UNIVERSIDADE FEDERAL DO DELTA DO PARNAIBA
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
CURSO DE BIOMEDICINA

SAMARA MARQUES DE OLIVEIRA

SUSCEPTIBILIDADE in vitro DE FUNGOS MELANIZADOS ISOLADOS DA CARNAUBA
(Copernicia prunifera) A ANFOTERICINA B

PARNAIBA-PI
2023



SAMARA MARQUES DE OLIVEIRA

SUSCEPTIBILIDADE in vitro DE FUNGOS MELANIZADOS ISOLADOS DA CARNAUBA
(Copernicia prunifera) A ANFOTERICINA B

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
Universidade Federal do Delta do Parnaiba, como
requisito obrigatorio para obtencéo do titulo de Bacharel

em Biomedicina.

Orientadora: Prof.2 Dr2 Tatiane Caroline Daboit
Coorientadora: Dr? Belize Rodrigues Leite

PARNAIBA-PI
2023



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus, meu reflgio e causa primordial de todas as coisas.
Ao0s meus pais e familiares, minha forca e incentivo.
Aos meus amigos, pelo amparo e leveza durante a jornada.

E a mim mesma, pela perseveranca.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, em especial aos meus pais, Maria do Livramento e Anténio Aldenir,
agradeco pelo amor, oracdes e cuidado. As minhas irmds, Sabrina Marques pela ajuda, paciéncia e
por ser exemplo de carater e profissionalismo e a Sarah Mércia pelas risadas, alegria e
companheirismo. A minha prima Tuana Lia Marques, por ouvir meus anseios e pela amizade
incondicional. N&o ha duvidas que sou totalmente grata por tudo que fazem por mim.

Ao GEAMICOL pela oportunidade e contribuicdo na minha carreira enquanto cientista. Sou
grata a professora Tatiane Daboit por ser um exemplo e apoio para uma boa formagédo em pesquisa e
a Belize Leite pela confianca e ensinamentos iniciais nessa linha de pesquisa. Aos meus companheiros
e amigos de iniciacdo cientifica Jade, Luiz, Andressa e Neilma pela troca e ensinamentos diarios. Aos
colegas Clara, Beatriz e Wesley que também exploraram comigo o inicio dessa jornada. A Renata, a
Sasha, ao Igor, e a todos que também convivi no GEAMICOL e que de alguma forma me ensinaram
algo.

Meus amigos, vocés também foram essenciais. Obrigada, por terem sido familia e por
comemorarem comigo cada conquista e tornarem os dias de cansaco mais alegres e significativos.
Sou grata por todas as vezes que acreditaram em mim e dedicaram um pouquinho do tempo de vocés
para estarem comigo e entenderem meus momentos de auséncia por estar no laboratério me
dedicando a realizacdo deste trabalho.

A Deus, meus infinitos agradecimentos pelo dom da vida, forca e resiliéncia durante todo o
processo, sobretudo, pela felicidade em poder somar meus ideais de vida com a minha escolha

profissional e avangar mais um passo no alcance dos meus sonhos.



"Vocé nao pode pular direto para o final, a jornada ¢ a melhor parte”.

- Robin Scherbatsky (How | Met Your Mother).



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Tronco (A), folha verde (B) e folha seca (C) da carnatba (Copernicia prunifera), material
vegetal dos quais 0S isolados fangicos foram
(0] 014 T [0 1S F ST STRR 13

Figura 2: Carnaubal localizado proximo a rodovia PI- 116 do qual foi obtido o material vegetal para
isolamento dos fungos negros empregados neste
TS (1T [0 TP POPRSPR 13

Figura 3: Modelo de Placa de 96 Pocos para Testes de Microdiluicdo em Caldo.............ccccovevvvennenne. 14



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados de fungos negros obtidos da carnalba

(Copernicia prunifera) frente a anfotericina B (AMB).........cccvieiiiie i 15



LISTA DE SIGLAS

AmB - Anfotericina B

ATCC - do inglés American Type Culture Collection

BDA — Agar Batata Dextrose

CIM - Concentragao Inibitéria Minima

CLSI - do inglés Clinical and Laboratory Stardards Institute
CBM- Cromoblastomicose

DMSO - Dimetilsulfoxido

GEAMICOL - Grupo de Estudos Avangados em Micologia
MOPS - Acido 3-(N-morfolino)-propano sulfonico



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt n sttt sttt an s 11
2. METODOLOGIA ..ottt sttt 13

2.1 AMOSTRAS FUNGICAS ..ottt ettt nes st enss s en st senesssn s 13

2.2 ENSAIOS DE SUSCEPTIBILIDADE iN VItF0......c.cvieieeeeeesessseseeeeseesiesessesseesessssn s 13
3. RESULTADOS......oieiieieteeeteetesiestess st s s s sttt an s essn s sn s 14
A, DISCUSSAOD.......coieieeiieeeteeete ettt sttt sttt ettt an et es et taneneas 15
T (0] [ 6 1571 J T 16
REFERENCIAS ..ottt sttt s st ss st an st anensensensnsnnannans 17
AGRADECIMENTOS. ..ottt es s ss st ane s s st 19

ANEXOS ettt 20



Susceptibilidade in vitro de fungos melanizados isolados da carnatuba(Copernicia prunifera) a
anfotericina B

Artigo formatado de acordo com as normas da revista Research, Society and Development




In vitro susceptibility of melanized fungi isolated from carnauba (Copernicia prunifera) to amphotericin B
Susceptibilidade in vitro de fungos melanizados isolados da carnaiba (Copernicia prunifera) a anfotericina B
Susceptibilidad in vitro de hongos melanizados aislados de carnauba (Copernicia prunifera) a la anfotericina B

Samara Marques de Oliveira

Orcid: https://orcid.org/0000-0003-0034-5685
Universidade Federal do Delta do Parnaiba.
E-mail: sammarques@ufpi.edu.br

Belize Rodrigues Leite

Orcid: https://orcid.org/0000-0002-9267-4904
Biologo marinho e microbiolégico.

E-mail: Belize-leite@saude.rs.gov.br

Tatiane Caroline Daboit

Orcid: https://orcid.org/0000-0001-5186-7382
Universidade Federal do Delta do Parnaiba.

E-mail: tatiane.daboit@ufpi.edu.br

Resumo:

Os fungos negros, podem ser encontrados nas diferentes partes das plantas, em geral, essa associagdo propicia a
contaminagdo em humanos que entram em contato com esses vegetais. A carnauba (Copernicia prunifera) é uma
palmeira de grande valor cultural e econémico, que recebe as mais diversas aplicabilidades. A anfotericina B (AmB) é
um farmaco de amplo espectro de a¢éo considerado padrdo-ouro no tratamento da maioria das micoses sistémicas, embora
tenha seu uso limitado devido a indugdo de efeitos colaterais. O presente estudo € pioneiro, objetivou avaliar, por meio
de ensaios in vitro, a susceptibilidade de fungos negros isolados da carnaiba a AmB. O ensaio de susceptibilidade fungica
foi realizado de acordo com o documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute. Os resultados
demonstraram que a AmB inibiu o crescimento de 50% dos fungos testados. Os isolados que demonstram sensibilidade,
apresentaram Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) entre 0,125ug/mL e 1pg/mL. Observou-se ainda que trés fungos
apresentaram CIM superior a concentracdo méxima de AmB utilizada (>16ug/mL), e dois isolados foram inibidos, porém
em doses altas. Foram encontrados isolados resistentes, o que indica a importancia da anélise da suscetibilidade desses
fungos antes de ser instituido um tratamento. Portanto, a presenca dos fungos negros na carnatba e de cepas resistentes
justificam a importancia da conscientizacdo das pessoas que trabalham com essa planta, quanto aos cuidados que devem
seguir para evitar a sua contaminacdo por esses microrganismos, visto que as doengas que podem ser ocasionadas por
esses fungos possuem grande significancia para a satde publica.

Palavras-chave: Carnaulba; Fungos negros; Atividade antifungica in vitro; Polienos.
Abstract:

Black fungi can be found in different parts of plants, in general, this association promotes contamination in humans who

come into contact with these plants. Carnauba (Copernicia prunifera) is a palm tree of great cultural and economic value,
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which has the most diverse applications. Amphotericin B (AmB) is a drug with a broad spectrum of action, considered
the gold standard in the treatment of most systemic mycoses, although its use is limited due to the induction of side effects.
This pioneering study aimed to evaluate, through in vitro assays, the susceptibility of black fungi isolated from carnauba
to AmB. Fungal susceptibility testing was performed in accordance with Clinical and Laboratory Standards Institute
document M38-A2. The results showed that AmB inhibited the growth of 50% of the fungi tested. The isolates that
demonstrate sensitivity presented Minimum Inhibitory Concentration (MIC) between 0.125ug/mL and 1ug/mL. It was
also observed that three fungi showed MIC higher than the maximum concentration of AmB used (>16ug/mL), and two
isolates were inhibited, but at high doses. Resistant isolates were found, which indicates the importance of analyzing the
susceptibility of these fungi before starting a treatment. Therefore, the presence of black fungi in carnauba and resistant
strains justify the importance of making people who work with this plant aware of the care they must follow to avoid
contamination by these microorganisms, since the diseases that can be caused by these fungi have great significance for
public health.

Palavras-chave: Carnauba; Black fungus; In vitro antifungal activity; Polyenes.

Resumen:

Los hongos negros se pueden encontrar en diferentes partes de las plantas, por lo general, esta asociacion promueve la
contaminacion en los humanos que entran en contacto con estas plantas. La carnauba (Copernicia prunifera) es una
palmera de gran valor cultural y econémico, que tiene las més diversas aplicaciones. La anfotericina B (AmB) es un
farmaco de amplio espectro considerado el estdndar de oro en el tratamiento de la mayoria de las micosis sistémicas,
aunque su uso es limitado debido a la induccién de efectos secundarios. Este estudio pionero tuvo como objetivo evaluar,
a través de ensayos in vitro, la susceptibilidad de hongos negros aislados de carnauba a AmB. Las pruebas de
susceptibilidad fungica se realizaron de acuerdo con el documento M38-A2 del Clinical and Laboratory Standards
Institute. Los resultados mostraron que AmB inhibi6 el crecimiento del 50% de los hongos probados. Los aislados que
demostraron sensibilidad presentaron Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) entre 0,125ug/mL y 1pg/mL. También
se observd que tres hongos mostraron una CIM superior a la concentracién méaxima de AmB utilizada (>16 pg/mL), y
dos aislados fueron inhibidos, pero a dosis altas. Se encontraron aislados resistentes, lo que indica la importancia de
analizar la susceptibilidad de estos hongos antes de iniciar un tratamiento. Por tanto, la presencia de hongos negros en
carnauba y cepas resistentes justifican la importancia de concienciar a las personas que trabajan con esta planta sobre los
cuidados que deben seguir para evitar la contaminacién por estos microorganismos, ya que las enfermedades que pueden
provocar estos hongos son de gran importancia para la salud publica.

Palavras-chave: Carnaulba; Hongo negro; Actividad antiflngica in vitro; Polienos.

1. Introducéo

Os fungos deméceos sdo ascomicetos caracterizados, principalmente, pela parede espessa de coloracéo escura
devido aos depositos de melanina. Podem ocorrer tanto sob a forma de levedura, hifas ou aglomerados meristematicos.
Tais particularidades conferem aos mesmos a resisténcia necessaria para que habitem diferentes ambientes (DE HOOG,
1993). Assim, estes microrganismos sdo frequentemente encontrados associados a plantas, principalmente em regides
tropicais, de clima arido, ou solos contaminados com hidrocarbonetos, bem como, metais pesados; (DIANESE, 2000; DE
HOOG,2014).
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Sabe-se que as plantas, por produzirem agUcares simples, polissacarideos e outros carbonetos proporcionam
diversos substratos que favorecem o crescimento e a colonizacdo de fungos (PHAFF; STARMER, 1980; BANNO;
MIKATA, 1981; ROBBS et al., 1989). Estes fungos podem ser encontrados nas diferentes partes das plantas, habitando
tecidos internos (endofiticos) ou a superficie (epifiticos). Em geral, essa associagdo propicia a contaminagdo em humanos
ou animais que entram em contato com esses vegetais (SAIKONNEN et al., 2004). Em humanos, a principal forma de
infeccdo é por inoculagdo traumatica na pele, que normalmente se da pelo contato de um ferimento pré-existente com
espinhos, cascas e farpas de madeira, ou por ferimento provocado pelo préprio vegetal (CHOWDHARY et al., 2015).

A carnalba (Copernicia prunifera) é uma palmeira nativa do Nordeste brasileiro, que agrega grande valor
cultural e esté relacionada a uma gama de atividades econdmicas que gera emprego para diversos trabalhadores da regido.
Na maioria das vezes, as condigdes fisicas no trabalho sdo bem precarias, colocando em risco a integridade do trabalhador,
os deixando expostos a adquirir diversas infec¢des, incluindo as fangicas (ALVES; COELHO, 2008; CARVALHO;
GOMES, 2008; QUEIROGA et al. 2013; BRAGA et.al., 2022). Ademais, é comprovada a presenca de microrganismos
na palmeira que podem causar maleficios a ela ou a quem entra em contato com a planta (MOBIN; CAVALCANTI,
2000; FREIRE; BARGUIL, 2009; ARAUJO et al, 2018).

A Feohifomicose, 0 Micetoma e a Cromoblastomicose (CBM) séo as principais micoses causadas por fungos
negros, sendo os géneros Fonsecaea, Exophiala, Cladophialophora, Phialophora e Rhinocladiella seus principais
causadores (AFSARIAN et al., 2012). Dentre os farmacos mais utilizados no tratamento destas micoses estdo o
itraconazol, a terbinafina e o posaconazol (MOUCHALOUAT, 2008; DINIZ et al., 2021). A Anfotericina B (AmB) é um
farmaco poliénico, o qual foi primeiro antifingico aprovado para uso sistémico. E padrdo-ouro para a maioria das
infeccBes flngicas sistémicas, porém foi sendo substituido ao longo do tempo, no que se refere ao tratamento de micoses
por fungos negros, por outros com menor incidéncia de efeitos adversos e melhor resposta (FILIPPIN, 2006;
MOUCHALOUAT, 2008; DABOIT,2013; CAMPOY; ADRIO, 2017).

Pouco se sabe a respeito da patogenicidade ou da susceptibilidade antifungica de fungos negros de origem
ambiental (VICENTE et al., 2008; DUARTE et al., 2013). Alguns estudos tém avaliado o efeito da AmB em cepas
ambientais de espécies associadas a CBM (DE HOOG et al., 2006; VITALE; PEREZ-BLANCO; DE HOOG, 2009;
DUARTE et al., 2013; NAJAFZADEH et al., 2014; YAZDANPARAST et al., 2017). Observou-se, entdo, uma varia¢éo
da susceptibilidade de acordo com a espécie avaliada (VITALE; PEREZ-BLANCO; DE HOOG, 2009). Além disso, é
comprovado que o farmaco mostrou-se capaz de inibir o crescimento de isolados de fungos negros de origem ambiental
(NAJAFZADEH et al., 2014; YAZDANPARAST et al., 2017). Isso demonstra a efetividade de um antiflingico, cujo uso
isolado ja estava em queda em casos de micoses por fungos melanizados.

Nesse contexto, é evidente que a carnalba é fonte em potencial para o desenvolvimento de microrganismos, no
entanto, estudos que avaliam a suscetibilidade aos antifingicos de fungos melanizados isolados na palmeira é inexistente.
Ademais, no Maranhdo, onde CBM ¢é endémica, foram isoladas fungos associados a essa doenca de coco-de-babagu
(Orbignya phalerata Martius) (MARQUES et al., 2006). Geograficamente préximo ao Maranh&o, o Piaui conta com a
presenca da carnalba em sua constituicdo vegetal, porém sdo escassos estudos a respeito do isolamento de fungos
deméceos a partir de flora nativa. Dessa forma, o trabalho objetivou avaliar, por meio de ensaios in vitro, a

susceptibilidade de fungos negros isolados da carnatba (Copernicia prunifera) a anfotericina B (AmB).
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2. Metodologia

2.1 Amostras Fungicas

Para a realizagdo do experimento utilizou-se 10 fungos negros, sendo 6 isolados do tronco (Figura 1 — A), 2 da
folha verde (Figura 1 — B) e 2 da folha seca (Figura 1 — C) da carnadba. O material vegetal foi obtido de palmeiras
adultas, localizadas em uma planicie de inundacéo préxima a rodovia PI-116 que conecta o centro da cidade de Parnaiba
a Praia da Pedra do Sal, no Litoral do Piaui (2°51°59” S, 41°46°51” O) (Figura 3). O projeto foi devidamente cadastrado
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (Cadastro
n°® A22E225). Para fins comparativos e de controle dos experimentos, a cepa Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada.
Todas as amostras pertencem a micoteca do Grupo de Estudos Avancados em Micologia Médica (GEAMICOL),
Universidade Federal do Delta do Parnaiba — UFDPar. Anterior a realizagdo do teste de susceptibilidade, os isolados

foram reativados em placas contendo Agar Batata Dextrose (BDA), e incubados durante 7 a 10 dias, a 35 °C.

Figura 1: Tronco (A), folha verde (B) e folha seca (C) Figura 2: Carnaubal localizado préximo a rodovia PI-
da carnadba (Copernicia prunifera), material vegetal 116 do qual foi obtido o material vegetal para

dos quais os isolados flngicos foram obtidos. isolamento dos fungos negros empregados neste estudo.

l

Fonte: Belize Leite (arquivos do GEAMicol). Fonte: Belize Leite (arquivos do GEAMicol)

2.2 Ensaios de susceptibilidade in vitro

A avaliacdo da atividade antifingica da AmB contra os fungos negros oriundos da carnadba foi realizada através
da técnica de microdiluicdo em caldo, preconizada pelo documento M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). O ensaio foi realizado em placas estéreis de 96 pogos com fundo em “U”. No primeiro pogo, tem-
se a concentracdo maxima do farmaco AmB, a qual foi diluida previamente em dimetilsulfoxido (DMSO, Vetec, Brasil)
e na sequéncia diluida em meio RPMI 1640 (MP Biomedicals, France) tamponado com 4&cido 3-[N-
morfolino]propanosulfénico (MOPS, Neon, Brasil), a fim de se obter uma faixa de concentragdo final de 0.0313 a 16
pg/mL (CLSI, 2008).

Os pogos de 2 a 12 foram preenchidos com 100 pL de meio RPMI 1640 tamponado comMOPS. Com excecéo
dos pocos 11 e 12, todos os outros pogos continham o farmaco testado (100 pL) e o in6culo (100 pL). O pogo 11 é
considerado o controle de crescimento, por conter somente 0 meio de cultura com o indculo - suspencdo do fungo

padronizada com auxilio do espectrofotdmetro (QUIMIS, S&o Paulo, Brasil) na faixa de transmitancia de 68-70%, £ =
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530 nm e diluida na proporcéo de 1:50 em RPMI 1640 tamponado. No pogo 12 tem-se o controle de esterilidade, utilizado
para atestar a auséncia de contaminantes, uma vez que este apresenta apenas o meio RPMI 1640 tamponado (200 pL). A
Figura 3 ilustra esse processo. Os testes foram desenvolvidos em triplicata, a fim de garantir uma maior confiabilidade
na leitura dos resultados e a cepa Candida krusei ATCC 6258 foi utilizada como controle de qualidade dos testes. Por

fim, as placas foram incubadas por 7 a 10 dias, a 35 °C para obten¢&o dos resultados.

Figura 3: Modelo de Placa de 96 Pogos para Testes de Microdiluicdo em Caldo.
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados da CIM foram determinados através da leitura visual das placas. O crescimento foi observado e
comparado com os controles de crescimento e de esterilidade. Os resultados da triplicata do teste também foram
comparados internamente para verificar discrepancia entre os dados ou de discordancia com o previsto pelo documento
M38-A2.

3. Resultados

Na tabela 1 é possivel observar as CIMs das amostras fingicas inseridas no estudo frente a AmB e sua
interpretacdo. Em geral, as CIMs < 1,0 pg/mL sdo utilizadas como marcador de potencial suscetibilidade a maioria dos
farmacos usados na terapia de infec¢Bes ocasionadas por fungos negros (REVANKAR e SUTTON, 2010; DABOIT et
al., 2014).
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Tabela 1: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos isolados de fungos negros obtidos da carnaiba (Copernicia
prunifera) frente a anfotericina B (AmB).

Isolados Fungicos Valores da CIM para AmB (ug/mL) Interpretacdo
*MTR3 2,0 Resistente
*MTRS 0,25 Sensivel
*MTR9 1,0 Sensivel

*MTR16 8,0 Resistente
*MTR19 0,125 Sensivel
*MTR23 0,5 Sensivel
bFV23 >16 Resistente
bE34 >16 Resistente
°FS36 0,25 Sensivel
°FS37 >16 Resistente

aMTR: Tronco da carnalba; °FV e PF: Folha verde da carnadba; °FS: Folha seca da carnadba.
Fonte: Autoria propria.

Analisando os dados obtidos, constatou-se que a AmB inibiu o crescimento de 50% dos fungos testados. Os
isolados que demonstraram sensibilidade apresentaram CIM entre 0,125 pug/mL e 1,0 pg/mL. Observou-se ainda que trés
fungos (FV23, F34 e FS37) apresentaram CIM superior a concentragdo maxima de AmB utilizada (>16 pg/mL), e dois
isolados (MTR3 e MTR16) foram inibidos, porém em doses altas (2 pg/mL e 8 pg/mL respectivamente). Assim,

evidenciou-se que 50% das amostras apresentaram resisténcia ao farmaco utilizado.

4. Discussao

O tratamento de doencas ocasionadas por fungos negros é longo e sujeito a recidiva. Normalmente ndo h4 uma
terapia de escolha, sendo utilizados antifungicos de forma isolada ou conjunta. Nas Ultimas décadas, os azdis tém sido os
farmacos muito utilizados, sobretudo para CMB (LEMKE, 2017). O presente trabalho foi o primeiro a relatar a acdo da
AmB em espécies de fungos deméaceos isolados do Estado do Piaui.

As CIMs observadas foram semelhantes a estudos anteriores que relataram o efeito da AmB em espécies
associadas a CBM isoladas do ambiente (DE HOOG et. al., 2006, DUARTE et al., 2013, NAJAFZADEH et al., 2014;
YAZDANPARAST et al., 2017). Najafzadeh et al. (2014), avaliaram a susceptibilidade de 104 isolados clinicos e
ambientais de espécies de Aureobasidium pullulans. Foi relatado pelos autores que embora a concentragdo minima efetiva
para 90% das cepas testadas foi < 1 pg/ml, a CIM obtida variou entre < 0.016—16 pg/ml. Vitale et. al. (2009), também
demonstraram resultados similares, ao verificarem a susceptibilidade de 41 isolados clinicos e ambientais de
Cladophialophora carrionii e de Cladophialophora yegresii. Estes autores observaram que a CIM variou entre 0,5 pg/ml
e 16 pug/ml para AmB, concentragdes também relatadas no nosso estudo.

Sabe-se que os fungos negros diferenciam-se quanto a morfologia e fisiologia e ocupam microhabitats
especificos no ambiente (DE HOOG, 1993; SAIKONNEN et al., 2004). Ademais, a susceptibilidade aos antifingicos é
variavel mesmo entre espécies do mesmo género (VITALE; PEREZ-BLANCO; DE HOOG, 2009). Duarte et al. (2013),
ao avaliarem a suscetibilidade & AmB de 47 isolados obtidos a partir de solo de garagem contaminado com
hidrocarbonetos, evidenciaram que as CIMs para as cepas de Exophiala dermatitidis variaram de 0,12 a 2,0 mg/L, ao
contrario do que foi observado para Exophiala spinifera (CIM de 16 mg/L). Partindo desse pressuposto, pode-se explicar
as diferentes CIMs observadas nos testes realizados com as amostras obtidas da carnatba. A CIM dos isolados da folha

verde (FV23 e F34), por exemplo, distinguiram-se dos resultados dos isolados obtidos do tronco. O que pode estar

15



relacionado a diferentes espécies que podem ser encontradas nas diversas partes da planta, devido aos diferentes
componentes desses fragmentos da palmeira. A folha da carnadba, por exemplo possui uma camada de p6 que dificulta a
perda de &gua por transpiracao e protege a planta contra o ataque de fungos. Deste modo, os isolados fungicos presentes
nessa estrutura provavelmente possuem maiores propriedades patogénicas (ALVES; COELHO, 2008). Isso pode estar
relacionado, ainda, com a menor quantidade de ergosterol presentes em algumas espécies fingicas, 0 que prejudica a
acdo do antifingico, visto que a AmB atua formando poros ou canais na membrana plasmatica fingica ligando-se ao
ergosterol, resultando em uma grande perda do conteldo intracelular e & morte da célula (BRAGA et.al., 2022).

Dentre as mais complicada das micoses causadas por fungos negros esta a CBM, que é de dificil tratamento,
porque ndo existe uma metodologia padrdo ou medicamento de escolha (TORRES-GUERRERO, 2012). E uma doenca
crdnica que ocorre na pele e no tecido subcutaneo e acomete principalmente os membros inferiores de trabalhadores rurais
das zonas tropicais e subtropicais do planeta (QUEIROZ et al., 2017). Os agentes da CBM se adaptam a fatores hormonais
ou genéticos do hospedeiro, acometendo sobretudo individuos do sexo masculino, em idade reprodutiva, que trabalham
no campo (DABOIT,2013; PAULO,2021). De modo geral, é quase impossivel de se alcangar sua cura, especialmente
quando os pacientes apresentam formas clinicas graves e avangadas da doenga. Normalmente, necessitam de uma longa
duracdo do tratamento antifingico sistémico, e muitas vezes é necessario recorrer a outras opgoes, incluindo tratamentos
ndo farmacolégicos, tais como excisdo, eletrocoagulacdo e criocirurgia (BONIFAZ; VAZQUEZ—GONZALEZ;
PERUSQUIA-ORTIZ, 2010; QUEIROZ-TELLES, 2017).

Nessa perspectiva, isolados resistentes (MTR3, MTR16, FV23, F34 e FS37) sdo considerados um risco aos
individuos que entram em contato com a carnauba, j& que ao desenvolverem uma infeccdo ocasionada por esse grupo de
fungos negros, possuem grandes chances de falha terapéutica. Yazdanparast et al. (2017), analisaram a suscetibilidade de
fungos negros & AmB, obtiveram uma CIM que variou de 0.016 —0.5 mg/L para Exophiala dermatitidis (n=20), e de
0.031—0.25 mg/L para Exophiala phaeomuriformis (n = 9). Somando a esse achado, Daboit et al. (2014), ao avaliar a
suscetibilidade in vitro de agentes da CBM a combinacdo de AmB e terbinafina, observaram interac&o sinérgica para 58
de 60 isolados testados. E ao avaliar a agdo isolada de AmB obteve-se média geométrica de MICs 4.046 pg ml2. Isso
demonstra a importancia de estudos que avaliem o uso de AmB, isoladamente e/ou em combinagdo contra fungos negros
causadores de CBM. A combinacdo de fa&rmacos € vista como uma solucdo promissora para a resisténcia fingica e
reducdo dos efeitos adversos provocados pelo uso da AmB.

Sabe-se que os individuos que trabalham no extrativismo e na industria da carnaudba, sdo geralmente moradores
do campo desprovidos de organizacdo e de capital. As precarias condices fisicas de trabalho, devido ao extrativismo
rudimentar, insalubre e sem a utilizacéo de ferramentas ou vestimentas adequadas, fazem com que esse grupo de pessoas
sejam mais susceptiveis a adquirir infecgdes, inclusive doencas provocadas por fungos, como a CBM (ALVES;
COELHO, 2008; QUEIROGA et al. 2013). Demonstrando a importancia de medidas de combate a resisténcia e de

controle de infec¢des que os trabalhadores da regido podem vir a desenvolver.

5. Concluséo

Esse trabalho é pioneiro, traz informaces inéditas sobre a avaliacdo in vitro da suscetibilidade & Amb de fungos
negros isolados da carnadba no estado do Piaui. Embora o farmaco do estudo ndo seja considerado como terapia de
primeira linha para fungos melanizados, o antiflngico foi capaz de inibir o crescimento de parte dos isolados testados

quando avaliados in vitro, demonstrando que esse medicamento pode ser empregado no tratamento de infecces
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ocasionadas por esses microrganismos. Além disso, apesar da quantidade amostral reduzida, foram encontrados isolados
resistentes, o que indica a importancia da analise da suscetibilidade desses fungos antes de ser instituido um tratamento,
sendo importante também considerar que in vivo os resultados podem sofrer alteragdo. Portanto, a presenga dos fungos
negros na carnatba e de cepas resistentes, justificam a grande importancia da conscientizacdo das pessoas que trabalham
com a extracdo dessa planta, quanto aos cuidados que devem seguir, principalmente relacionada ao uso de equipamentos
de protecdo individual. Visto que apesar de raramente as doencas causadas por esses fungos apresentarem-se na forma
disseminada ou invasiva, sdo de dificil controle, e sem um diagnéstico acurado e precoce para que o tratamento seja
eficaz, causam diversos transtornos para a qualidade de vida do paciente e para sistema publico de salde. Ademais, o
presente trabalho aponta perspectivas para o futuro em relacdo a identificacdo molecular desses isolados para melhor

conhecer a suscetibilidade a AmB nos diferentes géneros encontrados.
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