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Resumo

Objetivo: Investigar a susceptibilidade in vitro de isolados fingicos melanizados provenientes da carnaiba ao
fluconazol. Métodos: Foram utilizadas técnicas de microdiluicdo em placas estéreis de 96 pogos, padronizadas pelo
documento M38-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute, a fim de determinar a Concentra¢do Inibitoria
Minima (CIM) das amostras. Essa avaliacdo se faz necessaria para determinar a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento do fungo, verificando deste modo se o fungo ¢ sensivel ao farmaco testado. Avaliaram-se 7 isolados de
fungos negros, sendo 5 provenientes do tronco e 2 a partir de folhas da carnatiba. Foram considerados sensiveis ao
fluconazol quando a CIM foi < 1 pg/mL. Resultados: O fluconazol inibiu o crescimento de 4 fungos testados,
apresentando CIM variavel no intervalo de 1 pg/mL a 32 pg/mL, embora apenas um deles foi sensivel com CIM de 1
pg/mL. Conclus@o: Embora o fluconazol tenha inibido a maioria dos isolados testados (57,14%), apenas um mostrou-
se sensivel, enquanto que os outros 6 foram resistentes ao farmaco in vitro. Esse medicamento pode ser empregado no
tratamento de infec¢des por fungos negros de forma pouco efetiva e ndo como tratamento de primeira linha, podendo
ser utilizado em terapia combinada com outros antifungicos. Destaca-se a importincia da conscientizacdo dos
trabalhadores com a extracdo da Carnauba, quanto ao uso de equipamentos de protecdo individual, visto o risco de
exposicdo a microrganismos resistentes a farmacos tais como o fluconazol, o que pode agravar o tratamento de
infecgdes por fungos melanizados.

Palavras-chave: Microdiluil¢ao em Caldo; Fungos; Micoses; Farmacorresisténcia Fungica.

Abstract

Objective: To investigate the in vitro susceptibility of melanized fungal isolates from carnauba to fluconazole.
Methods: Microdilution techniques were used in sterile 96-well plates, standardized by document M38-A3 from the
Clinical and Laboratory Standards Institute, in order to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the
samples. This evaluation is necessary to determine the lowest concentration capable of inhibiting the growth of the
fungus, thus verifying whether the fungus is sensitive to the drug tested. 7 isolates of black fungi were evaluated, 5

1


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v14i8.49461
mailto:igorsc@live.com

Research, Society and Development, v. 14, n. 8, €9514849461, 2025
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOLI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v14i8.49461

coming from the trunk and 2 from carnauba leaves. They were considered sensitive to fluconazole when the MIC was
< 1 pg/mL. Results: Fluconazole inhibited the growth of 4 fungi tested, presenting a variable MIC in the range of 1
pg/mL to 32 pg/mL, although only one of them was sensitive with an MIC of 1 pg/mL. Conclusion: Although
fluconazole inhibited the majority of tested isolates (57.14%), only one was sensitive, while the other 6 were resistant
to the drug in vitro. This medication can be used in the treatment of black fungus infections in an ineffective way and
not as a first-line treatment, and can be used in combination therapy with other antifungals. The importance of raising
awareness among workers involved in Carnauba extraction is highlighted regarding the use of personal protective
equipment, given the risk of exposure to microorganisms resistant to drugs such as fluconazole, which can worsen the
treatment of melanized fungal infections.

Keywords: Broth Microdilution; Fungi; Mycoses; Fungal Pharmacoresistance.

Resumen

Objetivo: Investigar la susceptibilidad in vitro de aislados fingicos melanizados de palma carnauba al
fluconazol.Métodos: Se utilizaron técnicas de microdilucion en placas estériles de 96 pocillos, estandarizadas segun el
documento M38-A3 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLIN), para determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) de las muestras. Esta evaluacion es necesaria para determinar la concentracion minima
capaz de inhibir el crecimiento fungico, verificando asi su sensibilidad al farmaco en estudio. Se evaluaron siete
aislados de hongo negro: cinco del tronco y dos de hojas de palma carnauba. Se consideraron susceptibles al
fluconazol cuando la CMI fue <1 pg/mL. Resultados: El fluconazol inhibi6é el crecimiento de cuatro hongos
analizados, con CMI de entre 1 pg/mL y 32 pg/mL, aunque solo uno fue sensible a una CMI de 1 pg/mL. Conclusion:
Aunque el fluconazol inhibi6 la mayoria de los aislados analizados (57,14%), solo uno fue sensible, mientras que los
otros seis fueron resistentes al firmaco in vitro. Este farmaco puede utilizarse en el tratamiento de infecciones por
moho negro, pero no es eficaz ni se considera un tratamiento de primera linea. Puede utilizarse en terapia combinada
con otros agentes antifingicos. Es importante concienciar a los recolectores de carnauba sobre el uso de equipo de
proteccion personal (EPP), dado el riesgo de exposicion a microorganismos resistentes a farmacos como el fluconazol,
lo que puede empeorar el tratamiento de las infecciones fingicas melanizadas.

Palabras clave: Microdilucion en Caldo; Hongos; Micosis; Resistencia Fungica a Farmacos.

1. Introducao

Os fungos sdo microrganismos presentes em diversos ecossistemas e habitats, inclusive compondo parte da microbiota
do corpo humano, o que pode torna-los potenciais fontes de infec¢des. Dentro desse contexto, os fungos melanizados, também
ditos demaceos ou negros, possuem como peculiaridade uma pigmenta¢do escurecida nos seus esporos, conidios e hifas,
devido a produgdo acentuada de melanina, destacando-se principalmente por ser um fator de viruléncia e por conferir notavel
plasticidade biologica, que torna-os capazes de suportar condi¢des extremas na natureza. Justamente por isso, mais de cem
espécies e sessenta géneros desses fungos estdo associados a um amplo espectro de quadros infecciosos (Santos et al., 2020;
Smith et al., 2024; Costa et al., 2020), dentre os quais merece especial atengdo a cromoblastomicose, uma doenga
negligenciada de carater cronico e ocupacional que afeta comumente trabalhadores rurais que realizam a atividade laboral sem
protecdo, deixando-os vulneraveis quanto a eventuais riscos bioldgicos no cotidiano da profissdo (Milani et al., 2023).

Em paises tropicais, como o Brasil, e em regides com clima quente e umido, a exemplo da planicie litordnea
piauiense, ¢ bastante comum a ocorréncia dessas infec¢des. Todavia, como nio sdo doencgas de notificagdo compulsoria, torna-
se bastante dificil o reconhecimento de seu impacto direto na populagdo, sendo, portanto, um problema de satde publica, pois
revela a qualidade das politicas sanitarias brasileiras (Oedmann et al., 2024). Portanto, o conhecimento adequado acerca da
susceptibilidade dos fungos negros presentes na natureza e especialmente em zonas de risco pode contribuir para a
implementagdo de medidas de saide que visem a melhoria da qualidade de vida e prevengdo de agravos, de modo a evitar
desfechos negativos e inoportunos através da elaboragdo de medidas efetivas de controle.

O fluconazol, um composto triazolico, o qual apresenta baixa atividade para linhagens ambientais de Aureobasidium
pullulans e Cladophialophora carrionii, possui comportamento e eficacia variavel em relagdo a diferentes cepas encontradas

na natureza, ja que os fungos negros podem apresentar-se de forma diversa no meio ambiente e assim a susceptibilidade
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demonstra-se divergente de acordo com a espécie testada (Campos et., 2020; Najafzadeh et al., 2014; Vitale et al., 2009). Até o
presente momento, a melhor alternativa para conhecer o risco real de uma determinada fonte ambiental ¢ avaliar
individualmente fungos coletados in loco (Pereira et al., 2021), encontrados em folhas e no tronco de plantas, pois essa ¢ a
principal via de inoculag@o no qual o risco de exposicdo esta inserido na zona rural da planicie litoranea.

A Copernicia prunifera, nome cientifico da carnaiba, representa grande importancia socio-econdmica devido ao seu
uso integral, no qual se aproveita as folhas, frutos, flores, caule e raiz na confeccio de produtos industriais e artesanais e por
isso as atividades de extrativismo relacionados a essa planta no litoral piauense atuam como fontes de infeccdo natural para
fungos negros (Figura 1), deixando os trabalhadores que atuam nessa atividade expostos a infec¢des fungicas (Neto et al.,
2019; Almeilda., 2021)

Nessa perspectiva, como a cromoblastomicose ¢ uma doenga com acentuada dificuldade terapéutica, devido a
inexisténcia de um procedimento padrdo ou medicamento efetivo a longo prazo (Daboit et al., 2014), é fundamental que novos
testes farmacoldgicos sejam realizados, a fim de que sejam elucidados dados acerca das susceptibilidades dos fungos negros
encontrados na carnaiiba aos antimicdticos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo avaliar o fluconazol quanto a sua

atividade in vitro contra fungos melanizados oriundos de isolados da carnautba.

Figura 1 - Formas de adquirir cromoblastomicose, doenca causada por fungos melanizados.

Inoculagéo traumatica de
esporos e hifas pela entrada na pele

Extragédo da Carnauba

Apds periodo de incubagado
desenvolvimento de lesdes
caracteristicas de fungos negros

Microferimentos causados
pela atividade extrativista

Fonte: Cavalcante et al., (2025).

2. Metodologia
2.1 Coleta e processamento das amostras

Realizou-se uma pesquisa com analise in vitro, com parte de coleta em campo e, parte da investigagdo laboratorial de
natureza qualitativa e quantitativa (Pereira et al., 2018).

Os isolados foram obtidos de 5 palmeiras adultas, localizadas em uma planicie de inundagdo proéxima a rodovia PI-
116, no Litoral do Piaui (2°51°59”S, 41°46°51”0), sendo coletadas amostras provenientes do tronco, folhas verdes, folhas

secas e espinhos.
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Foram pesados 5,0 g das amostras de tronco, folhas verdes e folhas secas da carnauba os quais foram macerados com
o auxilio de almofariz e pistilo e foram misturadas em 25 mL de Tween 20 contendo 200 mg/L de cloranfenicol, e agitadas
vigorosamente por 30 minutos em vortex. Aliquotas de 0,1 mL do extrato obtido foram cultivados com o auxilio da alga de
Drigalski em 3 placas de Petri com Agar Sabouraud Dextrose, que ficaram armazenadas por até 15 dias, a 28°C. Além disso,
foi feita a técnica de flotag@o de 6leo, ou seja, 0 mesmo processo foi realizado com mais 5,0 g das amostras, sendo adicionados
2 mL de 6leo vegetal ao Tween, de forma a tornar o microambiente artificial mais propicio a separacdo através da flotagdo, dos
fungos com caracteristicas mais lipofilicas, tais como os fungos negros. Aliquotas de 0,1 mL das mesmas foram inoculadas em
3 placas de Mycosel, que foram incubadas a 28 °C por até 30 dias, para a observacdo do surgimento de coldnias escuras. O

projeto foi cadastrado no SisGen sob o nimero A22E225.

2.2 Isolamento e manutencao das culturas

Foram isoladas e purificadas colonias de coloragdo escura por meio do método de esgotamento em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose, sendo esses cultivados a 25 °C por até 10 dias. Apds tais processos, os fungos foram
mantidos a temperatura ambiente em tubos contendo o mesmo meio de cultura.

Com o intuido de realizar uma comparacdo e o controle dos experimentos, também foram utilizados isolados clinicos
caracterizados molecularmente ¢ amostras da American Type Culture Colection (ATCC®). Todas as amostras utilizadas
pertencem a colegdo do GEAMICOL - UFDPar. Os isolados foram reativados para os experimentos em placas contendo Agar

Batata Dextrose, € incubadas durante 7 a 10 dias, a 35 °C.

2.3 Teste de susceptibilidade

Avaliou-se 7 isolados de fungos negros, sendo 5 provenientes do tronco e 2 a partir de folhas da carnauba. O ensaio de
susceptibilidade in vitro foi realizado através da técnica de microdiluicdo em caldo (Figura 2), padronizada pelo documento
M38-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute. O ensaio foi realizado em placas estéreis de 96 pocos com fundo em
“U”. No primeiro po¢o, tem-se a concentracdo maxima do farmaco testado, a qual é diluida em razio dois até o pogo dez, de
modo a se obter dez concentragdes distintas. Essa diluigdo se faz necessaria para determinar a Concentragao Inibitoria Minima
(CIM), menor concentragdo capaz de inibir o crescimento do fungo, determinando-se deste modo se o fungo ¢é sensivel a
substancia testada.

O antifungico fluconazol (Sigma®, Sdo Paulo, Brasil) foi diluido, primeiramente, em dimetilsulféoxido (DMSO,
Vetec, Sao Paulo, Brasil) e, posteriormente, em meio sintético RMPI 1640 (MP Biomedicals, Fran¢a) tamponado com acido 3-
(N-morfolino) propano sulfénico (MOPS, Neon, Sdo Paulo, Brasil) a fim de se obter uma concentragao final de 0,0313 a 64
pg/mL. A partir de culturas frescas, sera preparada uma suspensdo dos fungos com solugdo salina, a qual serd ajustada em
espectrofotometro (QUIMIS, Sao Paulo, Brasil), a transmitancia de 68-70%, £ = 530 nm.

Apos esse processo de padronizagdo, a suspensao foi diluida em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS em uma
proporg¢do de 1:50, para que a concentracao final dos microrganismos seja de 0,4x10* a 5x10* UFCs/mL.Sendo assim, os pocos
de 2 a 12 foram preenchidos com 100 pL de meio RPMI 1640 tamponado com MOPS.A excegdo dos pogos 11 e 12, todos os
outros pogos devem conter o farmaco testado diluido em  RPMI (100 pL) e o in6éculo (100 pL). O poco 11 € considerado o
controle de crescimento, por conter somente o meio RPMI com a suspensdo de fungo (sem o farmaco). A cepa Candida krusei
ATCC 6258 foi utilizada como controle de qualidade dos testes. No pogo 12 tem-se o controle de esterilidade: uma vez que
este apresenta apenas o meio RPMI (200 pL), € possivel atestar a auséncia de contaminantes. Os testes foram desenvolvidosem

triplicata, a fim de garantir uma maior confiabilidade na leitura dos resultados. As placas foram incubadas por 7 a 10 dias, a 35
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°C.
Os resultados da CIM foram determinados através da leitura visual das placas. O crescimento observado serd
comparado com os controles de crescimento ¢ de esterilidade. Os resultados da triplicata do teste também serdo comparados

internamente. Os testes deverdo ser repetidos em caso de discrepancia entre os dados ou de discordancia com o previsto pelo

documento M38-A3.

Figura 2 - Esquema de Placa de 96 Pocos para Teste de Susceptibilidade In Vitro pela Técnica de Microdilui¢do em Caldo.
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100 puL de RPMI 1640 com MOPS sem farmaco
+ 100 pL de in6culo padronizado (Controle de crescimento)
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Fonte: Cavalcante et al., (2025).

3. Resultados

Ap0s a coleta, caracterizagdo e o agrupamento dos fungos, foram contabilizados um total de 58 isolados provenientes
da carnatba, sendo destes 27 vindos do tronco, 21 de folha verde e 10 de folha seca. Autores como Marques et al. (2006) e
Voidaleski et al. (2020), de forma analoga ao nosso estudo, conseguiram isolar fungos melanizados das cascas do coco babagu
(Orbignya phalerata). Adjacente a isso, observou-se relato de pacientes com lesdes nas nadegas em pesquisa conduzida por
Silva et al. (1995) com 30 individuos acometidos pela cromoblastomicose, devido a exposicdo de palmeiras durante
processamento do coco babacu, atividade extrativista comumente realizada no Maranhao, estado reconhecidamente endémico
dessa micose no Brasil.

Dos isolados inicialmente obtidos na natureza, apenas 5 (71,43%) advindos do tronco e 2 (28,57%) obtidos da folha
verde da carnatiba estavam puros, de modo que a principal dificuldade encontrada na realizagdo da pesquisa foi a

contaminag@o ambiental que ocorreu em diversas amostras coletadas, dificultando sobremaneira o isolamento e uso dos fungos
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negros nos testes de susceptibilidade. Por isso, o nimero de isolados nos testes foram reduzidos.

As CIM < 1 pg/mL sdo geralmente utilizadas como um indicador de potencial susceptibilidade a maioria dos
farmacos utilizados no tratamento de infec¢des por fungos demaceos, segundo Revankar e Sutton (2010).

A Tabela 1 apresenta as CIM dos isolados da carnatba testados com fluconazol e a sua interpretagao.

Observando os resultados, percebemos que o fluconazol inibiu o crescimento da maioria dos fungos testados (4),
apresentando CIM variavel no intervalo de 1 pg/ml a 32 pg/mL, embora apenas um deles foi sensivel com CIM de 1 pg/mL
(MTRY). Constatou-se ainda que trés isolados (MTR15, FV23 e F34) demonstraram CIM superior a 64 pg/mL, ou seja, a
concentragdo maxima testada para o fluconazol, enquanto que outros trés isolados (MTR16, MTR8 ¢ MTR19), foram

inibidos, porém em doses altas (4 pg/mL, 16 pg/mL e 32 pg/mL, respectivamente).

Tabela 1 - Susceptibilidade in vitro dos isolados de fungos negros da carnatiba testados com o fluconazol.

Isolados Fungicos Valores da CIM* para o Interpretacio
fluconazol (ng/mL)

MTRS8** 16 Resistente
MTR9 1 Sensivel
MTRI15 >64 Resistente
MTRI16 4 Resistente
MTR19 32 Resistente
FV23%##* >64 Resistente
F34%** >64 Resistente

Legenda: *CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; **MTR: Isolado do Tronco da Carnatba; ***FV e F: Isolados da Folha Verde da
Carnauba. Fonte: Cavalcante et al. (2025).

4. Discussao

Na literatura cientifica, com relagdo ao fluconazol, Vitale e colaboradores (2009) definiram o valor da CIM para
cepas ambientais de Cladophialophora carrionii como sendo 4-16 pg/mL. Ja para linhagens ambientais de Aureobasidium
pullulans, estudadas por Najafzadeh et al. (2014), em que foi avaliada a sensibilidade in vitro de 104 isolados, encontrou-se
como intervalo de CIM para o género 4 a > 64 pg/mL e a média geométrica da CIM de 52,75 pg/mL para o fluconazol,
tornando sugestivo a resisténcia dos isolados a esse farmaco, o que corrobora com os achados do nosso estudo.

Badali et al. (2010), por sua vez, avaliaram 9 isolados de Exophila jeanselmei ¢ 5 de Exophila oligosperma e
obtiveram faixas de CIM para o fluconazol, respectivamente, 8-32 pug/mL e 16-32 ug/mL, valores semelhantes ao observado
na maioria dos fungos da carnauba. Ferreira-Paim et al. (2012) isolaram 38 cepas de Cryptococcus laurentii, de arvores debris
e fezes de passaros nas redondezas de um hospital universitario, observando 71% dos isolados com baixa sensibilidade (16-32
pg/mL) para fluconazol, assim como obtido pelos isolados MTR8 ¢ MTR19, respectivamente.

Ainda, Coelho e colaboradores (2018) que verificaram o perfil de suscetibilidade aos antifingicos de isolados de
Fonsecaea spp. obtidos de pacientes com cromoblastomicose, encontraram para o fluconazol a CIM mais elevada frente as
espécies testadas, com uma faixa de 8-32 pg/mL, o que, segunda a autora, em consondncia com outros estudos, demonstra que
esse farmaco ndo ¢ totalmente adequado para o tratamento da cromoblastomicose. Outrossim, em pesquisa realizada por
Andrade (1999) na qual objetivou-se analisar a susceptibilidade de amostras de agentes comuns da cromoblastomicose,
identificou-se resisténcia de todas as 39 cepas ao fluconazol, apresentando resultados compativeis com 6 (85,7%) isolados

desta pesquisa.
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O tratamento da cromoblastomicose ¢ bastante complexo, uma vez que ndo existe procedimento padrio ou
medicamento especifico (Daboit et al., 2014). O sucesso terapéutico pode estar relacionado ao agente etioldgico e a gravidade
da doenca. Atualmente, o itraconazol ¢ a terbinafina sdo os farmacos mais efetivos, usados continuamente ou em pulsoterapia,
nas formas leve e moderada, com tendéncia a cura clinica no curso de tratamento a longo prazo. No entanto, as formas graves
com lesdes extensas respondem de forma insuficiente aos farmacos (Belda et al., 2022; Shenoy et al., 2023).

Em estudo de Mouchalouat (2008), que avaliou uma série de 14 casos de cromoblastomicose, foi utilizada terapia
combinada de itraconazol com fluconazol em 5 pacientes (35,7%), a qual demonstrou eficacia nas formas moderada, grave e
naqueles com histdria de tratamento prévio sem sucesso, com tempo de terapia entre 12 e 48 meses, o que demonstra que o
fluconazol pode ser instituido como farmaco adjuvante no tratamento dessa doenca, apresentando efeito sinérgico com o
itraconazol.

Nessa perspectiva, observa-se que as concentragdes inibitorias minimas na maioria dos fungos da carnauba testados
apresentaram resultado semelhante ao encontrado em estudos que analisaram isolados ambientais e amostras clinicas. Assim,

percebe- se que apenas 1 isolado foi sensivel ao fluconazol e os outros 6 dos 7 fungos foram resistentes ao farmaco.

5. Conclusio

Por conseguinte, os resultados indicaram que, embora o fluconazol tenha inibido a maioria dos isolados testados,
apenas | apresentou-se sensivel, enquanto que os outros 6 foram resistentes ao farmaco quando avaliados in vitro,
apresentando um amplo espectro da CIM entre 4-64 pg/mL.

O fluconazol ndo apresentou atividade satisfatoria para a maioria dos isolados testados. Esse medicamento pode ser
empregado no tratamento de infecgdes por fungos negros de forma pouco efetiva e ndo como tratamento de primeira linha,
podendo ser utilizado em terapia combinada com outros antifingicos, a exemplo do itraconazol, especialmente em casos de
falha terapéutica ou recidiva em imunodeprimidos, o que corrobora com os resultados da literatura médica vigente. No entanto,
o achado de resisténcia para a maior parte dos isolados da carnaiba testados aponta a importdncia da analise de
susceptibilidade desses fungos antes de ser instituido um tratamento definitivo.

Além disso, ¢ denotada a importancia da conscientizagdo das pessoas que trabalham com a extracdo da Carnauba,
quanto ao uso de equipamentos de protecao individual, visto o risco que elas podem estar expostas a microrganismos

resistentes a farmacos tais como o fluconazol, o que pode agravar o tratamento de infec¢des por fungos melanizados.
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