuum, houve inibigao frente as duas maiores concentragdes (800 ug/ml
e 400 pug/ml), enquanto o extrato de frutos maduros de C. annuum causou inibicdo nas
concentragbes de 800 pg/ml e 50 pg/ml. Os graficos (21-24) abaixo exibem essas

analises:
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Grafico 21: Agao do extrato de C. fairchildiana em diferentes concentragdes sobre MP5. Diferenca das
médias nao significativa (ns).
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Grafico 22: Agéo do extrato de P. vulgaris em diferentes concentragdes sobre MP5. Médias com letras
diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Acdo do extrato de folha Capsicum annum no
crescimento de M. pachydermatis (MP5)

0,60
0,50
0,40
£
S 030
o
©
o 020
a
0,00 " "
800 400 200 100 50 Controle
-0,10

[ptn] pg/ml

Grafico 23: Agéo do extrato de folha de C. annuum em diferentes concentragées sobre MP5. Médias
com letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Acdo do extrato de frutos maduros Capsicum
annuum no crescimento de M. pachydermatis

(MP5)

0,50

0,40
E
S 0,30
o
©
0 0,20
=)

0,10

0,00

800 400 200 100 50 Controle
[ptn] pg/ml

Grafico 24: Agéo do extrato de frutos maduros de C. annuum em diferentes concentragées sobre MP5.
Médias com letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.3. Analise de viabilidade celular de M. pachydermatis

Os resultados obtidos pelo ensaio de viabilidade celular das cepas MP1 a MP5
de M. pachydermatis apontam que o extrato de C. fairchildiana causou diminuigdo da
viabilidade para 47,94% na cepa MP1 (Figura 13). Nas outras cepas testadas, o
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referido extrato ndo apresentou capacidade de redugdo. Apenas na cepa MP5 nao
houve perda da viabilidade celular pelo extrato de P. vulgaris, sendo a maior delas
sobre a cepa MP1, na qual houve 77,40% de perda. O extrato de folha de C annuum
diminuiu a viabilidade nas cepas MP3 e MP5. Ja o extrato de frutos de C. annuum
levou a perda da viabilidade para todas as cepas testadas, tendo sido em MP5 a
diminuicdo mais importante (Figura 14), para 25,14%. Os antifungicos comerciais
Terbinafina e Anfotericina B apenas foram testados com as cepas MP1 e MP2, e
ambos foram capazes de reduzir a viabilidade celular das duas cepas. Em MP1,
Terbinafina reduziu o numero de células viaveis para menos de 1% (Figura 13). A

Tabela 3 a seguir, contém todos estes resultados.

. S Controle C. . Folha C. Fruto C. . g ..
Cepa  Microdiluicao (100%) fairchildiana P. vulgaris annuum annuum Terbinafina Anfotericina B
MP1 1073 146 70(47,94%) 33 (22,60%) 218 103 (70,55%) 1 (0,68%) 56 (38,36%)
185 116
-3 0, 0,
MP2 10 287 324 (64,46%) 298 141 (49,13%) (40,42%) 167 (58,19%)
230
-3 0, () — =
MP3 10 237 266 (97,05%) 202 (85,23%) 194 (81,85%)
MP4 1073 204 225 198 263 180 (88,23%) - -
(97,06%) ’
MP5 1073 183 205 278 42 (22,95%) 46 (25,14%) = =

Tabela 3: Médias das Unidades Formadoras de Colénia (UFC) e porcentagens das cinco cepas de M. pachydermatis frente a extratos vegetais e
antifungicos comerciais. O controle representa 100% da viabilidade celular. Na cor vermelha, casos em que houve reducgdo da viabilidade celular em
comparagao ao controle. Os experimentos foram realizados em ftriplicata.
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Figura 13: Viabilidade celular da cepa MP1 de M. pachydermatis, tratada com terbinafina e extrato de P. vulgaris. O controle
positivo representa 100% da viabilidade celular (leveduras n&o tratadas). Fonte: Arquivo pessoal.

Fruto C. annuum } 3 Fruto C. annuum

Figura 14 - Viabilidade celular da cepa MP5 de M. pachydermatis apds tratamento com extrato de frutos de C. annuum. O
controle positivo reprenta 100% da viabilidade celular, e o controle negativo, auséncia de células.
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6.4. Ensaio de inibicao do crescimento de S. schenckii (ATCC 32285) e S.

brasiliensis por extratos vegetais em meio liquido

Nos ensaios de inibigao realizados, foi possivel observar que tanto na cepa S1,
quanto na cepa S2, o extrato de C. fairchildiana causou inibicdo quase total do
crescimento da levedura, assim como o extrato de folha de C. annuum sobre a cepa
S2. Em ambas as cepas, o extrato de P. vulgaris levou a uma potencializagdo do
crescimento. Tendo em vista o ultimo tempo analisado, o valor das médias das leituras
de densidade éptica foram maiores comparando com os do controle positivo. O extrato
de folha de C. annuum apresentou efeito inibitério nas duas cepas, mas néo tao
eficiente quanto o extrato de C. fairchildiana e fruto de C. annuum. Quando
adicionados, os antifungicos comerciais Terbinafina e Anfotericina B inibiram
completamente o crescimento fungico. Os dados podem ser visualizados nos graficos

25 e 26 a seguir:

Sporothrix schenckii ATCC 32285 (S1)

0 C —— & ®
TO T1 T2 T3

Tempo de incubacgdo (dias)

—@— Controle positivo C. fairchildiana P. vulgaris C. annuum- folha

—@®— C. annuum- fruto =—@=Terbinafina —@— Anfotericina B

Grafico 25: Curvas de crescimento de S. chenckii (cepa ATCC 32285) na presencga de extratos vegetais (C. fairchildiana, P. vulgaris,
folha e fruto de C. annuum - [800ug/ml]) e antifungicos comerciais (Terbinafina- [1ug/ml] e Anfotericina B [2ug/ml]), cultivados em meio
RPMI-1640. O valor de cada ponto corresponde a média entre as triplicatas.



68

Sporothrix brasiliensis (S2)
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Grafico 26: Curvas de crescimento de S. brasiliensis na presenga de extratos vegetais (C. fairchildiana, P. vulgaris, folha e fruto de
C. annuum - [800ug/ml]) e antifungicos comerciais (Terbinafina- [1ug/ml] e Anfotericina B [2ug/ml]), cultivados em meio RPMI-1640.
O valor de cada ponto corresponde a média entre as triplicatas.

6.5. Avaliacao do crescimento de S. schenckii e S. brasiliensis em meio de

cultura sélido e formagao de melanina

Apoés terem sido semeadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud
dextrose e levadas a estufa a 25°C, foi possivel notar o inicio do crescimento das
colénias na fase filamentosa em 48-72 horas, tanto das leveduras tratadas, quanto
das nao tratadas (controle positivo). No quinto dia, as principais caracteristicas
macroscopicas ja podiam ser observadas. As placas de Petri referentes ao controle
negativo permaneceram sem crescimento.

As colbnias da cepa S1 eram esbranquigadas, enrugadas e membranosas.
Com o passar dos dias, elas se expandiram sem alterar suas caracteristicas de
pigmentacao, visto que a referida cepa nao produz pigmento escuro. Verificou-se que
as coldnias de leveduras previamente tratadas com extrato de C. fairchildiana tiveram
seu crescimento inicial mais lento, assim como uma colénia do extrato de fruto de C.
annum. Ja as coldnias referentes ao extrato de P. vulgaris, apés 18 dias, estavam

maiores que as do controle positivo. As placas semeadas com leveduras previamente
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tratadas com os antifungicos comerciais Terbinafina e Anfotericina B permaneceram

sem crescimento (figuras 15-17).

7

(o y e B < ontrole ¥
negativo d €ibinafina negativo g

Figura 15: Crescimento de coldnias de S1 apds 5 dias de incubagdo em estufa a 25°C. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 16: Crescimento de colbnias de S1 apds 12 dias de incubagao em estufa a 25°C. Fonte:
Arquivo pessoal.

s Controle
negativo

Figura 17: Crescimento de colénias de S1 apds 19 dias de incubagao
em estufa a 25°C. Fonte: Arquivo pessoal.



71

No que se refere as colbnias da cepa S2, inicialmente também eram
esbranquicadas, enrugadas e membranosas, entretanto, por volta do sétimo dia,
comegou o processo de melanizacao, escurecendo-as com o passar do tempo. Além
disso, observou-se que nos primeiros dias as colbnias anteriormente tratadas com
extrato de P. vulgaris tiveram um crescimento mais acelerado e ficaram mais escuras
gquando comparadas ao controle positivo. Em contrapartida, as tratadas com extratos
de folha e fruto de C. annuum e C. fairchildiana cresceram mais lentamente que as do
controle. As tratadas com fruto de C. annuum ainda iniciaram o processo de
melanizagdo mais tardiamente. Apesar de, na leitura de densidade optica, ndo ter
havido crescimento de leveduras tratadas com o antifungico Terbinafina, apos serem
semeadas no agar, as coldnias cresceram e, ao fim de 17 dias, estavam visualmente
mais escuras do que as do controle positivo. A placa referente ao tratamento com
Anfotericina B permaneceu sem crescimento (figuras 18-20). Todo o ensaio foi
realizado em triplicata.
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Figura 18: Crescimento de colbnias de S2 apds 4 dias de incubagdo em estufa a 25°C.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 19: Crescimento de coldnias de S2 apés 11 dias de incubagéo em estufa a 25°C.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 20: Crescimento de col6nias de S2 apds 17 dias de incubagao
em estufa a 25°C. Fonte: Arquivo pessoal.
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6.6. Ensaio de permeabilizagcao da membrana plasmatica

A permeabilizagdo da membrana das cepas MP1, MP2, S1 e S2 foi avaliada
por microscopia de fluorescéncia pela captagdo do Sytox Green Nucleic Acid Stain. O
ensaio foi realizado com o extrato de C. fairchildiana para as quatro cepas e com
antifungico Terbinafina para MP1 e MP2, por apresentarem melhores resultados de
inibicdo. Foi possivel observar que todas as cepas apresentaram sinal de
fluorescéncia quando tratadas com extrato de C. fairchildiana, além da redugédo do
numero de células quando comparadas ao controle. Das cepas de M. pachydermatis,
apenas MP1 apresentou sinal fluorescente apds o tratamento com Terbinafina.
Sugere-se, entdo, que o extrato rico em peptideos de C. fairchildiana tenha sido capaz
de comprometer estruturalmente a membrana plasmatica, levando a permeabilizagao
a e entrada do corante Sytox Green™, sendo assim possivel a emissao do sinal

fluorescente (figuras 21-24).
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Figura 21: Células de M. pachydermatis (cepa MP 1) incubadas com a sonda Sytox Green™, apos terem
crescido na auséncia (controle) e na presenga de extrato de C. fairchildiana [400ug/ml] e Terbinafina
[2ug/ml]. Barras = 10um. Fonte: Imagem cedida pelo Prof. Gabriel Taveira (LFBM).
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Figura 22: Células de M. pachydermatis (cepa MP2) incubadas com a sonda Sytox Green™, apos terem
crescido na auséncia (controle) e na presenca de extrato de C. fairchildiana [400ug/ml] e Terbinafina
[2ug/ml]. Barras = 10um. Fonte: Imagem cedida pelo Prof. Gabriel Taveira (LFBM).
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Sporothrix schenckii
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Figura 23: Células de S. schenckii ATCC 32285 (cepa S1) incubadas com a sonda
Sytox Green™, ap6s terem crescido na auséncia (controle) e na presenga de extrato
de C. fairchildiana [800ug/ml]. Barras = 10um. Fonte: Imagem cedida pelo Prof.
Gabriel Taveira (LFBM).
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Figura 24: Células de S. brasiliensis (cepa S2) incubadas com a sonda Sytox Green™, ap6s
terem crescido na auséncia (controle) e na presenga de extrato de C. fairchildiana [800ug/ml].
Barras = 10um. Fonte: Imagem cedida pelo Prof. Gabriel Taveira (LFBM).
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7. DISCUSSAO

O numero de casos de infec¢des fungicas que apresentam falhas terapéuticas
vem crescendo nos ultimos anos. As principais causas dessas ocorréncias sao
imunodeficiéncia, disponibilidade reduzida dos antifungicos, mudangas metabdlicas
dessas drogas, interacdes medicamentosas e resisténcia antifungica (MANZANO-
GAYOSSO, et al. 2008), principalmente em casos de tratamentos mais longos
(BERTO, et al. 2018).

Na época presente, existem apenas trés classes principais de antifungicos, os
triazois, polienos (Anfotericina B) e equinocandinas, tornando significativamente
limitadas as opgdes de tratamento em caso de resisténcia a qualquer uma delas. Em
casos de resisténcia multipla aos antifungicos, a micose pode se tornar intratavel
(BEN-AMI e KONTOYIANNIS, 2021).

Segundo Chen e colaboradores (2017), em unidades de terapia intensiva de
hospital em Taiwan, casos de infecgdes causadas por M. pachydermatis resistentes a
fluconazol aumentaram apoés ser instalado protocolo profilatico com essa droga para
bebés de muito baixo peso. Em saude animal, diversos achados sugerem
desenvolvimento de resisténcia de M. pachydermatis, como relatos de falha de
tratamento de otites e dermatites em caes, aumento da exposicdo dos animais a
drogas antifungicas e diminuigdo de resposta ao tratamento com drogas antifungicas
(PEANO, 2020).

No presente estudo, pode-se observar que a cepa MP1 apresentou
sensibilidade intermediaria aos antifungicos miconazol e cetoconazol. Cafarchia e
colaboradores (2012a), apds avaliarem isolados de M. pachydermatis frente a
antifungicos da classe dos azois, observaram maior susceptibilidade ao cetoconazol
e itraconazol e menor ao fluconazol e miconazol. Em estudo realizado por Ribeiro
(2013), foi notada resisténcia a fluconazol em uma cepa de M. pachydermatis e
sensibilidade intermediaria em outra.

Klafke e colaboradores (2012) estudaram a atividade inibitéria de lectinas
provenientes de C. fairchildiana em oito espécies de leveduras e encontraram
resultados positivos em Candida parapsilosis. Leite (2012), por sua vez, encontrou
reducgdo significativa do crescimento da bactéria saprofita Bacillus subtilis, mas nao
nos fungos dermatofitos testados.
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Neste trabalho, o extrato de C. fairchildiana foi capaz de inibir o crescimento de
duas cepas de M. pachydermatis e de S. schenckii (ATCC 32285) e S. brasiliensis.
Costa (2021) ainda relata efeito inibitério sobre bactérias Gram-positiva
Staphylococcus spp. e Gram-negativa Escherichia coli. Outra espécie da mesma
familia, a Clitoria ternatea, ja conhecida por sua atividade antimicrobiana, apresentou
favoravel efeito de atividade antifungica contra Aspergillus niger (KAMILLA et al.
20009).

Quanto ao extrato de P. vulgaris, foi possivel observar neste trabalho que em
apenas uma das cepas de M. pachydermatis (MP4) houve efeito inibitorio, enquanto
em duas outras cepas da mesma levedura (MP3 e MP5) e nas cepas de S. schenckii
e S. brasiliensis houve potencializacdo do crescimento. No trabalho de Chan e
colaboradores (2012), um peptideo extraido de P. vulgaris teve atividade inibitoria
sobre Mycosphaerella arachidicola, Setospaeria turcica e Bipolaris maydis, assim
como Tofanelli (2018), que observou efeito inibitdrio nas leveduras de interesse
meédico Candida tropicalis e Candida albicans. Segundo Costa (2021), extrato de folha
do referido vegetal ndo foi capaz de inibir significativamente o crescimento das
bactérias patogénicas S. epidermidis, S. pseudintermedius, S. aureus e E. coli.

No presente estudo, os extratos provenientes de C. annum, foram capazes de
inibir algumas cepas de M. pachydermatis e as espécies de Sporothrix. O extrato de
fruto causou perda de viabilidade celular em todas as cepas testadas e, na cepa de
S. brasiliensis, causou retardo de alguns dias na produg¢ao de melanina. O mesmo foi
constatado por Junior e colaboradores (2017), que testaram extratos aquosos e
alcoolicos de diferentes partes de 18 cultivares comerciais de pimenta (Capsicum
spp.) e obtiveram resultado favoravel contra os fitopatégenos Colletotrichum
lindemuthianum, Alternaria, Fusarium oxysporum, Phomopsis e C. gloeosporioides.
Da mesma forma, Palma (2022) avaliou cepas clinicas multirresistente de Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa frente a alguns extratos vegetais, e o de C.
annuum L. foi o que teve o melhor desempenho. Estudo realizado por Gebara e
colaboradores (2020) avaliou fragbes provenientes de frutos de C. annuum que
tiveram efeito inibitério em cepas da espécie Candida e Mycobacterium tuberculosis;
outras fragbes levaram a permeabilizagcdo de membrana de algumas leveduras. Em
contraponto, Mangucci e colaboradores (2018) ndo encontraram atividade
antimicrobiana de 6leo essencial de pimenta sobre as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.
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Neste trabalho, foram avaliados possiveis efeitos dos extratos vegetais
utilizados no processo de melanizagdo da cepa clinica de Sporothrix brasiliensis (S2).
As colbnias comegaram a produgdo do pigmento por volta do sétimo dia de incubagéo,
exceto uma, tratada com extrato de fruto de C. annuum, que apresentou crescimento
mais lento no inicio; s6 apds 10 dias foi possivel notar seu escurecimento. Com o
passar do tempo, as colénias provenientes dos tratamentos com o extrato de P.
vulgaris e Terbinafina apresentaram uma coloragao mais escura.

Diversos fungos séo capazes de produzir melanina, e a presenga do pigmento
esta relacionada a sobrevivéncia deles, nas mais variadas condi¢des do ambiente e
de hospedeiros, além de estar relacionada a diminuigdo da susceptibilidade a drogas
antifungicas (ALMEIDA-PAES, 2009). Em estudo realizado por Almeida-Paes e
colaboradores (2016), observou-se que, em algumas cepas de Sporothrix, houve
aumento da susceptibilidade a terbinafina, quando utilizados inibidores de DHN-
melanina. Notou-se, ainda, que a piomelanina e a eumelanina desempenharam efeito
protetor com o antifungico utilizado.

Como alternativa aos fungicidas convencionais, Mathias e colaboradores
(2020) propdem a utilizagdo de compostos heteropoliacidos de prata contra o S.
schenckii. No estudo, os compostos de sais de prata testados frente a diferentes cepas
do fungo tiveram seu efeito inibitorio avaliado, a concentragdo inibitéria minima
determinada, além dos efeitos sinérgicos da utilizagdo in vitro desses compostos
utilizados concomitantemente a antifungicos comercias. Também foram investigadas
possiveis alteragbes na morfologia do microrganismo. Como resultados, as
substancias testadas revelaram grau variado de inibicdo, de médio a bom,
dependendo da cepa, efeito sinérgico com alguns antifungicos e foram relatadas,
ainda, alteragbes danosas a parede celular do patéogeno e producdo retardada e
diminuida de melanina, sugerindo interferéncia no processo de melanizagdo. Dessa
forma, os heteropoliacidos de prata mostraram-se consistentes e promissores contra
o Sporothrix spp.

Nos resultados obtidos a partir do ensaio de permeabilidade da membrana,
pode-se destacar a capacidade do extrato de C. fairchildiana de causar danos a
membrana celular, pois o corante Sytox Green™ sO penetra em células com
membranas estruturalmente comprometidas e fluoresce apos se ligar a acidos
nucléicos. Thevissen e colaboradores (2014) relatam alteragbes de membranas
tratadas com defensinas, levando a permeabilidade celular.
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8. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nos experimentos realizados e com as
metodologias empregadas neste trabalho, foi possivel concluir que:

e A cepa MP1 apresenta sensibilidade intermediaria aos antifungicos comerciais
Miconazol e Cetoconazol;

e O extrato de C. fairchildiana foi capaz de inibir o crescimento das cepas MP1,
MP4, S1 e S2, bem como reduziu a viabilidade celular da cepa MP1 em mais
de 50%;

e O extrato de P. vulgaris inibiu o crescimento da cepa MP4 e potencializou o
crescimento de MP3, MP5, S1 e S2, além de ter produzido colbnias de S.
brasiliensis mais escuras quando comparada as colénias controle;

e O extrato de folha de C. annuum inibiu o crescimento das cepas MP4, MP5 e

S2.
MP4, MP5, além de ter causado perda da viabilidade celular em todas as cepas
de M. pachydermatis. As cepas S1 e S2 também tiveram seu crescimento
inibido pelo extrato, e uma colénia da segunda cepa comegou processo de
melanizagdo mais tardiamente em comparacdo ao controle e aos outros
tratamentos com extratos vegetais.

e Os antifungicos Terbinafina e Anfotericina B inibiram, em algum grau, todas as
cepas testadas.

e O extrato de C. fairchildiana foi capaz de interagir com a membrana plasmatica
das células de MP1, MP2, S1 e S2, levando a danos estruturais e possibilitando

a entrada do corante Sytox Green™.
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