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RESUMO 
 
 

A emergência da resistência aos antifúngicos e a falha terapêutica advinda desse 
processo é um fato cada vez mais recorrente na prática clínica. A resistência pode 
ser definida como uma redução da eficácia de um fármaco frente a toda uma 
população de células fúngicas. Para dermatófitos, os mecanismos de resistência 
ainda não são totalmente elucidados. Além disso, a menor incidência de resistência 
frente a determinados antifúngicos sugere a ocorrência de mecanismos de ação 
paralelos àqueles descritos. Assim, essa pesquisa avaliou a influência da exposição 
de dermatófitos aos antifúngicos terbinafina e itraconazol na susceptibilidade a 
drogas, na virulência e interação fungo-hospedeiro in vitro e in vivo, e analisou o 
papel do estresse oxidativo e nitrosativo no tratamento in vitro com amorolfina e 
ciclopirox olamina. No primeiro capítulo, dezesseis linhagens selvagens de 
dermatófitos passaram por um processo de adaptação em meio suplementado com 
itraconazol ou terbinafina e, posteriormente, foram cultivadas em meio na ausência 
destes antifúngicos. Onze linhagens (70,58%) apresentaram menor susceptibilidade 
ao itraconazol e cinco (29,41%) à terbinafina. Além disso, estas linhagens exibiram 
menor susceptibilidade também a outros antifúngicos clínicos como amorolfina, 
cetoconazol e ciclopirox olamina. A exposição a itraconazol acarretou aumento da 
expressão do gene ERG11 nas linhagens previamente expostas ao itraconazol. Uma 
linhagem também exibiu aumento da expressão do gene MDR3. A menor 
susceptibilidade e o subcultivo na ausência do antifúngico acarretou alterações no 
crescimento, na germinação de conídios, na tolerância a diferentes fontes de 
estresse, na produção de biofilme, na interação com macrófagos e em menor 
viabilidade fúngica em modelo murino. Estes resultados demonstram que linhagens 
menos susceptíveis a antifúngicos se comportam de modo diferente das linhagens 
que não foram expostas ao fármaco, o que resulta, além de mudanças na 
susceptibilidade, fisiologia e expressão de ERG11 e MDR3, em uma interação 
diferenciada com macrófagos e em modelo murino. No segundo capítulo, três 
linhagens de dermatófitos foram expostas ao tratamento com amorolfina e ciclopirox 
olamina para avaliar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 
peroxinitrito (PRN). Estas linhagens também foram avaliadas sob tratamento na 
presença de inibidores de ROS e PRN: sal dissódico do ácido 4,5-di-hidroxi-1,3-
benzenodissulfónico monohidratado (Tiron) e 5,10,15,20-tetraquis(4-sulfonatofenil) 
porfirinato de ferro (III) (FeTPPS). As três linhagens foram susceptíveis a amorolfina 
e ciclopirox a 0,25 e 2,00 µg/mL, respectivamente. O tratamento com amorolfina e 
ciclopirox aumentou a produção de ROS e PRN e diminuiu a carga fúngica pós-
tratamento. Na presença dos inibidores, a produção de ROS e PRN diminuiu e a 
carga fúngica aumentou. A combinação entre os antifúngicos e inibidores DETC, 
3AT, Tiron, FeTPPS também foi avaliada. As interações foram antagônicas para a 
combinação de DETC com amorolfina e ciclopirox, sinérgicas para a combinação de 
amorolfina a FeTPPS e 3AT e indiferentes para as outras combinações. O 
tratamento com amorolfina e ciclopirox reduziu o conteúdo de ergosterol e aumentou 
a peroxidação lipídica. A associação de amorolfina aos inibidores reduziu a 
peroxidação lipídica e elevou o conteúdo de ergosterol. Este perfil também foi 
observado na associação de ciclopirox ao FeTPPS, o que indica que amorolfina e 
ciclopirox tem ação antifúngica que envolve como mecanismo de ação também a 
produção de ROS e PRN contra T. interdigitale. Além disso, este conjunto de dados 
demonstra, primeiro, a relativa facilidade de produção de linhagens com menor 



susceptibilidade a antifúngico, o que torna esta questão extremamente preocupante 
e relevante. Segundo, fica estabelecido um mecanismo de ação paralelo para 
amorolfina e ciclopirox, o que pode explicar a menor taxa de resistência frente a 
estes antifúngicos e estabelecer caminhos para novas propostas terapêuticas.  
 
 
Palavras-chave: dermatófito; antifúngico; resistência; resistência cruzada; estresse 
oxidativo; estresse nitrosativo.  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 
 
The emergence of resistance to antifungals and the therapeutic failure resulting from 
this process is an increasingly recurrent fact in clinical practice. Resistance can be 
defined as a reduction in the effectiveness of a drug against an entire population of 
fungal cells. For dermatophytes, the resistance mechanisms are still not fully 
elucidated. Furthermore, the lower incidence of resistance to certain antifungal 
agents suggests the occurrence of mechanisms of action parallel to those described. 
Thus, this research evaluated the influence of exposure of dermatophytes to the 
antifungals terbinafine and itraconazole on fungal susceptibility, virulence and 
fungus-host interaction in vitro and in vivo, and analyzed the role of oxidative and 
nitrosative stress in treatment in vitro with amorolfine and ciclopirox olamine. In the 
first chapter, sixteen wild strains of dermatophytes underwent an adaptation process 
in medium supplemented with itraconazole or terbinafine and, later, cultivated in 
medium in the absence of these antifungals. Eleven strains (70.58%) were less 
susceptible to itraconazole and five (29.41%) to terbinafine. In addition, these strains 
also exhibited lower susceptibility to other clinical antifungals such as amorolfine, 
ketoconazole and ciclopirox olamine. Exposure to itraconazole increased the 
expression of the ERG11 gene in strains previously exposed to itraconazole. One 
strain also exhibited increased expression of the MDR3 gene. The decreased 
susceptibility and subculture in the absence of the antifungal caused changes in 
growth, conidia germination, tolerance to different sources of stress, biofilm 
production, interaction with macrophages and decreased fungal viability in a murine 
model. These results demonstrate that strains less susceptible to antifungals behave 
differently from strains that were not exposed to the drug, which results, in addition to 
changes in the susceptibility, physiology and expression of ERG11 and MDR3, in a 
differentiated interaction with macrophages and in a murine model. In the second 
chapter, three strains of dermatophytes were exposed to treatment with amorolfine 
and ciclopirox olamine to evaluate the production of reactive oxygen species (ROS) 
and peroxynitrite (PRN). These strains were also evaluated under treatment in the 
presence of ROS and PRN inhibitors: 4,5-dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic acid 
disodium salt monohydrate (Tiron) and 5,10,15,20-Tetrakis(4-
trimethylammoniophenyl) porphyrin (FeTPPS). The three strains were susceptible to 
amorolfine and ciclopirox at 0.25 and 2.00 µg/mL, respectively. Treatment with 
amorolfine and ciclopirox increased ROS and PRN production and decreased post-
treatment fungal burden. In the presence of inhibitors, the production of ROS and 
PRN decreased and the fungal burden increased. The combination of antifungals 
and inhibitors DETC, 3AT, Tiron, FeTPPS was also evaluated. The interactions were 
antagonistic for the combination of DETC with amorolfine and ciclopirox, synergistic 
for the combination of amorolfine to FeTPPS and 3AT, and indifferent for the other 
combinations. Treatment with amorolfine and ciclopirox reduced ergosterol content 
and increased lipid peroxidation. The association of amorolfine with inhibitors 
reduced lipid peroxidation and increased ergosterol content. This profile was also 
observed in the association of ciclopirox to FeTPPS, which indicates that amorolfine 
and ciclopirox have an antifungal action that also involves the production of ROS and 
PRN against T. interdigitale as a mechanism of action. Furthermore, this dataset 
demonstrates, first, the relative ease of production of strains with less susceptibility to 
antifungals, which makes this issue extremely worrisome and relevant. Second, a 
parallel mechanism of action for amorolfine and ciclopirox is established, which may 



explain the lower rate of resistance against these antifungals and establish paths for 
new therapeutic proposals. 
 
Keywords: dermatophyte; antifungal; resistance; cross resistance; oxidative stress; 
nitrosative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A crescente emergência da resistência aos antifúngicos e a falha terapêutica 

advinda desse processo traz consigo uma problemática em termos de saúde 

pública.  

Para alguns fungos, como os do gênero Cryptococcus e Aspergillus, os 

mecanismos de ação pelos quais ocorrem os processos de resistência e os 

impactos que tais eventos podem trazer para a prática clínica são melhor 

elucidados. Entretanto, quando se trata de dermatófitos, ainda é necessário 

compreender como estes fenômenos ocorrem e, sobretudo, demonstrar a influência 

que eventuais alterações ocorridas no fungo podem ter na interação fungo-

hospedeiro.  

As dermatofitoses são infecções fúngicas de alta prevalência e incidência 

causadas por um grupo de fungos que geralmente permanecem localizados nas 

camadas superficiais da pele, cabelo ou unhas. Acredita-se que a melhor 

compreensão da relação dermatófito-hospedeiro e do comportamento de linhagens 

menos susceptíveis a antifúngicos clínicos possibilitarão a proposição de estratégias 

para minimizar a pressão seletiva que culmina em seu surgimento e, sobretudo, 

elucidar possibilidades de tratamento direcionadas para estas linhagens.  

Além disso, é fundamental estabelecer os mecanismos pelos quais os 

antifúngicos utilizados para o tratamento da dermatofitose atuam. Diversos estudos 

descrevem mecanismos de ação principais destes fármacos. Entretanto, 

informações recentes apontam a existência de mecanismos de ação secundários 

pelos quais o antifúngico pode atuar. Estes mecanismos podem sugerir caminhos 

para proposição de moléculas com potencial antifúngico cuja atuação seja 

direcionada para tais mecanismos.  

Assim, esta pesquisa avaliou, in vitro e in vivo, o papel da resistência em 

dermatófitos frente aos antifúngicos itraconazol e terbinafina, fármacos utilizados 

rotineiramente para o tratamento dessas micoses. Ademais, é importante 

compreender quais mecanismos podem estar envolvidos na ação da amorolfina e 

ciclopirox olamina, antifúngicos empregados em casos de onicomicose. A 

compreensão desse fenômeno torna-se fundamental diante do aumento do relato de 

casos de isolados clínicos que apresentam resistência aos antifúngicos disponíveis 

na prática clínica.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 AS DERMATOFITOSES 

 

As dermatofitoses são doenças fúngicas cutâneas causadas por um grupo de 

fungos patogênicos denominados dermatófitos, os quais apresentam elevada 

afinidade pela queratina, com capacidade de metabolizá-la e causar doenças em 

humanos e animais (MULLER et al., 2013). 

Clinicamente, as dermatofitoses se apresentam como micoses cutâneas, 

caracterizadas por manchas na epiderme que descamam, provocam prurido, 

inflamação e produção de secreção (KAUR, KASHYAP, BHALLA, 2008). A infecção 

pode acarretar feridas na pele, couro cabeludo e unhas. A classificação da 

dermatofitose é, geralmente, realizada com base no sítio anatômico da infecção, 

podendo ocorrer na pele glabra, em áreas queratinizadas, em folículos pilosos e em 

unhas (VERMOUT et al., 2008; ZHAN; LIU, 2016). Além da inflamação progressiva e 

prurido intenso, os sinais podem incluir lesão no folículo piloso, alopecia, eritema e 

formação de crostas, que ocorrem em qualquer local infectado (MORIELLO, 2004; 

GORDON et al., 2016), variando a intensidade dos sintomas de acordo com o 

agente causador, a reação do hospedeiro aos produtos metabólicos fúngicos, a 

virulência do fungo, o local de desenvolvimento da micose e o estado imunológico 

do paciente (VERMOUT et al., 2008; BERKER, 2009; REZAEI‐MATEHKOLAEI et al., 

2013). 

Na prática dermatológica, elas estão entre as infecções fúngicas de 

localização cutânea mais comuns no homem (VENA et al., 2012; HAY et al., 2014; 

ROUZAUD et al., 2018). Os fungos responsáveis por essas infecções foram, a 

princípio, classificados nos gêneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. 

Essa classificação taxonômica se baseou em manifestações clínicas, aspectos 

morfológicos da cultura, parâmetros fisiológicos e microscópicos (SIQUEIRA et al., 

2006, GARCIA et al., 2017). Com o advento e avanço das técnicas moleculares, 

uma nova classificação foi recentemente proposta. Por meio do sequenciamento 

multilocus, uma reclassificação dos dermatófitos em oito clados filogeneticamente 

distintos, sendo eles: Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia, Paraphyton, 

Lophophyton, Microsporum, Arthroderma e Ctenomyces (DE HOOG et al., 2017; 

HAYETTE; SACHELI, 2017).  
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Embora, na maioria das vezes, as dermatofitoses sejam restritas às 

superfícies da epiderme, estas podem provocar infecções graves com 

desenvolvimento de granulomas em camadas mais profundas da pele e outros 

órgãos (WARYCHA et al., 2011; HUANG et al., 2019), como ocorre com o 

granuloma de Majocchi, uma infecção dermatofítica seguida de inflamação 

granulomatosa (BRESSAN et al., 2011; KANAAN et al., 2015).  

O diagnóstico das dermatofitoses é clínico e laboratorial, baseado em 

técnicas como a interposição da lâmpada de Wood, o exame microscópico direto 

dos pelos e/ou raspados de pele e unha, os testes bioquímicos e o cultivo micológico 

de material perilesional (BORBA, 2010; SILVEIRA-GOMES et al., 2013). O método 

de diagnóstico padrão ouro convencional é o exame microscópico direto do fungo 

cultivado em ágar Sabouraud dextrose (ASD) por 2 a 3 semanas seguido de 

identificação pós-cultura por técnica de microcultivo (ABOUL-ELLA; HAMED; ABO-

ELYAZEED, 2020). 

Microscopicamente, as lesões dermatofíticas mostram padrões variáveis, que 

vão desde uma lesão não inflamatória, advinda de uma discreta reação em 

associação com conídios ou hifas no estrato córneo ou nos folículos pilosos a uma 

intensa reação inflamatória, sem evidência de elementos fúngicos. Partículas 

fúngicas podem ser visualizadas em cortes histológicos por métodos de coloração 

especiais, como prata ou com o ácido periódico de Schiff (PAS) (HAO et al., 2020). 

No início dos anos 2000, o diagnóstico molecular passou a ser aplicado na 

identificação das diferentes espécies de dermatófitos. As abordagens moleculares 

são mais precisas do que a análise baseada apenas em características fenotípicas 

(GRASER et al., 2000; KAC, 2000; WAGNER et al., 2018). Além disso, o benefício 

dos testes moleculares utilizados na identificação, como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e o sequenciamento da região ITS do rDNA, reside no fato de que 

o conhecimento das espécies e/ou da linhagem pode desempenhar um papel 

fundamental para lidar com a doença, estabelecendo a fonte de infecção e 

viabilizando, assim, uma possibilidade de atuar no controle (ARVANITIS et al., 2014; 

HALLIDAY et al., 2015; BEGUM et al., 2020).  

Desta forma, o emprego das técnicas moleculares vieram somar com as 

outras técnicas disponíveis. Entretanto, a cultura associada ao microcultivo continua 

sendo o padrão ouro para o diagnóstico das dermatofitoses na prática clínica 

(ABOUL-ELLA; HAMED; ABO-ELYAZEED, 2020).  
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2.1.1 Epidemiologia 

 

Estima-se que a infecção por dermatófitos afete entre 20 e 25% da população 

saudável em todo o mundo, representando, em nível global, o tipo mais comum de 

infecção de pele humana (VENA et al., 2012; HAY et al., 2014; ROUZAUD et al., 

2018).  

A distribuição dos dermatófitos varia em diferentes países e depende de 

vários fatores como estilo de vida, características da população, condições 

socioeconômicas, migração de pessoas, idade, presença de animais domésticos e 

condições climáticas (HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). Portanto, a 

dermatofitose é uma doença cosmopolita, cuja incidência e prevalência são 

determinadas, principalmente, por fatores de ordem geoclimáticos e sociais 

(WEESE; FULFORD, 2015). 

Epidemiologicamente, as espécies Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophytes se destacam como os principais agentes etiológicos de 

dermatofitoses em humanos (REZENDE et al., 2008; AMEEN, 2010).  

Estudos sobre a etiologia da onicomicose relataram que T. rubrum é a 

espécie mais comum encontrada na Europa (DRAKENSJÖ; CHRYSSANTHOU, 

2011; NENOFF et al., 2014), sendo responsável por infecção em mais de 90% dos 

casos, seguido por Trichophyton interdigitale que corresponde a 4 a 8% das 

infecções (KARDEJEVA et al., 2006).  

Em uma pesquisa realizada no Irã com 316 amostras clínicas de dermatófitos, 

Ansari et al. (2016) observaram que T. interdigitale foi a espécie mais comumente 

isolada, representando 49,36% do total de espécies identificadas.   

Na África, continente onde grande parcela da população é acometida por 

dermatofitose, observou-se uma predominância de Trichophyton violaceum, seguido 

de T. rubrum (ALEMAYEHU; MINWUYELET; ANDUALEM, 2016; BITEW, 2018). 

Coulibaly et al. (2018) também encontraram T. violaceum como a espécie mais 

prevalente em algumas regiões da África. Já em outras regiões do continente, T. 

soudanense, Microsporum audouinii e M. canis foram mais prevalentes. 

No Brasil, as regiões Sul e Sudeste revelaram uma alta incidência de 

infecções causadas por T. rubrum, seguido por M. canis e T. interdigitale (PURIM, 

FREITAS, LEITE, 2009). Corroborando tais dados, um estudo feito no Rio Grande 

do Sul, em que 100 indivíduos foram avaliados, observou que os dermatófitos foram 
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os patógenos majoritariamente identificados (84,80%) e o agente mais comumente 

encontrado foi T. rubrum, seguido por T. interdigitale (SABADIN et al., 2011). 

Sanguino, Jarros e Negri (2019) realizaram um levantamento epidemiológico 

dos casos de dermatofitose em pacientes do Sistema Único de Saúde (SUS) 

atendidos na macrorregião de Maringá, PR, no período de 2009 a 2013 e 

observaram uma prevalência de 12,54% de infecção causada por dermatófitos, 

sendo T. rubrum a espécie mais prevalente (75,00%), seguido de T. mentagrophytes 

(11,68%) e M. canis (7,01%).  

Em um estudo conduzido por Costa-Orlandi et al. (2012) em Belo Horizonte, 

MG, com 233 amostras obtidas de suspeitas de dermatomicose, verificou-se que 

cerca de 10,98% dos casos era causado por T. rubrum. Entre os dermatófitos, o 

gênero Trichophyton representou mais de 80% dos isolados, com T. rubrum 

representando 64,29%, seguido de T. interdigitale (21,43%).  

De forma geral, observa-se que existe uma predominância de T. rubrum como 

principal agente etiológico em várias regiões geográficas do mundo como Reino 

Unido, Alemanha, Espanha, Japão, Estados Unidos, México e em regiões do Brasil 

(FOSTER; GHANNOUM; ELEWSKI, 2004; WELSH et al., 2006; BORMAN et al., 

2007; LÓPEZ-MARTÍNEZ et al., 2010; SEI, 2012; BUDAK et al., 2013; NENOFF; 

KRÜGER, 2014). No entanto, outros estudos mostram o aparecimento de outros 

dermatófitos como principais agentes causadores de infecção, dentre eles, T. 

interdigitale (DABAS et al., 2017; RUDRAMURTHY et al., 2018; SINGH et al., 2018). 

A importância de se conhecer a epidemiologia e o agente etiológico mais 

prevalente em cada região é fundamental para a saúde pública, especialmente para 

estabelecer medidas de controle e prevenção (SUGITA et al., 2006). 

 

2.2 DERMATÓFITOS 

 

Os dermatófitos (Onygenales, Arthrodermataceae) são um grupo de fungos 

filamentosos patogênicos responsáveis por causar a infecção fúngica mais comum 

em seres humanos (BISHNOI; VINAY; DOGRA, 2018; PAI; GANAVALLI; KIKKERI, 

2018).  

Estes fungos podem ser classificados quanto a sua predição ecológica em 

três grupos principais: geofílicos, zoofílicos e antropofílicos. Os geofílicos estão 

presentes no solo decompondo detritos queratinizados, podendo ser isolados como 
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saprófitas em pelos de mamíferos silvestres, de animais domésticos ou em penas de 

aves (CABAÑES, 2001; MORIELLO, 2004; OUTERBRIDGE, 2006). O principal 

representante do grupo é Microsporum gypseum (SEEBACHER, BOUCHARA, 

MIGNON, 2008; DE HOOG et al., 2017).  

Os zoofílicos acometem preferencialmente animais (macacos, cavalos, cães, 

ovinos, gado, roedores e gatos), podendo, ocasionalmente, infectar o ser humano. 

Os principais exemplos são M. canis e T. mentagrophytes (MANCIANTI et al., 2003; 

DE HOOG et al., 2017), sendo, o último, comum em crianças com dermatofitose 

oriunda de pequenos roedores como coelhos, hamsters e chinchilas 

(BECKHEINRICH et al., 2001).  

Já os antropofílicos são as espécies que infectam tipicamente o ser humano, 

de forma que a infecção requer o contato interpessoal e acontece por meio de 

propágulos infectantes. Seus representantes típicos são Epidermophyton floccosum 

(ZAIAS; REBELL, 2003), T. rubrum. T. interdigitale e T. tonsurans (PEREIRA, 

MEIRELES, 2001; SEEBACHER, BOUCHARA, MIGNON, 2008; DE HOOG et al., 

2017).  

A infecção por espécies zoofílicas no ser humano acarreta quadros de 

infecção aguda, principalmente devido à intensa indução de resposta inflamatória no 

tecido infectado. Em contrapartida, a infecção por espécies antropofílicas está 

associada a quadros crônicos de progressão lenta, sugerindo a adaptação do fungo 

ao hospedeiro humano (WHITE et al., 2008; PERES et al., 2010; HUBE et al., 2015). 

Os dermatófitos compreendem uma classe de patógenos primários que 

requerem a clivagem da queratina presente na pele, nos cabelos e unhas para 

garantir sua nutrição e consequente sobrevivência. Para tanto, estes fungos 

secretam uma variedade de enzimas relacionadas a sua virulência e que têm 

diferente especificidade de substrato, como lipase, protease e celulase (PERES et 

al., 2010; MÉHUL et al., 2016). Estas enzimas auxiliam na assimilação de nutrientes 

para garantir o desenvolvimento e sobrevivência do fungo. Além disso, elas 

hidrolisam componentes estruturais do tecido epidérmico, possibilitando que o 

patógeno se torne invasivo. Acredita-se que o padrão enzimático secretado pelo 

dermatófito determine a sua sobrevivência no hospedeiro, bem como a evolução da 

infecção, a resposta inflamatória e, consequentemente, a resposta imune do 

hospedeiro (JENSEN et al., 2007; GNAT et al., 2018).  
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Dentre as enzimas secretadas, a queratinase é o fator de virulência mais 

estudado, sendo responsável por viabilizar a colonização e manutenção do fungo no 

tecido hospedeiro (MONOD, 2008; PERES et al., 2010; NENOFF et al., 2014). No 

processo de degradação da queratina, o fungo secreta sulfito como agente redutor, 

de forma que, na presença de sulfito, as ligações dissulfeto de cisteína que 

conferem resistência a queratina são diretamente clivadas em cisteína e 

sulfocisteína, tornando possível que a queratinase degrade efetivamente a queratina 

(LECHENNE et al., 2007, GRASER et al., 2018). 

Além das enzimas, existem outros fatores de virulência descritos para os 

dermatófitos. Um deles é a produção de uma micotoxina mutagênica conhecida 

como xantomeginina. A xantomeginina é um fator de virulência descrito para fungos 

dos gêneros Penicillium e Aspergillus, sendo conhecida como um agente de 

nefropatia que pode acarretar o óbito de animais de criação expostos a fungos de 

origem alimentar. Para T. rubrum, a xantomeginina foi considerada um fator de 

virulência importante em infecção humana, sendo identificada em pele e unha de 

indivíduos infectados por esta espécie (GUPTA et al., 2000).  

Outro fator considerado importante para a patogênese é a produção de 

compostos semelhantes a melanina. É bem estabelecido que a melanina é 

importante para a virulência de outros fungos, como Cryptococcus sp. e 

Paracoccidioides sp. (WANG; AISEN; CASADEVALL, 1995; TABORDA et al., 2008). 

Para os dermatófitos, foi identificada a produção de melanina em M. gypseum, E. 

floccosum, T. mentagrophytes e T. rubrum. Entretanto, ainda não se sabe se esta 

proteína desempenha um papel relevante na patogênese destes dermatófitos 

(YOUNGCHIM et al., 2011). 

 

2.2.1 A interação dermatófito-hospedeiro 

 

A patogênese causada por dermatófitos envolve, como evento inicial, a 

colonização do estrato córneo do hospedeiro por hifas ou artroconídios (BRAND, 

2012). Entretanto, para que a colonização tecidual ocorra, o fungo deve ser capaz 

de superar os mecanismos de defesa do hospedeiro (SABOU et al., 2017). A 

estrutura física e química da pele, a constante exposição a luz ultravioleta, a 

temperatura, o pH, a falta de umidade e a presença da microbiota normal tornam o 

ambiente inóspito para seu crescimento (PERES et al., 2010). Soma-se a essas 
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características o constante processo de renovação tecidual sofrido pelo estrato 

córneo que dificulta a adesão do fungo (LI et al., 2013).   

Superadas as barreiras iniciais, as estruturas fúngicas devem germinar e 

penetrar rapidamente no estrato córneo, a fim de evitar que eles sejam eliminados 

com a descamação epitelial. Estima-se que a interação inicial entre os artroconídios 

e o estrato córneo ocorra após 3 a 4 horas de contato (BALDO et al., 2012), seguida 

da implantação na camada superficial e germinação que acontece após um período 

de aproximadamente 24 horas (DUEK et al., 2004; VERMOUT et al., 2008). Nesse 

processo, foi demonstrada a importância da presença de estruturas fibrilares que 

auxiliam a ancoragem do fungo ao tecido, na conexão entre artroconídios adjacentes 

e, consequentemente, na formação de biofilme (KAUFMAN et al., 2007; VERMOUT 

et al., 2008; BALDO et al., 2012). 

Após a adesão ao tecido hospedeiro, o fungo precisa assimilar nutrientes para 

garantir seu desenvolvimento e sobrevivência e, para tanto, secreta uma variedade 

de enzimas como proteinases, queratinases, lipases e fosfatases (BROUTA et al., 

2002; LENG et al., 2008; MERCER; STEWART, 2019). A ampla maquinaria 

enzimática dos dermatófitos é um dos fatores de virulência mais bem caracterizados 

que, além de garantir a nutrição do microrganismo, permite a hidrólise dos 

componentes estruturais do tecido epidérmico e possibilita que o patógeno se torne 

invasivo (PERES et al., 2010).  

A indução de proteases é fundamental para a patogenicidade, invasividade e 

eficiente adesão do fungo ao tecido do hospedeiro (BALDO et al., 2008; VERMOUT 

et al., 2008). O padrão de proteases secretadas pelo dermatófito determina sua 

sobrevivência no tecido e a evolução da infecção, sendo responsável não apenas 

por prover nutrientes para o fungo, mas também desencadeando e modulando a 

resposta imune (PERES et al., 2010; GNAT et al., 2018; KAR; PATEL; FREE, 2019; 

MERCER; STEWART, 2019).  

No tecido do hospedeiro, os dermatófitos ou seus metabólitos induzem uma 

resposta imune inata mediada por queratinócitos que, por sua vez, ativam 

mecanismos ou mediadores da resposta imune. Os queratinócitos são os 

responsáveis por secretar vários fatores solúveis capazes de regular a resposta 

imune, como fatores de crescimento (bFGF, TGF-α, TGF-β, TNF-α), interleucinas 

(IL-1, IL-3, IL-6, IL-7, IL- 8) e fatores estimuladores de colônia (MENDEZ-TOVAR, 

2010; BITENCOURT et al., 2018).  
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Componentes fúngicos como quitina, glucana e glicopeptídeos são os 

principais antígenos dos dermatófitos e cada um deles pode induzir a diferentes 

tipos de respostas. Além disso, diferentes espécies de dermatófitos causam 

respostas imunológicas diferentes. Por exemplo, dermatófitos zoófilos ou geofílicos 

causam intensa resposta inflamatória (MENDEZ-TOVAR, 2010; KAR; PATEL; FREE, 

2019), o que indica que após o estabelecimento da infecção, a manifestação clínica 

da doença pode variar de acordo com os aspectos do hospedeiro e das espécies 

envolvidas no processo infeccioso (VERMOUT et al., 2008).  

Em contrapartida, os dermatófitos produzem substâncias que diminuem a 

resposta inflamatória e a proliferação celular, em resposta às defesas do hospedeiro. 

Por exemplo, Campos et al. (2006) sugeriram que o aumento do teor de manana 

está relacionado a saturação dos receptores de manose na superfície dos 

macrófagos, o que compromete, consequentemente, a internalização do fungo por 

células fagocíticas do sistema imunológico. Já Martins et al. (2019) demonstraram 

que a exposição de T. rubrum a estressores ambientais induziram uma 

reestruturação e modificação do conteúdo da parede celular fúngico, afetando 

diretamente diferentes fatores de virulência, reforçando o papel que a parede celular 

tem para a virulência e susceptibilidade do dermatófito frente a diferentes 

compostos.  

Além disso, Bitencourt et al. (2018) demonstraram a produção de vesículas 

extracelulares por T. interdigitale que, dentre outras funções, foram capazes de 

modular a resposta imune inata do hospedeiro e influenciar a interação do fungo 

com macrófagos e queratinócitos. Entretanto, por mais que estudos tenham 

avançado na avaliação dos fatores relacionados a interação patógeno-hospedeiro, 

os mecanismos moleculares envolvidos na expressão de fatores de virulência, na 

adaptação dos dermatófitos ao hospedeiro e na natureza da resposta imune que 

controla as infecções causadas por estes fungos ainda não estão totalmente 

elucidados (PERES et al., 2010; VENTURINI et al., 2012). Por isso, os modelos de 

infecção in vitro, ex vivo e in vivo são fundamentais ao elucidar a patogênese das 

dermatofitoses, bem como as moléculas envolvidas neste processo.  

Os modelos de infecção para a realização dos estudos moleculares sobre as 

interações dermatófito-hospedeiro são limitados, sendo que a avaliação da infecção 

in vivo se restringe às espécies zoofílicas, uma vez que ocorre cura espontânea ou 

mesmo ausência de colonização pelas espécies antropofílicas (WHITE et al., 2008).  
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Nesse cenário, modelos que mimetizam e/ou representam os eventos 

ocorridos no processo de infecção surgem como recursos essenciais para auxiliar no 

entendimento da dermatofitose. Desta forma, modelos que utilizam amebas de vida 

livre (DE FARIA et al., 2020), pele de porco (HO; DELGADO-CHARRO; BOLHUIS, 

2020), excertos de pele e unha (JACOB et al., 2012; PERES et al., 2016), 

queratinócitos (DENG et al., 2020), macrófagos (BITENCOURT et al., 2018) e 

camundongos (VENTURINI et al., 2012; BALTAZAR et al., 2014; CARMO et al., 

2020) têm sido importantes na elucidação dos mecanismos envolvidos na interação 

dermatófito-hospedeiro (CRIADO et al., 2011; BALTAZAR et al., 2014).   

 

2.2.2 Tratamento medicamentoso 

 

As dermatofitoses são infecções fúngicas superficiais de difícil tratamento e, 

mesmo nos casos em que a terapia medicamentosa é adequada ao agente 

etiológico identificado, nem sempre se obtém cura, sendo frequente a ocorrência de 

recidivas (JOISH, ARMSTRONG, 2002; COLELLA et al. 2006). Logo, para o 

tratamento das dermatofitoses são utilizados procedimentos terapêuticos tópicos e 

orais, por vezes de forma combinada, com a finalidade de aumentar a eficácia do 

tratamento (GUPTA, TU, 2006; GARMENDIA, VIEDMA, ARZA, 2008; KAUR, 

KASHYAP, BHALLA, 2008).  

É comum que o tratamento da dermatofitose se dê por meio da utilização de 

várias classes químicas de antifúngicos disponíveis no mercado, tais como os 

azólicos (SANGUINETTI et al., 2007; ANSARI et al., 2016), as alilaminas (ANSARI et 

al., 2016), os derivados de hidroxipiridinona e de morfolina (SHIRWAIKAR et al., 

2008; TAMURA et al., 2014). 

 

2.2.2.1 Azólicos 

 

Na terapia antifúngica contra dermatofitose, geralmente há dois grupos de 

azólicos utilizados: os imidazólicos (cetoconazol, miconazol e clotrimazol) e os 

triazólicos (fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol). O uso dos 

imidazólicos é restrito ao tratamento de micoses superficiais e geralmente se 

apresenta em formulações tópicas, enquanto para o tratamento de infecções 

crônicas ou graves, itraconazol e fluconazol são mais utilizados, sendo 
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comercializados geralmente em cápsulas (FERNÁNDEZ-TORRES et al., 2001, 

FERNÁNDEZ-TORRES et al., 2003). 

Em um estudo realizado no Irã, em que isolados clínicos de pacientes com 

dermatofitose foram avaliados, o itraconazol foi o segundo, dentre os fármacos 

testados, que apresentou melhores resultados contra todos os isolados, 

apresentando concentração inibitória mínima (CIM) entre 0,004 e 0,5 µg/mL. Nessa 

pesquisa também foi avaliado o fluconazol, que apresentou CIM para as espécies de 

dermatófitos testadas entre 4 e 128 µg/mL (ANSARI et al., 2016). Em outro trabalho, 

Sanguinetti et al. (2007) encontraram uma faixa de CIM entre 0,03 e 0,125 mg/L em 

testes de susceptibilidade de T. interdigitale frente ao itraconazol.  

De forma geral, esta classe de antifúngicos exerce a sua ação primária 

através da inibição da síntese do ergosterol, um componente essencial das 

membranas celulares de fungos, por inibição da enzima lanosterol 14-α-demetilase 

(ANDRIOLE, 1999). Quando a enzima é inibida, o acúmulo de precursores causa 

toxicidade à célula, acarretando ação tipicamente fungicida para fungos filamentosos 

(VERWEIJ; MELLADO; MELCHERS, 2007). Além disso, Ferreira et al. (2013) 

demonstraram que o itraconazol tem ação antifúngica envolvendo também um 

mecanismo de ação paralelo relacionado a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Com o aumento da produção de ROS, há uma elevação no 

conteúdo de peroxidação lipídica, o que altera a permeabilidade da membrana 

celular e pode ocasionar em morte fúngica.  

O ergosterol não está presente em células de mamíferos, tornando-o um alvo 

seguro para intervenção medicamentosa. Entretanto, há uma questão a ser 

considerada no tratamento com essa classe de fármacos. Apesar de serem 

geralmente bem tolerados pelo organismo, os azólicos, em especial o itraconazol, 

têm demonstrado hepatotoxicidade grave, sendo este um fator importante a ser 

considerado na terapêutica antifúngica. Neste caso, a hepatotoxicidade é resultado 

do bloqueio da biossíntese das enzimas do complexo P450 que produzem o 

colesterol nas células do fígado de mamíferos (BENNET, 2006).  

 

2.2.2.2 Alilaminas 

 

Os antifúngicos da classe das alilaminas têm como mecanismo de ação 

principal a interferência na biossíntese do ergosterol, através da inibição da 
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esqualeno epoxidase, uma enzima chave na via de formação deste esterol de 

membrana (ESPINEL-INGROFF, 2008; LAM et al., 2016). 

Sabe-se que a epoxidação do esqualeno também é um passo essencial na 

biossíntese de colesterol em mamíferos, no entanto, estudos comparativos sobre 

esqualeno epoxidase de fígado de rato e fungos mostraram que a alilamina é 

altamente seletiva para o sistema fúngico (GUPTA; COOPER; LYNDE, 2003). 

Soma-se a esse cenário o fato de que a terbinafina, um antifúngico desta classe, 

não exibe afinidade pelo citocromo P450, o que é evidenciado pelo fato de que 

nenhum dos efeitos secundários conhecidos dos azólicos são observados com 

frequência em pacientes submetidos a tratamento com terbinafina (BABU et al., 

2017). Além disso, Shekhova, Kniemeyer e Brakhage (2017) demonstraram que a 

produção de ROS é um dos mecanismos de ação da terbinafina contra Aspergillus 

fumigatus.  

A terbinafina apresenta um amplo espectro de atividade antifúngica, tendo 

sua eficácia in vitro demonstrada por meio de sua ação fungicida contra dermatófitos 

(McCLELLAN, WISEMAN, MARKHAM, 1999), sendo o fármaco mais utilizado para o 

tratamento das onicomicoses, uma vez que apresenta alta eficácia neste tipo de 

micose (GARMENDIA, VIEDMA, ARZA, 2008). As alilaminas são fármacos 

comercializados sobre a forma de cremes ou de comprimidos (SILVA, 2010).  

A atividade da terbinafina é reafirmada pelos dados apresentados pelo estudo 

de Ansari e colaboradores (2016), em que foi observado que, dentre os antifúngicos 

testados, a terbinafina foi o que apresentou maior potencial, exibindo uma faixa de 

CIM entre 0,002 e 0,25 µg/mL. 

 

2.2.2.3 Derivados morfolínicos  

 

A amorolfina, um fármaco derivado da morfolina e usualmente comercializado 

em forma de esmaltes, atua na inibição da produção do ergosterol da membrana 

celular do fungo, por meio do bloqueio de duas etapas sucessivas da biossíntese 

deste composto, mediadas pelas enzimas Δ14-redutase e Δ7-Δ8 isomerase 

((SHIRWAIKAR et al., 2008; TABARA et al., 2015). Portanto, é uma substância de 

amplo espectro e elevada atividade antifúngica para o tratamento da onicomicose. 

Ensaios clínicos relatam que taxa de cura de onicomicoses tratadas com amorolfina 

varia entre 60 e 76% (CARRILLO-MUÑOZ et al., 2010). 
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A susceptibilidade in vitro de diferentes linhagens de dermatófitos frente a 

amorolfina foi testada por Tamura et al. (2014). Para T. rubrum e T. mentagrophytes, 

a CIM variou entre 0,12 e 0,50 µg/mL. Já para M. canis e M. gypseum, a CIM variou 

entre 0,06 e 0,25 µg/mL. Em um estudo mais amplo, Wiederhold et al. (2014) 

também avaliaram o perfil de 308 linhagens de T. rubrum frente a amorolfina e 

observaram uma CIM variando entre 0,008 e 0,50 µg/mL. 

A relação entre susceptibilidade fúngica e estresse oxidativo resultante da 

exposição a amorolfina ainda não está bem estabelecida. Estudos anteriores 

demonstraram que Candida albicans e C. dubliniensis respondem ao estresse 

oxidativo causado pelo peróxido de hidrogênio aumentando a expressão de genes 

relacionados a transportadores de drogas, como MDR1 e CDR1. Para C. albicans, o 

aumento da expressão destes genes resulta em redução da susceptibilidade frente a 

benomil, diferentes azólicos e a amorolfina (HARRY et al., 2005; RAJESWARY et al., 

2007; SANGLARD; COSTE; FERRARI, 2009). Já em C. dubliniensis, a inativação de 

MDR1 não resulta em aumento da susceptibilidade a amorolfina (WIRSCHING et al., 

2001). Desta forma, é possível que a redução da susceptibilidade fúngica frente ao 

estresse oxidativo seja espécie-dependente.  

 

2.2.2.4 Derivados da hidroxipiridona  

 

Fármacos derivados da hidroxipiridona, como o ciclopirox olamina e a 

piroctona olamina, são substâncias que atuam como bloqueadoras da reprodução 

celular através da inibição da absorção de potássio, fosfato e aminoácidos e por 

meio da quelação de cátions polivalentes como Fe3+ e a consequente inibição de 

enzimas metalo-dependentes responsáveis pela degradação de peróxidos tóxicos 

na célula fúngica (GUPTA et al, 2000; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; TABARA et 

al., 2015). Na formulação em creme, esmalte ou gel, a atividade desses fármacos é 

observada principalmente para dermatófitos (BELLMAN, 2007; CARRILLO-MUÑOZ 

et al., 2010).  

Estudos demonstraram que o ciclopirox olamina possui atividade citoprotetora 

e anti-inflamatória para diferentes tipos celulares (REGDON et al., 2021) e, em 

muitos casos, essa ação está envolve a regulação do estresse oxidativo. Por 

exemplo, ciclopirox leva a morte de células de câncer colorretal por meio da indução 
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do estresse oxidativo (QI et al., 2020), sugerindo um possível mecanismo de ação 

do fármaco que envolve o aumento da produção de ROS.  

Azambuja et al. (2014) determinaram o perfil de susceptibilidade de doze 

linhagens de T. rubrum contra o antifúngico ciclopirox olamina e observaram uma 

CIM variando entre 0,06 a 0,50 µg/mL. Para T. rubrum, a CIM do ciclopirox foi de 

0,03 a 1,00 µg/mL e para T. mentagrophytes, de 0,06 a 0,50 µg/mL (WIEDERHOLD 

et al., 2014). 

 

2.3 RESISTÊNCIA A ANTIFÚNGICOS CLÍNICOS 

 

A resistência aos antifúngicos pode ser vislumbrada sob duas abordagens 

distintas: clínicas e laboratoriais (YANG; LO, 2001; SHAPIRO et al., 2011). Do ponto 

de vista clínico, a resistência à droga é a persistência ou a progressão de uma 

infecção, apesar da terapia antimicrobiana adequada (MARTINEZ-ROSSI; PERES; 

ROSSI, 2008; FERREIRA; SANTOS, 2017).  

No laboratório, por sua vez, a resistência é avaliada por meio do ensaio de 

determinação da CIM, cuja metodologia de execução e análise de resultados são 

definidos por protocolos propostos pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards 

Institute) (YANG; LO, 2001; SHAPIRO et al., 2011).  

Neste contexto, é importante esclarecer os conceitos de resistência e 

heteroresistência. Estes termos têm recebido diferentes significados e as definições 

variam no estudo para bactérias e fungos, visto que os métodos empregados 

mudam consideravalmente entre pesquisadores. Neste estudo, será utilizado o 

conceito de resistência como uma redução da eficácia de um fármaco frente a toda 

uma população de células fúngicas (GEFEN; BALABAN, 2009; VANDEPUTTE; 

FERRARI; COSTE, 2012; BRAUNER et al., 2016), visto que o fungo exibe 

capacidade de crescimento em concentrações elevadas do antifúngico (SCORZONI 

et al., 2017).  

Para as dermatofitoses, a resistência usualmente está associada a 

automedicação, visto que a própria infecção é favorável ao auto-tratamento, 

geralmente sem acompanhamento médico. Essa situação é uma grande 

problemática e uso inadequado dos antifúngicos prescritos ou mesmo devido a uma 

administração do fármaco durante longos períodos (SIONOV et al., 2010; 

NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). Esse problema é ainda maior em países em 
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que esteróides tópicos são prescritos ou indicados em associação com alguns 

antifúngicos, como ocorre na Índia (KHURANA; SARDANA; CHOWDHARY, 2019). 

Os esteróides têm ação protetora da membrana, o que pode minimizar a ação dos 

antifúngicos cujo mecanismo de ação se dá, geralmente, a nível de membrana. Por 

isso, é de se considerar a contribuição que a automedicação tem para o fracasso da 

eliminação do agente fúngico e para o estímulo do crescimento de linhagens menos 

susceptíveis (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008).   

Por outro lado, a heterorresistência é definida como uma resistência a um 

antimicrobiano específico expresso por uma população que geralmente é suscetível 

com base nos pontos de corte do teste de suscetibilidade in vitro (EL-HALFAWY; 

VALVANO, 2015; FERREIRA; SANTOS, 2017). O evento ocorre quando uma 

população fúngica exibe fenótipos de resistência heterogêneos, fazendo com que 

uma pequena parte do grupo seja menos sensível a um determinado antifúngico 

(SHAPIRO et al., 2011). 

Este tipo de resistência é, geralmente, dependente de alteração na expressão 

gênica, conforme observado na resistência exibida por linhagens de C. gattii e C. 

neoformans frente ao fluconazol (SANTOS et al., 2014; ROSSI et al., 2016) e de C. 

gattii ao agroquímico benomil (CARNEIRO et al., 2020). Acredita-se ainda, que 

essas subpopulações resistentes podem se adaptar a concentrações crescentes dos 

fármacos de modo gradual e que, após o crescimento na ausência do antifúngico, a 

susceptibilidade original pode ser restaurada (SHAPIRO et al., 2011; BASTOS et al., 

2018; CARNEIRO et al., 2020).  

Em dermatófitos, Ghelardi et al. (2014) demonstraram que a exposição in vitro 

repetida de T. rubrum a doses sub-letais de diferentes antifúngicos pode levar à 

seleção de linhagens capazes de sobreviver em concentrações mais altas dos 

antifúngicos. No entanto, na ausência de tal pressão, uma fração das linhagens tem 

sua susceptibilidade original recuperada, caracterizando um evento de 

heterorresistência.  

Os fungos respondem a estímulos ambientais por meio da ativação de 

diversas vias de transdução de sinais responsáveis por assegurar o funcionamento 

dos mecanismos fisiológicos que possibilitam sua adaptação a condições de 

estresse, a respostas de defesa e a tolerância celular. Vários mecanismos 

bioquímicos contribuem para o fenótipo de resistência aos antifúngicos. A maior 

parte envolve uma diminuição na absorção de drogas, alterações estruturais no sítio 
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alvo e um aumento de efluxo de drogas (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008; 

SARDANA; KHURANA, 2018).  

De um ponto de vista molecular, as alterações bioquímicas podem advir de 

um processo de amplificação, transferência ou eliminação de genes, mutações 

pontuais, epigenética, modificações pós-traducionais e esses efeitos podem ocorrer 

sobre genes diretamente envolvidos no combate aos compostos citotóxicos 

(TAMAYO et al., 2013; TIWARI et al., 2015).  

Por exemplo, Persinoti et al. (2014) demonstraram, por meio de análise de 

sequenciamento de RNA (RNA-Seq), que o antimicrobiano acriflavina regula 

positivamente os genes envolvidos na desintoxicação celular em T. rubrum, 

incluindo genes que codificam moléculas responsáveis por atuar contra o estresse 

oxidativo. De maneira similar, Mendes et al. (2018) desafiaram T. rubrum com o 

antifúngico ácido undecanóico e observaram uma regulação positiva de vários genes 

envolvidos na codificação de enzimas do sistema antioxidante fúngico, como 

catalase, superóxido dismutase, peroxidase, glutationa transferase e glutationa 

peroxidase. 

A produção de proteínas de choque térmico (Hsp) também é um fator de 

resistência a antifúngicos. As proteínas de choque térmico participam de diversos 

processos como transcrição, tradução, modificações pós-traducionais, dobragem, 

agregação e desagregação de proteínas (TIWARI et al., 2015). Essas proteínas 

podem ser induzidas quando as células fúngicas estão sob condições estressantes, 

como a exposição a antifúngicos ou mesmo condições de temperatura e pH 

extremas (LEACH et al., 2012; TAMAYO et al., 2013; TIWARI et al., 2015).  

Para T. rubrum, foi observada regulação positiva na expressão dos genes que 

codificam a proteína Hsp90 quando o fungo foi exposto a acriflavina e a terbinafina 

ou passou por mudanças de temperatura bruscas (JACOB et al., 2015; MARTINEZ-

ROSSI et al., 2016). Em contrapartida, a inibição da Hsp90 prejudicou o crescimento 

deste fungo em fragmentos de unha humano e alterou a modulação de outros genes 

hsp, sugerindo que a Hsp90 está envolvida na patogenicidade fúngica e no perfil de 

susceptibilidade a antimicrobianos em T. rubrum (JACOB et al., 2015). 

Alguns trabalhos têm abordado a ocorrência de mecanismos de resistência à 

antifúngicos em dermatófitos, e a maior parte deles envolve o fungo T. rubrum 

(CERVELATTI et al., 2006; FACHIN et al., 2006; MANZANO-GAYOSSO et al., 2008; 

OSBORNE et al., 2006; PAIÃO et al., 2007; YU et al., 2007; YAMADA et al., 2017). 
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Entretanto, eventos de resistência têm sido evidenciado em outros agentes, como T. 

interdigitale (YAMADA et al., 2017), T. mentagrophytes (MANZANO-GAYOSSO et 

al., 2008) e T. tonsurans (MANZANO-GAYOSSO et al., 2008).  

Estudos apontam mecanismos de resistência a terbinafina que envolvem a 

modificação da enzima alvo por mutações pontuais (OSBORNE et al., 2005; 

OSBORNE et al., 2006; YAMADA et al., 2017), aumento do efluxo da droga devido a 

superexpressão de bombas de efluxo (FACHIN et al., 2006; PAIÃO et al., 2007) e a 

superexpressão da enzima salicilato mono-oxigenase o que, acredita-se, atue 

acelerando o processo de degradação da droga (GRAMINHA et al., 2004).  

Por exemplo, Santos et al. (2018) tornaram uma linhagem de T. rubrum 

resistente à terbinafina. A resistência foi conferida por meio de transformação 

utilizando múltiplas cópias de salA, o gene que codifica a enzima salicilato mono-

oxigenase. Neste caso, a expressão elevada de salA foi associada ao aumento da 

resistência para a terbinafina, sugerindo sua importância para a resistência e 

resposta a terbinafina. Outro fato importante observado no estudo foi que o fenótipo 

resistente foi revertido após a linhagem transformada ser subcultivada na ausência 

de terbinafina por várias gerações, o que levou a perda dos plasmídeos contendo o 

gene salA. 

A resistência para a terbinafina em dermatófitos tem sido associada a 

mutação na enzima esqualeno epoxidase. Yamada et al. (2017) avaliaram a 

susceptibilidade de 2.056 isolados de T. rubrum e T. interdigitale frente a terbinafina 

e observaram que menos de 1% apresentaram perfil de resistência para este 

antifúngico. Ao avaliar a sequência gênica da enzima, mutações pontuais foram 

encontradas em quatro posições responsáveis pelo fenótipo de resistência. 

De fato, linhagens de T. rubrum mutadas em diferentes resíduos de 

aminoácidos da enzima foram responsáveis pelo perfil de menor susceptibilidade a 

terbinafina (OSBORNE et al., 2005). Na prática, essas mutações levam a alterações 

estruturais e menor capacidade de ligação da terbinafina à proteína, sem causar 

disfunção na biossíntese de ergosterol (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; YAMADA et 

al., 2017; SCHOSLER et al., 2018). 

Para os azólicos, fármacos comumente utilizados na prática clínica para o 

tratamento de dermatofitoses, foram estabelecidos mecanismos de resistência por 

meio do aumento do efluxo da droga (CERVELATTI et al., 2006; FACHIN et al., 

2006; PAIÃO et al., 2007) e da superexpressão da lanosterol 14-α-demetilase (YU et 
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al., 2007). A superexpressão da enzima faz com que seja necessária uma 

quantidade maior de moléculas azólicas para haver efetividade e inibir o crescimento 

do microrganismo (CANNON et al., 2009; ZAVREL; WHITE, 2015).  

De forma geral, o evento mais comum está relacionado ao aumento de efluxo 

da droga do meio intracelular para o meio extracelular, tendo sua ocorrência 

evidenciada para diferentes classes de antifúngicos, como a griseofulvina 

(CERVELATTI et al., 2006; FACHIN et al., 2006; PAIÃO et al., 2007), anfotericina B 

(YU et al., 2007) e a acriflavina (FACHIN et al., 2006; PAIÃO et al., 2007).  

Acredita-se que o aumento do efluxo de drogas se dê em decorrência da 

superexpressão de bombas de efluxo pertencentes aos complexos proteicos ABC 

(ATP-Binding Cassette) e MFS (Major Facilitator Superfamily) (CANNON et al., 2009; 

SHAPIRO et al., 2011; KHANDELWAL et al., 2016).  

A superfamília ABC abrange três famílias relacionadas ao efluxo de 

compostos tóxicos: a MDR (do inglês “Multidrug resistance” – resistência a múltiplas 

drogas), a proteína associada a MDR (MRP - Multidrug Resistance-associated 

Protein) e as famílias de resistência aos medicamentos pleiotrópicos (PDR – 

Pleiotropic Drug Resistance) (COLEMAN; MYLIONAKIS, 2009). 

A análise da sequência genômica de diferentes dermatófitos revelou um 

grupo homogêneo dos transportadores do tipo ABC, sugerindo uma baixa 

diversidade genética com apenas alguns genes exclusivos para cada espécie 

analisada (BURMESTER et al., 2011; MARTINEZ et al., 2012). Tal fato indica que 

apesar dos fatores fenotípicos e da singularidade adaptativa verificada para cada 

espécie, os genes que codificam estes transportadores atuam de modo equivalente 

(GADZALSKI et al., 2016). 

O estudo das bombas de efluxo em um isolado clínico de T. rubrum 

submetido a um tratamento mutagênico demostrou que o fungo foi capaz de 

apresentar resistência in vitro simultaneamente à griseofulvina e ao tioconazol, 

sugerindo um fenômeno de resistência a múltiplas drogas (FACHIN; MAFFEI; 

MARTINEZ-ROSSI, 1996; PEREIRA; FACHIN; MARTINEZ-ROSSI, 1998). 

Com o avanço das técnicas de biologia molecular e a descoberta dos genes 

TruMDR1 e TruMDR2 em T. rubrum que codificam diferentes bombas de efluxo do 

tipo ABC, tornou-se possível compreender que a superexpressão do gene TruMDR1 

frente à vários medicamentos não relacionados estruturalmente sugere sua 

participação em eventos de efluxo de drogas no fungo (CERVELATTI et al., 2006).  
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Além disso, quando o fungo foi exposto a antifúngicos como a griseofulvina, 

ao benomil e a vários azólicos, foi possível observar um aumento na transcrição do 

gene TruMDR2 (PAIÃO et al., 2007), o que configura um mecanismo de resistência 

cruzada. A resistência cruzada ocorre quando um mecanismo de resistência 

referente a uma droga também propicia resistência a outras moléculas de diferentes 

grupos químicos (SNELDERS et al., 2012; FARIA-RAMOS et al., 2014; ROCHA et 

al., 2016; ROSSI et al., 2016; BASTOS et al., 2018). Desta forma, quando um 

microrganismo é exposto a distintas pressões, um mecanismo de resistência a uma 

determinada droga, que foi selecionado evolutivamente, pode conferir resposta a 

uma outra droga quimicamente diferente (KRAAIJEVELD et al., 2012). Mais 

recentemente Monod et al. (2019) demonstraram elucidaram outro transportador do 

tipo ABC em T. rubrum: o TruMDR3. No estudo, foi verificado que a superexpressão 

do gene está diretamente associada ao perfil de resistência de T. rubrum frente a 

azólicos. 

De modo similar, Kano (2021) demonstrou o aumento na expressão gênica de 

MDR4 e PDR1 em linhagens de Trichophyton indotineae resistentes a terbinafina, 

demonstrando que as bombas de efluxo codificadas por estes diferentes genes 

podem estar envolvidas na menor susceptibilidade ao antifúngico.  

A organização das células fúngicas é outro fator que pode ser importante no 

perfil de resistência e/ou tolerância aos antifúngicos. Por exemplo, a estruturação 

das células em biofilmes está associada a um aumento da resistência à terapia 

antifúngica (COSTA-ORLANDI et al., 2014).  

Os biofilmes possuem uma organização complexa em que as células fúngicas 

estão envolvidas em uma matriz extracelular, o que lhes confere proteção física, 

visto que a estrutura protege a comunidade microbiana contra drogas e resposta 

imunológica do hospedeiro. Além disso, esse perfil de organização contribui para o 

surgimento de células persistentes, uma subpopulação capaz de tolerar 

concentrações mais altas de medicamentos (FANNING; MITCHELL, 2012; 

ROBBINS; CAPLAN; COWEN, 2017). Acredita-se que o biofilme atua como fonte de 

persistência e resistência antifúngica em casos de onicomicose (BURKHART; 

BURKHART; GUPTA, 2002; GUPTA; DAIGLE; CARVIEL, 2016). Costa-Orlandi et al. 

(2014) demonstram a capacidade de dermatófitos formarem biofilme in vitro, assim 

como Brilhante et al. (2017) reproduziram essa organização em um modelo in vitro 

de onicomicose utilizando fragmentos de unha. 
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O papel do gene stuA foi avaliado na maturação de biofilme de T. interdigitale 

(BITENCOURT et al., 2021). Os autores demonstraram que linhagens nocauteadas 

para stuA apresentaram maior tempo de maturação de biofilme quando comparado 

a linhagem selvagem. Acredita-se que esse perfil está relacionado a ocultação de 

ligantes da parede celular, o pode impactar no reconhecimento desta linhagem pelo 

hospedeiro (KERNIEN et al., 2017).  

A produção de artroconídios por dermatófitos também é associada a 

resistência aos antifúngicos. Artroconídios são produzidos pela fragmentação das 

hifas e são considerados como principal modo de transmissão da dermatofitose 

(GUPTA; KOHLI, 2003), sendo mais resistentes aos antifúngicos quando comparado 

a hifas (ARRESE; PIERARD-FRANCHIMONT; PIERARD, 2001) e aos microconídios 

(COELHO et al., 2008). 

Portanto, salienta-se que a resistência a uma droga particular pode ocorrer 

por mais de um mecanismo e, provavelmente, sob certas circunstâncias, eles são 

ativados simultaneamente (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

3 OBJETIVO GERAL  

 

O objetivo geral desta tese foi avaliar a influência da exposição a antifúngicos 

clínicos na susceptibilidade, fisiologia, virulência e estresse oxidativo e nitrosativo 

em agentes causadores de dermatofitose.  

No intuito de facilitar a leitura do documento, o presente trabalho foi 

subdividido em dois capítulos. No primeiro capítulo, serão contemplados os aspectos 

relativos à caracterização e à interação patógeno-hospedeiro de linhagens de 

dermatófitos com diferentes perfis de susceptibilidade aos antifúngicos itraconazol e 

terbinafina. Já no segundo capítulo, será abordado o papel do estresse oxidativo e 

nitrosativo dos antifúngicos clínicos amorolfina e ciclopirox olamina no tratamento de 

linhagens do dermatófito Trichophyton interdigitale. Os objetivos específicos de cada 

capítulo serão apresentados em suas respectivas seções.   
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CAPÍTULO I - INFLUÊNCIA DA EXPOSIÇÃO A ANTIFÚNGICOS CLÍNICOS NA 

SUSCEPTIBILIDADE, FISIOLOGIA, VIRULÊNCIA DE Trichophyton 

 

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar o perfil de susceptibilidade de linhagens de dermatófitos aos antifúngicos 

itraconazol e terbinafina em meio sólido e em caldo;  

- Selecionar linhagens de dermatófitos menos susceptíveis aos antifúngicos 

itraconazol e terbinafina; 

- Selecionar linhagens de dermatófitos menos susceptíveis após 10 passagens em 

meio na ausência do antifúngico;  

- Avaliar a influência da exposição aos antifúngicos na germinação dos conídios, na 

conidiação e no crescimento dos dermatófitos na ausência e presença dos 

antifúngicos; 

- Avaliar a influência da exposição aos antifúngicos na resistência cruzada a outros 

antifúngicos e a interferência destas drogas na germinação de conídios e 

crescimento do fungo; 

- Avaliar o crescimento conidial e micelial das linhagens na presença de dodecil 

sulfato de sódio, cloreto de sódio, vermelho congo, calcoflúor, peróxido de 

hidrogênio e sorbitol; 

- Avaliar e comparar a expressão de genes MDR2, MDR3 e ERG11 entre as 

diferentes linhagens;  

- Avaliar a influência da resistência na patogenicidade dos dermatófitos, como na 

formação de biofilme, interação com macrófagos e em modelo de infecção murino. 
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4 METODOLOGIA 

 

O fluxo experimental e o resumo das metodologias empregadas no Capítulo 1 

estão descritas no esquema representativo abaixo (Figura 1).  

 

Figura 1. Desenho experimental do fluxograma e dos experimentos realizados no Capítulo 1 deste 

trabalho.  

 

 

Inicialmente, a susceptibilidade de linhagens de Trichophyton que não foram 

previamente expostas (NE) aos antifúngicos foi determinada em meio sólido para 

itraconazol e terbinafina. Em seguida, os dermatófitos foram expostos a 

concentrações crescentes de itraconazol ou terbinafina, resultando na seleção de 

linhagens menos susceptíveis a itraconazol (AI) e terbinafina (AT). Então, as 

linhagens AI e AT foram subcultivadas por 100 dias na ausência dos antifúngicos, 

originando as linhagens menos susceptíveis ao itraconazol e subcultivadas por 10 

passagens na ausência do itraconazol (10pI) e menos susceptíveis a terbinafina e 

subcultivadas por 10 passagens na ausência da terbinafina (10pT). 

Na sequência, foi determinada a susceptibilidade das linhagens NE, AI, AT, 

10pI e 10pT em caldo. Com base no perfil de susceptibilidade, algumas linhagens 
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foram selecionadas para os ensaios subsequentes. Estes experimentos avaliaram o 

crescimento, a conidiação, a germinação, a exposição a agentes estressores e 

antifúngicos, a produção de biofilme, o conteúdo de ergosterol e de peroxidação 

lipídica, a expressão gênica, a interação com macrófagos e a infecção em modelo 

murino de dermatofitose.  

 

4.1 MICRORGANISMOS 

 

Foram utilizadas dezesseis linhagens de dermatófitos pertencentes à coleção 

de microrganismos do Laboratório de Micologia do Departamento de Microbiologia 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

(ICB/UFMG).  

Para a espécie T. interdigitale, foi utilizada a amostra de referência ATCC 

9533 e dez isolados clínicos. Para T. rubrum, utilizou-se a linhagem de referência 

ATCC 28189 e quatro isolados clínicos, conforme relacionado no quadro abaixo.  

 

Quadro 1. Relação das amostras utilizadas neste estudo. 

Número Amostra Espécie Origem 

1 ATCC 9533 Trichophython interdigitale Amostra de referência 

2 TM I Trichophython interdigitale Isolado clínico 

3 TM II Trichophython interdigitale Isolado clínico 

4 TM III Trichophython interdigitale Isolado clínico 

5 TM IV Trichophython interdigitale Isolado clínico 

6 TM 312 Trichophython interdigitale Isolado clínico 

7 TM 716 Trichophython interdigitale Isolado clínico 

8 TM 786 Trichophython interdigitale Isolado clínico 

9 TM 855 Trichophython interdigitale Isolado clínico 

10 TM 865 Trichophython interdigitale Isolado clínico 

11 TM 917 Trichophython interdigitale Isolado clínico 

12 ATCC 28189 Trichophython rubrum Amostra de referência 

13 TR III Trichophython rubrum Isolado clínico 

14 TR 320 Trichophython rubrum Isolado clínico 

15 TR 855 Trichophython rubrum Isolado clínico 

16 TR 916 Trichophython rubrum Isolado clínico 

ATCC: American Type Culture Collection 

 



51 
 

O estoque das culturas foi mantido em Castellani (CASTELLANI, 1939) a 

temperatura de –20 ºC. Previamente a cada experimento, as linhagens foram 

repicadas a partir das amostras armazenadas a –20 ºC para placas de Petri 

contendo meio ágar batata dextrose (ABD).   

 

4.2 MEIOS DE CULTURA  

 

Os meios ABD e caldo batata dextrose (CBD) foram utilizados para repique 

das culturas fúngicas utilizadas nos ensaios. Para o processo de seleção das 

linhagens menos susceptíveis e para a determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) por meio do método de microdiluição em meio sólido, foi utilizado o 

meio ABD suplementado com os antifúngicos itraconazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, USA) e terbinafina (Sigma-Aldrich), em concentrações dependentes da 

CIM.  

O meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), desenvolvido no Roswell Park Memorial 

Institute, pH 7,0 tamponado com ácido morfolino-propano-sulfônico (MOPS) 0,165 M 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) foi utilizado para a determinação da CIM 

por meio do método de microdiluição em caldo, de acordo com o documento M-38-

A2 estabelecido pelo Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI).  

Para os ensaios que envolveram cultura de macrófagos derivados de medula 

óssea (BMDM), foi utilizado o meio RPMI 1640 (HyClone, LGC Biotecnologia) 

suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM de glutamina, 25 mM de 

HEPES pH 7,2, 100 unidades/mL de penicilina G potássica e 30% de sobrenadante 

de cultura de células L-929.  

 

4.3 PREPARO DO INÓCULO 

 

O inóculo fúngico foi preparado a partir de culturas de dermatófitos incubadas 

por 7 dias a 28 °C em tubos contendo meio ABD inclinado para a produção de 

conídios.  

As colônias de fungos foram cobertas com 5 mL de solução salina estéril 

(0,85% NaCl) acrescida de 1% de Tween 80 para obtenção de uma suspensão. A 

suspensão foi homogeneizada em vórtex e a mistura de fragmentos de conídios e 

hifas filtrada em filtros Qualy (14 µm; São José dos Pinhais, PR, Brasil), que retêm 
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fragmentos de hifas e permitem a passagem apenas dos microconídios. Em 

seguida, o inóculo foi quantificado em hemocitômetro e ajustado de acordo com a 

concentração previamente estabelecida para cada ensaio.  

Para o ensaio de determinação da CIM por microdiluição em meio RPMI 

1640, a quantificação se deu por meio do ajuste das densidades das suspensões em 

espectrofotômetro a um comprimento de onda de 520 nm e uma transmitância de 70 

a 72%, que corresponde à concentração de 2 x 106 a 4 x 106 UFC/mL. Em seguida, 

as suspensões ajustadas foram homogeneizadas durante 15 segundos em vórtex, 

diluídas na proporção 1:50 em meio RPMI 1640, para se obter o inóculo 2x 

concentrado (4 x 104 a 8 x 104 conídios/mL). O inóculo (2x) foi, posteriormente, 

diluído a 1:1 quando inoculado, chegando-se à concentração final desejada (2 x 104 

a 4 x 104 conídios/mL) (SANTOS; HAMDAN, 2005). 

 

4.4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DOS DERMATÓFITOS AOS ANTIFÚNGICOS 

TERBINAFINA E ITRACONAZOL POR DILUIÇÃO EM MEIO SÓLIDO 

 

Para determinação da CIM por diluição em meio sólido, placas de Petri 

contendo ABD foram suplementadas com os antifúngicos itraconazol e terbinafina. 

Para o itraconazol, as placas foram suplementadas com o antifúngico nas seguintes 

concentrações: 0,06, 0,12, 0,25, 0,50, 1,00, 2,00 e 4,00 µg/mL. Para a terbinafina, as 

concentrações do antifúngico nas placas foram 0,003, 0,007, 0,01, 0,03, 0,06, 0,12 e 

0,25 µg/mL. As concentrações foram escolhidas com base em estudos prévios em 

que foi determinada a susceptibilidade de dermatófitos frente a estes dois 

antifúngicos (BARROS; SANTOS; HAMDAN, 2007).  

Em seguida, cada placa recebeu um inóculo de 105 conídios. As placas foram 

incubadas por 7 dias a 28 ºC e após este período foi determinada a CIM dos 

antifúngicos frente as diferentes linhagens. A CIM em meio sólido foi considerada 

como a menor concentração do antifúngico capaz de inibir 100% do crescimento 

fúngico (OLIVEIRA et al., 2011).  
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4.5 SELEÇÃO DE LINHAGENS MENOS SUSCEPTÍVEIS AOS ANTIFÚNGICOS 

ITRACONAZOL E TERBINAFINA 

 

 A seleção de linhagens menos susceptíveis aos antifúngicos itraconazol e 

terbinafina se deu conforme esquema descrito na Figura 2.  

 

Figura 2. Esquema representativo do processo de seleção de linhagens menos susceptíveis aos 

antifúngicos itraconazol e terbinafina. CMA = concentração máxima alcançada.  

 

 

Fonte: O autor (2021) 

 

 Após a determinação da CIM em meio sólido (item 4.4), um inóculo de 105 

conídios de cada linhagem foi colocado em placas de ABD previamente 

suplementadas com concentrações subinibitórias (CIM/4) dos antifúngicos 

itraconazol ou terbinafina. As placas foram incubadas por 10 dias a 28 ºC. 

 Em caso de crescimento fúngico, o inóculo foi novamente preparado. Parte do 

volume de inóculo preparado foi armazenada a –20 ºC em meio CBD com 20% de 

glicerol e outra parte foi ajustada a concentração de 105 conídios e transferida para 
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uma nova placa contendo ABD suplementado com uma concentração do antifúngico 

2x maior que a anterior. Este processo ocorreu de forma contínua até alcançar uma 

concentração de cada antifúngico que fosse capaz de inibir totalmente o crescimento 

fúngico.  

 Após inibição total do crescimento fúngico, a concentração anterior em que 

houve crescimento de cada linhagem frente a cada antifúngico foi denominada como 

a Concentração Máxima Alcançada (CMA). Determinada a CMA, os fungos foram 

novamente repicados em ABD suplementados com os antifúngicos itraconazol ou 

terbinafina em suas respectivas CMAs. As linhagens com menor susceptibilidade 

aos antifúngicos receberam, em sua nomenclatura, o acréscimo das siglas AI 

(adaptada ao itraconazol, ou seja, menos susceptível) ou AT (adaptada a terbinafina 

- menos susceptível) (GHELARDI et al., 2014). 

 Estabelecidas as CMAs para cada linhagem de fungo, as linhagens AI e AT 

foram novamente subcultivadas em meio ABD na ausência de qualquer antifúngico 

para avaliar a estabilidade do perfil de menor susceptibilidade, conforme descrito na 

Figura 3.  

 

Figura 3. Esquema representativo do processo de análise da estabilidade da susceptibilidade das 

linhagens após 10 passagens em meio ABD na ausência dos antifúngicos itraconazol ou terbinafina 

(10p).  

 

 

Fonte: O autor (2021) 
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Para tanto, as linhagens foram repicadas por 100 dias, havendo troca de meio 

de cultura a cada 10 dias. Ao final, essas linhagens receberam, em sua 

nomenclatura, o acréscimo das siglas 10pI (menos susceptíveis ao itraconazol e 

após 10 passagens em meio ABD) e 10pT (menos susceptíveis a terbinafina e após 

10 passagens em meio ABD) (FERREIRA et al., 2015). 

 

4.6 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DAS LINHAGENS MENOS SUSCEPTÍVEIS 

AOS ANTIFÚNGICOS TERBINAFINA E ITRACONAZOL POR DILUIÇÃO EM MEIO 

SÓLIDO 

 

Placas de Petri contendo ABD foram suplementadas com concentrações dos 

antifúngicos que variaram de 0,06 a 4,00 µg/mL e 0,007 a 0,50 µg/mL, para o 

itraconazol e terbinafina, respectivamente.  

 As linhagens AI e AT foram novamente crescidas em ABD suplementado com 

os antifúngicos nas CMAs previamente estabelecidas, e incubadas a 28 ºC por 7 

dias. Após este período, o inóculo fúngico foi preparado e 105 conídios de cada 

linhagem foram dispensados nas placas para determinação da CIM das linhagens AI 

e AT por meio do método de diluição em meio sólido. A CIM foi determinada 

levando-se em consideração a menor concentração do antifúngico capaz de inibir 

100% do crescimento fúngico (OLIVEIRA et al., 2011). 

 

4.7 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DOS DERMATÓFITOS AOS ANTIFÚNGICOS 

TERBINAFINA E ITRACONAZOL POR MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

 

A avaliação da sensibilidade dos dermatófitos frente à terbinafina e ao 

itraconazol foi realizada do método de microdiluição em caldo segundo o documento 

M38-A2 proposto pelo CLSI (CLSI, 2012), com modificações. 

Inicialmente, foram preparadas soluções-estoque de cada antifúngico na 

concentração de 2000 µg/mL em dimetilsulfóxido (DMSO) (Gibco-BRL, Grand Island, 

NY, USA). Posteriormente, as soluções-estoque dos antifúngicos foram diluídas em 

meio RPMI 1640. Por meio de diluições seriadas, foram obtidas concentrações que 

variaram de 0,03 a 16 μg/mL para o itraconazol e 0,001 a 1 μg/mL para a terbinafina. 

Na sequência, alíquotas de 100 μL de cada diluição foram distribuídas nos orifícios 

da placa de microdiluição de 96 poços.  
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Em seguida, o inóculo foi preparado e ajustado (SANTOS; HAMDAN, 2005). 

O teste de susceptibilidade foi realizado em placas com 96 poços de fundo chato 

esterilizadas. Um volume de 100 μL de cada diluição seriada foi dispensado nos 

poços das placas de microdiluição. Em seguida, foram adicionados 100 μL do 

inóculo das linhagens não expostas, menos susceptíveis aos antifúngicos e após 10 

passagens em meio ABD, resultando em um volume final de 200 μL/poço.  

Cada placa continha um controle positivo, em que havia apenas o inóculo na 

ausência do antifúngico e um controle negativo, onde foi dispensado apenas o meio 

RPMI 1640, sem inóculo e antifúngico. Posteriormente, as placas foram incubadas a 

28 °C por 7 dias (CLSI, 2012). 

A leitura foi realizada pela observação visual da inibição de crescimento em 

cada poço, comparada com o crescimento observado no poço do controle positivo. 

Para o itraconazol, a CIM foi considerada como a menor concentração capaz de 

inibir 80% do crescimento fúngico. Já para a terbinafina, a CIM foi a menor 

concentração capaz de inibir 100% de crescimento (CLSI, 2012). O experimento foi 

realizado em duplicata técnica e biológica. 

 

4.8 CARACTERIZAÇÃO DAS LINHAGENS NÃO EXPOSTAS, MENOS 

SUSCEPTÍVEIS AO ITRACONAZOL E A TERBINAFINA E APÓS 10 PASSAGENS 

EM MEIO ABD 

 

Devido aos resultados de CIM em meio RPMI 1640, optou-se por dar 

continuidade aos ensaios utilizando apenas as linhagens II, 865 e 917, com seus 

respectivos clones menos susceptíveis ao itraconazol (AI) e após dez passagens em 

meio ABD pós-exposição ao itraconazol (10pI). Previamente a cada ensaio, as 

linhagens, mantidas em Castellani (CASTELLANI, 1939) a -20 ºC, foram repicadas 

em ABD ou ABD suplementado com itraconazol na CMA da linhagem e incubadas a 

28 ºC por 10 dias.  

 

4.8.1 Crescimento em meio sólido 

 

O crescimento radial foi mensurado em placas de Petri 90 × 15 mm contendo 

meio ABD na ausência e na presença de itraconazol em suas respectivas CMAs. 

Para tanto, 10 µL de cada inóculo previamente preparado e ajustado (105 
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conídios/mL) foi colocado no centro das placas. Além disso, discos de 8 mm 

contendo micélio das diferentes linhagens foram colocados nos centros das placas. 

Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C por 7 dias. O diâmetro da colônia foi 

mensurado com auxílio de uma régua milimetrada após 7 dias de incubação, 

selecionando sempre o maior diâmetro possível (ACHTERMAN et al., 2011). A 

velocidade média de crescimento e a porcentagem de crescimento em relação ao 

controle (fungo crescido na ausência de itraconazol) das diferentes linhagens foram 

determinados. Para determinação da velocidade média, utilizou-se a razão do 

crescimento radial sobre o número de dias de crescimento fúngico (mm/dia).  

 

4.8.2 Germinação de conídios 

 

A partir do inóculo das diferentes linhagens previamente preparados e 

ajustados (106 conídios/mL), 10 µL da suspensão de inóculo foi colocada em 990 µL 

de CSD, homogeneizada em vórtex por 15 segundos e incubada a 28 ºC por 24 

horas. De forma similar, o ensaio foi realizado em CSD suplementado com 

itraconazol em concentrações subinibitórias (½ CIM) para as diferentes linhagens. 

Após o período de 24 horas, alíquotas de cada linhagem foram tomadas e o número 

de conídios germinados e não germinados foi determinado utilizando um 

hemocitômetro. O percentual de conídios germinados foi calculado para cada grupo 

experimental com base no número de conídios germinados em 100 conídios 

contados em hemocitômetro (LIU et al., 2007). 

 

4.8.3 Conidiação 

 

A produção de conídios das linhagens II, IIAI e II10pI foi avaliada. A opção por 

avaliar somente estas linhagens se deu com base nos resultados observados para a 

velocidade de crescimento na ausência e presença do itraconazol. Para tanto, 105 

conídios foram dispensados em placas contendo meio ABD e incubados a 28 ºC por 

7 dias. Após este período, a cultura fúngica foi recoberta com 3mL de PBS, 

fragmentada por uma alça e o número de conídios na suspensão foi quantificado por 

meio de um hemocitômetro (ACHTERMAN et al., 2011).  
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4.8.4 Tolerância a xenobióticos 

 

Para avaliar a tolerância das diferentes linhagens frente a diferentes 

antifúngicos e fontes de estresse de membrana, osmótico e oxidativo, placas de 

Petri contendo ABD foram suplementadas com diferentes xenobióticos. Foram 

utilizados os estressores de membrana celular: dodecil sulfato de sódio (SDS, 

0,001%), terbinafina (0,001 µg/mL), cloreto de sódio (NaCl, 0,1 M), itraconazol (0,25 

µg/mL), anfotericina B (0,12 µg/mL), amorolfina (0,12 µg/mL), ciclopirox olamina 

(1,00 µg/mL) e cetoconazol (0,50 µg/mL). Os estressores de parede celular 

utilizados foram vermelho congo (Congo, 50 µg/mL), calcoflúor (CCF, 5,00 µg/mL) e 

caspofungina (CAS, 0,03 µg/mL). Além disso, o estabilizando osmótico sorbitol (0,8 

M) também foi utilizado. Para avaliar o estresse oxidativo, foi empregado o peróxido 

de hidrogênio (HP, 0,01 mM).  

Em seguida, inóculo das diferentes linhagens foram preparados e ajustados 

na concentração de 106 conídios/mL. A partir desta suspensão, diluições seriadas 

(na base de 10 vezes) foram preparadas em PBS estéril. Cada placa recebeu 10 µL 

de conídios de cada linhagem nas concentrações de 105, 104 e 103 conídios/mL. 

Além disso, discos de 8 mm contendo micélio das diferentes linhagens foram 

colocados nos centros das placas. Em seguida, as placas foram incubadas a 28 °C 

por 72 horas. Após incubação, as placas foram fotografadas (FERNANDES et al., 

2016).  

Para o crescimento micelial, foi determinado o percentual de crescimento de 

cada linhagem nos diferentes estressores e antifúngicos quando comparado a seu 

crescimento em meio ABD. O crescimento micelial em meio suplementado com CCF 

foi determinado apenas para as linhagens II, IIAI e II 10pI. A opção por avaliar 

somente estas linhagens se deu com base nos resultados observados para a 

velocidade de crescimento na ausência e presença do itraconazol. 

 

4.8.5 Quantificação de biomassa do biofilme 

 

Linhagens não expostas, menos susceptíveis aos antifúngicos e após 10 

passagens em meio ABD foram crescidas em meio ABD em suas respectivas 

condições e incubadas a 28 °C por 7 dias. O inóculo foi preparado e ajustado a uma 

concentração final de 1 x 106 conídios/mL em hemocitômetro. Em seguida, cada um 
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dos poços de uma placa de 96 poços recebeu 105 conídios diluídos em meio RPMI 

1640.  

As placas foram incubadas sem agitação a 37 °C por 3 dias. Após a formação 

do biofilme, o meio de cultura foi removido e o conteúdo do poço cuidadosamente 

lavado com PBS 1x por três vezes. Após secagem à temperatura ambiente, 100 μL 

de solução de cristal violeta (0,5%) foram adicionados aos poços da placa e 

deixados por 5 minutos. Os poços foram lavados com água destilada estéril para 

remover o excesso do corante. A massa do biofilme foi descorada por meio da 

adição de 100 μL de solução de etanol a 95% em cada poço. A solução de etanol foi 

suavemente homogeneizada com uma pipeta Pasteur.  

 A solução de cada poço foi transferida para uma nova placa para leitura em 

espectrofotômetro (Multiskan Spectrum, v 1.2, Thermo Scientific) a um comprimento 

de onda de 570 nm. A absorbância está diretamente relacionada à quantidade de 

biomassa do biofilme formado pelas diferentes linhagens (COSTA-ORLANDI et al., 

2014).  

 

4.8.6 Quantificação de matriz extracelular do biofilme 

 

O biofilme foi formado em placas de 96 poços (item 4.8.5) e a matriz 

extracelular foi corada com 50 μl de solução de safranina por cinco minutos. Após 

esse período, os poços foram lavados com água destilada estéril e as placas lidas 

em espectrofotômetro a um comprimento de onda de 492 nm (Multiskan Spectrum, v 

1.2, Thermo Fisher Scientific). A absorbância está diretamente relacionada ao 

conteúdo de matriz extracelular formada pelas diferentes linhagens (SEIDLER; 

SALVENMOSER; MULLER, 2008). 

 

4.8.7 Quantificação de atividade metabólica do biofilme 

 

A atividade metabólica do biofilme formado por II, IIAI e II 10pI foi quantificada 

(BITENCOURT et al., 2021). Um inóculo de 105 conídios previamente ajustado em 

RPMI 1640 de cada linhagem foi colocado em placas de 96 poços e as placas foram 

incubadas a 37 ºC sem agitação por 24, 72 e 120 horas. A atividade metabólica dos 

biofilmes foi determinado usando o ensaio de redução de XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-

nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida). Ao final de cada período de 
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incubação, 50 µL de solução XTT (1 mg/mL) junto a 4 µL de solução de menadiona 

(1 mM) foi adicionado a cada poço seguido de incubação a 37 °C durante 3 horas. 

Em seguida, o sobrenadante foi transferido para uma nova placa e o absorbância foi 

mensurada em espectrofotômetro (Multiskan Spectrum, v 1.2, Thermo Fisher 

Scientific) a um comprimento de onda de 450 nm. A mudança colorimétrica em 

biofilmes fúngicos se correlaciona com a viabilidade celular.  

 

4.8.8 Quantificação de ergosterol 

 

Vinte miligramas de massa fúngica de cada linhagem foi coletada, 

armazenada em tubos onde foram adicionados 3 mL de solução etanólica de 

hidróxido de potássio (25%), seguido por 1 minuto de agitação em vórtex. 

Posteriormente, os tubos foram incubados em banho-maria a 85 °C por 1 hora e 

resfriados à temperatura ambiente.  

Os esteróis foram extraídos por meio da adição de 3 mL de n-heptano 

(Sigma-Aldrich) e 1 mL de água destilada esterilizada seguida de agitação vigorosa 

em vórtex por 3 minutos. O sobrenadante foi coletado, armazenado em placas de 96 

poços que foram lidas em espectrofotômetro (Multiskan Spectrum, v 1.2, Thermo 

Fisher Scientific) a 282 e 230 nm junto a uma curva padrão de ergosterol (Sigma-

Aldrich). A absorbância foi posteriormente convertida em conteúdo de ergosterol 

com base na curva padrão (ARTHINGTON-SKAGGS et al., 2000). Além disso, foi 

determinado o conteúdo de ergosterol constitutivo por meio de uma razão entre o 

conteúdo de ergosterol da linhagem AI ou 10pI sob o conteúdo da linhagem não 

exposta ao antifúngico. A linhagem II crescida em ABD suplementado com peróxido 

de hidrogênio (HP; 0,01 mM) foi utilizada como controle.  

 

4.8.9 Peroxidação lipídica 

 

Os produtos da peroxidação lipídica foram mensurados por meio das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). O centrifugado foi congelado e 

homogeneizado em 1mL de ácido fosfórico 1,1% congelado. O homogenato (0,4mL) 

foi homogeneizado com 0,4mL de uma solução contendo 1% de ácido tiobarbitúrico 

(Sigma–Aldrich), 50mM de NaOH e 0,1mM de butilhidroxitolueno (BHT) e com 0,2mL 

de uma solução com 7% de ácido fosfórico (todas as soluções foram mantidas 
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geladas durante a manipulação). Em seguida, as amostras (pH 1,5) foram aquecidas 

por 15 minutos a 98°C. Após resfriamento em gelo adicionou-se 1,5mL de butanol. O 

homogenato foi agitado vigorosamente e centrifugado por 5 minutos em 2000 g. A 

fase orgânica foi adicionada em cubetas de vidro e mensuradas as absorbâncias a 

532nm (Multiskan Spectrum, v 1.2, Thermo Fisher Scientific).  A solução de ácido 

tiobarbitúrico foi trocada por uma solução de HCl a 3mM para o branco (FERREIRA 

et al., 2013). Os valores de TBARS foram expressos usando o coeficiente de 

extinção molar de 156 mM-1 cm-1. A linhagem II crescida em ABD suplementado 

com peróxido de hidrogênio (HP; 0,01 mM) foi utilizada como controle positivo de 

peroxidação. 

 

4.9 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS GENES MDR2, MDR3, ERG11 E RPB2 

 

4.9.1 Extração do RNA 

 

As linhagens II, IIAI e II 10pI (104 conídios) foram cultivadas por 72 horas em 

100mL de CSD sob agitação (100 rpm) a 28 ºC. Além disso, um grupo com as 

linhagens II, IIAI e II 10pI expostas a ITR em concentração subinibitória (0,12 µg/mL 

para II e 0,50 µg/mL para IIAI e II 10pI) por 30 minutos foi incluído. Após este 

período, o conteúdo foi filtrado e a massa fúngica seca armazenada a -80 ºC. A 

amostra das diferentes linhagens (100 mg) foi macerada em cadinhos de porcelana 

com auxílio de nitrogênio líquido a fim de facilitar o rompimento da parede celular. O 

RNA foi extraído por meio do reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific) conforme 

as instruções do fabricante. A concentração de RNA foi quantificada em Nanodrop 

(Thermo Fisher Scientific) e ajustada para 1000 µg/mL. Em seguida, o RNA foi 

tratado com DNAse por 30 minutos a 37 ºC, e a enzima foi inativada com a adição 1 

µl de 50mM EDTA e incubada a 65 ºC por 10 minutos.  

 

4.9.2 Síntese de cDNA 

 

Para a síntese do cDNA foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit M-MLV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific), seguindo 

as instruções do fabricante. O cDNA resultante foi diluído em 50 μl de água ultra 
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pura livre de RNAse e utilizado como molde nas reações de PCR em tempo real 

(qPCR). 

 

4.9.3 qPCR 

 

Foi avaliada a expressão dos genes MDR2, MDR3 e ERG11. O gene de 

referência RPB2 foi utilizado como controle endógeno para normalização dos dados 

(JACOB et al., 2012). Os primers utilizados e suas respectivas sequências de 

oligonucletídeos e referências de onde foram retiradas estão descritos na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Relação, sequências e referências dos primers utilizados para qPCR. 

 Primer Forward Reverse Referência 

Gene de controle 

endógeno 
RPB2 

TGCAGGAGCTGG

TGGAAGA 

GCTGGGAGGTACT

GTTTGATCAA 
Jacob et al. (2012) 

Bombas de 

efluxo MDR 

MDR2 
TGACTCTGAATC

CGA 

GTCGGTGAGCAAC

AG 
Fachin et al. (2006) 

MDR3 
GATGCATCCTGC

AAAGTACG 

AGGCTCCTTGGTG

CTTGAC 
Monod et al. (2019) 

Enzima lanosterol 

14-α-demetilase 
ERG11 

CACTTCCTTGCC

CTGTAGAGATC 

GGAGTTTTCAATGT

CAGCAAGGTTT 
Komoto et al. (2015) 

 

A quantificação foi realizada usando o sistema QuantiStudio1 (Thermo Fisher 

Scientific), e as reações foram preparadas com SYBR Green e PCR Master Mix (Life 

Technologies, Waltham, MA, EUA). ROX foi utilizado como normalizador para o sinal 

de fluorescência. O método de quantificação relativa (2-∆∆Ct) foi utilizado para calcular 

alterações na expressão gênica (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Todas as reações 

foram realizadas em duplicata técnica e biológica.  

 

4.10 QUESTÕES ÉTICAS 

 

O protocolo de experimentação animal foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob o 

protocolo 228/2019 (Anexo 1).  



63 
 

Na experimentação foram utilizados camundongos convencionais fêmeas de 

6 a 8 semanas de idade da linhagem BALB/c. Os animais tiveram acesso a ração 

sólida e água ad libitum.  

Para os experimentos, os camundongos foram mantidos em gaiolas modelo 

ALE. MIL.01.03 (Alesco), no biotério do Departamento de Microbiologia do 

ICB/UFMG. Um ciclo diurno/noturno de 12 h foi mantido no biotério, assim como 

aeração e temperatura controladas. A manutenção, assim como o uso dos animais 

nos experimentos foi conduzida respeitando as normas estabelecidas pelo Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal (2006).  

 

4.11 INTERAÇÃO DAS LINHAGENS NÃO EXPOSTAS, MENOS SUSCEPTÍVEIS 

AO ITRACONAZOL E A TERBINAFINA E APÓS 10 PASSAGENS EM MEIO ABD 

COM MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MEDULA ÓSSEA (BMDM) 

 

4.11.1 Obtenção de macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) e desafio 

com linhagens não expostas, menos susceptíveis aos antifúngicos e após 10 

passagens em meio ABD  

 

As células precursoras de macrófagos foram obtidas da medula óssea de 

camundongos BALB/c. Os animais foram anestesiados e eutanasiados e os fêmures 

e tíbias cuidadosamente extraídos e adicionados a um tubo de 15mL de 

polipropileno contendo PBS 1x estéril e, posteriormente, deixados em etanol 70% 

por 1 minuto. Utilizando-se meio RPMI 1640 e uma seringa com agulha 0,70 x 25 

mm, as células foram removidas e transferidas para um tubo de polipropileno estéril.   

Para a diferenciação de macrófagos derivados da medula óssea, as células 

foram ressuspensas em 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SFB, 

2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100 unidades/mL de penicilina G 

potássica e também com 30% de sobrenadante de cultura de células L-929. O 

sobrenadante de células L-929 contém quantidade significativa de Fator Estimulante 

de Colônias de Macrófagos (M-CSF, do inglês Macrophage-Colony Stimulating 

Factor) que é um fator de crescimento essencial para a diferenciação de células 

progenitoras em macrófagos.  

A suspensão de células foi colocada em placas de Petri e incubada em 

estufas com 5% CO2 a 37 ºC por 7 dias, sendo o meio renovado a cada 48 horas. Ao 
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sétimo dia em cultura, o sobrenadante foi descartado e a cultura de células na placa 

lavada com 5 mL de PBS 1x estéril para eliminar as células não aderentes. 

Posteriormente, foram adicionados 3 mL de PBS/EDTA 10 mM à cultura na placa, 

seguido de incubação em gelo por 10 minutos.  

As células aderidas à placa, já diferenciadas em macrófagos, foram 

ressuspensas e transferidas para um tubo de polipropileno estéril. Os BMDM foram 

centrifugados a 200 x g por 5 minutos a 4 °C e ressuspensos em 5 mL de meio 

RPMI 1640 contendo 10% SFB, 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100 

unidades/mL de penicilina G potássica e 5% de sobrenadante de cultura de células 

L929. As células viáveis foram contadas em hemocitômetro usando azul de Trypan, 

plaqueadas em placas de cultura de 24 e 96 poços de acordo com os objetivos 

propostos, seguido de incubação em estufa a 37 °C e atmosfera a 5% CO2. Após 

vinte e quatro horas, as células foram utilizadas para os ensaios 

(WEISCHENFELDT; PORSE, 2008). 

Para desafiar os macrófagos no ensaio de fagocitose, produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) e peroxinitrito (PRN), atividade fungicida, exocitose e 

produção de óxido nítrico (NO) foram preparadas culturas de conídios das linhagens 

não expostas, menos susceptíveis aos antifúngicos e após 10 passagens em meio 

ABD em suas respectivas condições e incubadas a 28 °C por 7 dias. O inóculo 

fúngico foi ajustado para a concentração de 1 x 106 conídios/mL e adicionado à 

cultura de macrófagos na concentração de 2 x 105 células/mL (proporção 5:1 de 

conídios para macrófagos).  

 

4.11.2 Ensaio de fagocitose  

 

O ensaio de fagocitose foi realizado em placas de 24 poços com lamínulas 

circulares (13 mm de diâmetro) previamente colocadas nas bases dos poços 

(PERFECT et al., 2010).  

Após a infecção dos macrófagos, nos tempos de 2 e 6 horas, o sobrenadante 

da cultura foi removido e as células aderidas às lamínulas coradas com corante 

Panótico Rápido (Laborclin, Paraná, Brasil), conforme sugerido pelo fabricante, para 

visualização da fagocitose e determinação do índice fagocítico (RIBEIRO et al., 

2017). O índice fagocítico foi calculado com base no número de conídios 

internalizados a cada 100 macrófagos contabilizados (conídios/100Φ). 
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4.11.3 Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

peroxinitrito (PRN) pelos macrófagos  

 

A quantidade endógena de ROS e PRN foi mensurada por um ensaio 

fluorimétrico utilizando uma sonda específica (SOARES et al., 2011). No tempo de 2 

e 6 horas pós-desafio, a suspensão de macrófagos e conídios foi incubada por 30 

minutos com 2,7-dichlorofluorescina diacetato (DCFH-DA; Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e dihidrorodamina 123 (DHR 123; Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA), para dosagem de ROS e PRN, respectivamente. 

A fluorescência foi mensurada em fluorímetro (Synergy 2 SL Luminescence 

Microplate Reader; Biotek), utilizando comprimentos de onda de excitação e de 

emissão de 500 nm (SANTOS et al., 2014). Os dados foram expressos como 

unidades arbitrárias de fluorescência (UA) sob o número de fungos recuperados 

(UFC) do interior dos macrófagos lisados nos tempos de 2 e 6 horas (UA/UFC).  

 

4.11.4 Quantificação da produção de óxido nítrico (NO)  

 

A quantificação de óxido nítrico (NO) foi realizada segundo a metodologia de 

Griess (FRIEDMAN et al., 2008). A detecção usando o reagente de Griess foi usada 

para determinar os níveis residuais de nitrito no sobrenadante das culturas coletado 

no tempo de 2 e 6 horas pós-desafio. A adição de ácido sulfanílico e N-(1-naftil)-

etilenodiamina ao sobrenadante gera um produto de coloração mensurada em 

espectofotômetro (Multiskan Spectrum, v 1.2, Thermo Fisher Scientific) no 

comprimento de onda de 548 nm. A leitura da absorbância foi realizada junto a uma 

curva padrão de nitrito. A absorbância foi posteriormente convertida em conteúdo de 

óxido nítrico com base na curva padrão. 

 

4.11.5 Atividade fungicida e taxa de proliferação intracelular (IPR) 

  

Para investigar a capacidade dos macrófagos em controlar a proliferação 

fúngica após fagocitose, avaliou-se a atividade fungicida dos macrófagos (MA et al., 

2009). Para tanto, o ensaio de atividade fungicida foi realizado em placas de 24 

poços e conídios não internalizados pelos macrófagos presentes no sobrenadante 
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foram removidos a partir da lavagem dos poços nos tempos de 2 e 6 horas pós-

desafio com 500 µL de PBS 1x, por 2 vezes. Em seguida, os macrófagos foram 

lisados com 200 µL de água esterilizada e incubados por 30 minutos a 37 °C. Após o 

período de incubação, o lisado foi coletado e plaqueado em ABD a 28 ºC por 3 dias 

para a contagem e determinação de UFC/mL. Esse valor foi utilizado para 

determinação de unidades arbitrárias de fluorescência (UA) sob o número de fungos 

recuperados (UFC) do interior dos macrófagos (UA/UFC).  

Além disso, foi determinada a taxa de proliferação intracelular (IPR) para cada 

linhagem. Para tanto, realizou-se a razão do número de fungos recuperados do 

interior do macrofágo no tempo de 6 horas sob o tempo de 2 horas (RIBEIRO et al., 

2017).   

 

4.11.6 Exocitose 

 

 Para avaliar a capacidade de exocitose dos conídios das diferentes linhagens 

de dermatófitos testadas foi realizado um ensaio de exocitose. Para tanto, 3 horas 

pós-desafio, a cultura foi lavada com 500 µL de PBS 1x, por 2 vezes, para total 

remoção dos conídios presentes no sobrenadante e 500 µL de um novo meio de 

cultura foi colocado em cada poço. A placa foi novamente incubada em estufa a 37 

°C e atmosfera a 5% CO2. Após 3 horas, o sobrenadante foi plaqueado em meio 

ABD e as placas foram incubadas a 28 ºC por 3 dias para determinação de UFC/mL. 

 

4.12 INTERAÇÃO DAS LINHAGENS NÃO EXPOSTAS, MENOS SUSCEPTÍVEIS 

AO ITRACONAZOL E A TERBINAFINA E APÓS 10 PASSAGENS EM MODELO 

MURINO DE DERMATOFITOSE 

 

4.12.2 Grupos experimentais 

 

 Para o experimento em modelo murino, estabeleceram-se nove grupos: 

animais infectados com a (i) linhagem II, (ii) linhagem IIAI, (iii) linhagem II10pI, (iv) 

linhagem 865, (v) linhagem 865AI, (vi) linhagem 86510pI, (vii) linhagem 917, (viii) 

linhagem 917AI e (iv) linhagem 91710pI. Cada grupo tinha um total de seis animais. 
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4.12.2 Tricotomia, infecção e recuperação de carga fúngica da pele  

 

Uma área de 2 × 2 cm2 das costas dos camundongos foi raspada e marcada 

com um bisturi estéril. Conídios (106 células/animal) foram inoculados nos tecidos 

cutâneos e subcutâneos em quatro pontos da área raspada, com um volume 

máximo de 100 µL por animal.  

Sete dias pós-infecção, os animais foram eutanasiados após anestesia com 

cetamina/xilazina (100 / 10 mg/kg) e a áreas raspadas da pele foram assepticamente 

recolhidas e pesadas (CARMO et al., 2020). A carga fúngica foi determinada por 

maceração da pele com 1,0 mL de PBS 1x, e 50 µL da suspensão foram plaqueados 

em ABD e incubados a 28 ºC por 3 dias. Os resultados foram expressos como 

unidades formadoras de colônias por grama de pele (UFC/g). 

 

4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados foram analisados por meio do Software Prism 6 (GrapPad Inc., San 

Diego, CA, USA) utilizando a análise de variância (ANOVA), seguido do teste de 

Tukey e, para as curvas de crescimento, foi determinada a área sob a curva. Os 

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA DO ITRACONAZOL E TERBINAFINA 

PARA AS LINHAGENS NÃO EXPOSTAS, AI e AT, DETERMINADA PELO 

MÉTODO DE DILUIÇÃO EM MEIO SÓLIDO 

 

As CIMs do itraconazol e terbinafina em meio sólido para as linhagens não 

expostas (NE) e menos susceptíveis aos antifúngicos (AI e AT) estão sumarizadas 

na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima (CIM) do itraconazol (ITR) e terbinafina (TERB) para 

diferentes linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE) e menos susceptíveis ao 

itraconazol (AI) e a terbinafina (AT), determinada pelo método de diluição em meio sólido. Os valores 

de CIM em negrito e entre parênteses indicam o aumento da CIM comparado a respectiva linhagem 

NE. 

Linhagem 

CIM (µg/mL) 

ITR TERB 

NE AI NE AT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 0,500 0,500 0,007 0,007 

I 0,500 1,000 (2x) 0,003 0,007 (2x) 

II 0,500 1,000 (2x) 0,003 0,014 (4x) 

III 0,500 1,000 (2x) 0,007 0,007 

IV 0,250 1,000 (4x) 0,003 0,003 

312 0,500 1,000 (2x) 0,003 0,003 

716 0,250 0,500 (2x) 0,007 0,007 

786 0,500 1,000 (2x) 0,007 0,014 (2x) 

855 0,250 0,500 (2x) 0,003 0,003 

865 0,500 2,000 (4x) 0,003 0,007 (2x) 

917 0,500 1,000 (2x) 0,007 0,007 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 0,500 0,500  0,003 0,003 

320 0,500 0,500 0,003 0,007 (2x) 

III 0,500 1,000 (2x) 0,007 0,007 

855 0,500 0,500 0,003 0,003 

916 0,250 0,500 0,003 0,003 
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As linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas aos antifúngicos 

apresentaram CIM entre 0,250 e 0,500 µg/mL para o itraconazol e entre 0,003 e 

0,007 µg/mL para terbinafina.  

Para o itraconazol, a maior parcela das linhagens (70,58%) apresentou CIM 

aumentada, em no mínimo duas vezes, quando comparado à CIM da linhagem não 

exposta. Para as linhagens AI, a CIM variou entre 0,500 e 2,000 µg/mL. Já para as 

linhagens AT, a CIM variou entre 0,003 e 0,01 µg/mL, de forma que 29,41% das 

linhagens apresentaram CIM maiores quando comparado a CIM das respectivas 

linhagens não expostas (Tabela 2).  

A concentração máxima alcançada (CMA) das linhagens NE, AI e AT também 

foi determinada (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Concentração máxima alcançada (CMA) do itraconazol (ITR) e terbinafina (TERB) para 

diferentes linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE) e menos susceptíveis ao 

itraconazol (AI) e a terbinafina (AT), determinada pelo método de diluição em meio sólido.  

Linhagem 

CMA (µg/mL) 

ITR TERB 

NE AI NE AT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 0,250 0,250 0,003 0,003 

I 0,250 0,500 0,001 0,003 

II 0,250 0,500 0,001 0,007 

III 0,250 0,500 0,003 0,003 

IV 0,125 0,500 0,001 0,001 

312 0,250 0,500 0,001 0,001 

716 0,125 0,250 0,003 0,003 

786 0,250 0,500 0,003 0,007 

855 0,125 0,250 0,001 0,001 

865 0,250 1,000 0,001 0,003 

917 0,250 0,500 0,003 0,003 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 0,250 0,250  0,001 0,001 

320 0,250 0,250 0,001 0,003 

III 0,250 0,500 0,003 0,003 

855 0,250 0,250 0,001 0,001 

916 0,125 0,250 0,001 0,001 
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A CMA das linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas variou entre 

0,125 e 0,250 µg/mL para itraconazol e entre 0,001 e 0,003 µg/mL para terbinafina. 

Para as linhagens AI e AT, a CIM variou de 0,250 e 1,000 µg/mL para itraconazol e 

de 0,001 e 0,007 µg/mL para terbinafina (Tabela 3).  

 

5.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA DOS 

ANTIFÚNGICOS ITRACONAZOL, AMOROLFINA, CETOCONAZOL, CICLOPIROX 

OLAMINA E TERBINAFINA PARA AS LINHAGENS NÃO EXPOSTAS, AI, AT, 10pI e 

10pT PELO MÉTODO DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO 

 

As CIMs dos antifúngicos itraconazol, amorolfina, cetoconazol, ciclopirox 

olamina e terbinafina para as linhagens não expostas aos antifúngicos (NE) estão 

descritas nas Tabelas 4, 5, 6, 7 e 8.  
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Tabela 4. Concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico itraconazol (ITR) para diferentes 

linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE), menos susceptíveis ao itraconazol (AI) e 

a terbinafina (AT), e após 10 passagens em meio na ausência de itraconazol (10pI) e terbinafina 

(10pT) determinada pelo método de microdiluição em caldo. Os valores de CIM em negrito e entre 

parênteses indicam o aumento da CIM comparado a respectiva linhagem NE.  

Linhagem 

CIM (µg/mL) 

ITR 

NE  AI 10pI AT 10pT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 0,250 0,250 ND 0,500 (2x) ND 

I 0,250 0,250 ND 0,500 (2x) ND 

II 0,250 1,000 (4x) 1,000 (4x) 0,500 (2x) 1,000 (4x) 

III 0,500 0,500 ND 1,000 (2x) ND 

IV 0,250 0,250 ND 1,000 (4x) ND 

312 0,125 0,250 (2x) ND 0,500 (4x) ND 

716 0,250 0,250 ND 0,500 (2x) ND 

786 0,250 0,500 (2x) ND 0,500 (4x) ND 

855 0,125 0,500 (4x) ND 0,500 (4x) ND 

865 0,250 0,500 (2x) 0,500 (2x) 0,250 0,125 

917 0,125 0,500 (4x) 0,500 (4x) 0,125 ND 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 0,250 0,125 ND 0,500 (2x) ND 

320 0,250 0,250 ND 0,500 (2x) ND 

III 0,125 0,250 (2x) ND 0,500 (4x) ND 

855 0,125 0,125 ND 0,500 (4x) ND 

916 0,250 0,250 ND 0,500 (2x) ND 

ND: não determinado. 

 

A CIM das diferentes linhagens de T. interdigitale e T. rubrum variou entre 

0,125 e 0,500 µg/mL para o itraconazol. Para as linhagens T. interdigitale II AI, 312 

AI, 786 AI, 855 AI, 865 AI, 917 AI e de T. rubrum III AI foi maior quando comparado 

com a linhagem não exposta. Além disso, as linhagens T. interdigitale II 10pI, 865 

10pI e 917 10pI mantiveram o perfil de menor susceptibilidade mesmo após 

subcultivo na ausência do antifúngico.  

Para as linhagens AT, foi observado aumento da CIM em 14 das 16 linhagens 

avaliadas (87,50%). Já a linhagem T. interdigitale II 10pT exibiu manutenção do 

aumento da CIM (Tabela 4).  
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Tabela 5. Concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico amorolfina (AMO) para diferentes 

linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE), menos susceptíveis ao itraconazol (AI) e 

a terbinafina (AT), e após 10 passagens em meio na ausência de itraconazol (10pI) e terbinafina 

(10pT) determinada pelo método de microdiluição em caldo. Os valores de CIM em negrito e entre 

parênteses indicam o aumento da CIM comparado a respectiva linhagem NE.  

Linhagem 

CIM (µg/mL) 

AMO 

NE  AI 10pI AT 10pT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 0,250 0,250 ND 0,250 ND 

I 0,250 0,250 ND 0,500 (2x) ND 

II 0,250 0,250 0,250 0,500 (2x)  0,250 

III 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

IV 0,250 0,250 ND 0,250 ND 

312 0,062 0,250 (4x) ND 0,120 ND 

716 0,250 0,062 ND 0,060 ND 

786 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

855 0,125 0,500 (4x) ND 0,120 ND 

865 0,500 0,500 0,125 1,000 (2x) 0,125 

917 0,125 0,125 0,125 0,120 ND 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 0,125 0,125 ND 0,120 ND 

320 0,250 0,250 ND 0,250 ND 

III 0,250 0,250 ND 0,250 ND 

855 0,250 0,125 ND 0,120 ND 

916 0,250 0,250 ND 0,250 ND 

ND: não determinado. 

 

A CIM de amorolfina variou entre 0,062 e 1,000 µg/mL para as linhagens NE. 

Houve aumento da CIM para T. interdigitale 312 AI, 855 AI, I AT, II AT e 865 AT 

(Tabela 5).  
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Tabela 6. Concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico cetoconazol (CTZ) para diferentes 

linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE), menos susceptíveis ao itraconazol (AI) e 

a terbinafina (AT), e após 10 passagens em meio na ausência de itraconazol (10pI) e terbinafina 

(10pT) determinada pelo método de microdiluição em caldo. Os valores de CIM em negrito e entre 

parênteses indicam o aumento da CIM comparado a respectiva linhagem NE.  

 

Linhagem 

CIM (µg/mL) 

CTZ 

NE  AI 10pI AT 10pT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

I 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

II 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 

III 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

IV 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

312 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

716 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

786 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

855 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

865 0,500 1,000 (2x) 0,500 0,500 0,500 

917 0,500 1,000 (2x) 0,500 0,500 ND 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

320 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

III 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

855 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

916 0,500 0,500 ND 0,500 ND 

ND: não determinado. 

 

A CIM de T. interdigitale e T. rubrum variou entre 0,500 e 1,000 µg/mL para o 

cetoconazol. As linhagens T. interdigitale 865 AI e 917 AI exibiram aumento da CIM 

quando comparado com a linhagem não exposta (Tabela 6). 
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Tabela 7. Concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico ciclopirox olamina (CIC) para 

diferentes linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE), menos susceptíveis ao 

itraconazol (AI) e a terbinafina (AT), e após 10 passagens em meio na ausência de itraconazol (10pI) 

e terbinafina (10pT) determinada pelo método de microdiluição em caldo. Os valores de CIM em 

negrito e entre parênteses indicam o aumento da CIM comparado a respectiva linhagem NE.  

 

Linhagem 

CIM (µg/mL) 

CIC 

NE  AI 10pI AT 10pT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

I 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

II 2,000 2,000 2,000 4,00 (2x) 2,000 

III 4,000 4,000 ND 4,000 ND 

IV 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

312 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

716 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

786 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

855 1,000 2,000 (2x) ND 1,000 ND 

865 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000 

917 2,000 4,000 (2x) 2,000 2,000 ND 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

320 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

III 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

855 2,000 2,000 ND 2,000 ND 

916 1,000 1,000 ND 1,000 ND 

ND: não determinado. 

 

A CIM de ciclopirox olamina para T. interdigitale e T. rubrum variou de 1,000 a 

4,000 µg/mL. Houve aumento da CIM também para T. interdigitale 855 AI, 917 AI e II 

AT (Tabela 7). 
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Tabela 8. Concentração inibitória mínima (CIM) do antifúngico terbinafina (TERB) para diferentes 

linhagens de T. interdigitale e T. rubrum não expostas (NE), menos susceptíveis ao itraconazol (AI) e 

a terbinafina (AT), e após 10 passagens em meio na ausência de itraconazol (10pI) e terbinafina 

(10pT) determinada pelo método de microdiluição em caldo. Os valores de CIM em negrito e entre 

parênteses indicam o aumento da CIM comparado a respectiva linhagem NE.  

 

Linhagem 

CIM (µg/mL) 

TERB 

NE  AI 10pI AT 10pT 

T
. 
in

te
rd

ig
it
a
le

 

9533 0,010 0,010 ND 0,010 ND 

I 0,030 0,030 ND 0,060 (2x) ND 

II 0,030 0,030 0,030 0,060 (2x) 0,030 

III 0,120 0,120 ND 0,120 ND 

IV 0,030 0,030 ND 0,030 ND 

312 0,010 0,010 ND 0,010 ND 

716 0,003 0,003 ND 0,003 ND 

786 0,060 0,060 ND 0,060 ND 

855 0,060 0,060 ND 0,060 ND 

865 0,060 0,060 0,060 0,250 (4x) 0,060 

917 0,120 0,250 (2x) 0,120 0,120 ND 

T
. 
ru

b
ru

m
 

28189 0,030 0,030 ND 0,030 ND 

320 0,060 0,060 ND 0,250 (2x) ND 

III 0,120 0,120 ND 0,120 ND 

855 0,120 0,120 ND 0,120 ND 

916 0,060 0,060 ND 0,060 ND 

ND: não determinado. 

 

A CIM de terbinafina variou de 0,003 a 0,030 µg/mL para T. interdigitale e T. 

rubrum. Além disso, a CIM foi elevada para 917 AI, I AT, II AT, 865 AT e 320 AT 

(Tabela 8). 
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5.3 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AOS ANTIFÚNGICOS E DO ITRACONAZOL NO 

CRESCIMENTO RADIAL DOS DERMATÓFITOS  

 

 O crescimento radial dos conídios e do micélio das linhagens II, II AI, II 10pI, 

865, 865 AI, 865 10pI, 917, 917 AI e 917 10pI na ausência e presença de itraconazol 

(0,25 µg/mL) foi mensurado (Figura 4). 
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Figura 4. Efeito da exposição aos antifúngicos e do itraconazol no crescimento dos fungos. 

Crescimento radial (mm) dos conídios (A, C e E) e do micélio (B, D e F) das linhagens II, II AI, II 10pI, 

865, 865 AI, 865 10pI, 917, 917 AI e 917 10pI em ágar batata dextrose (ABD) e na presença de 

itraconazol (0,25 µg/mL; ABD + ITR).  

* Diferença significativa em relação as linhagens II, 865 ou 917 no mesmo meio de cultura.  

# Diferença significativa em relação as linhagens II AI, 865 AI ou 917 AI no mesmo meio de cultura.  

& Diferença significativa em relação ao mesmo grupo no meio de cultura sem itraconazol (ABD).  
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Para o crescimento conidial na presença do antifúngico, a linhagem II AI 

apresentou maior crescimento, enquanto II 10pI exibiu menor crescimento. As 

linhagens II AI e II 10pI apresentaram menor crescimento micelial na ausência de 

itraconazol (Figura 4.A-B).  
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 Na avaliação do crescimento conidial, a linhagem 865 AI apresentou maior 

crescimento em ambos os meios de cultura. Também houve aumento do 

crescimento micelial para 865 AI em meio sem antifúngico. Por outro lado, foi 

observado menor crescimento desta linhagem em meio suplementado com 

itraconazol. A linhagem 865 10pI apresentou menor crescimento micelial e conidial 

na ausência e na presença de itraconazol (Figura 4.C-D).  

A linhagem 917 AI apresentou maior crescimento conidial e micelial na 

ausência do antifúngico. Na presença de itraconazol, houve maior crescimento 

micelial e menor crescimento conidial da linhagem 917 AI. Já a linhagem 917 10pI 

exibiu menor crescimento conidial e micelial na presença do antifúngico (Figura 4.E-

F). Além disso, a velocidade média de crescimento dos conídios e do micélio de 

cada uma das linhagens na ausência e presença de itraconazol foi determinada 

(Tabela 9).  

 

Tabela 9. Velocidade média (mm/dia) de crescimento das linhagens II, 865, 917 e seus respectivos 

clones menos susceptíveis (AI) e após 10 passagens em meio na ausência de itraconazol (10pI) em 

ágar batata dextrose (ABD) e na presença de itraconazol (ABD + ITR). Os valores entre parênteses 

indicam o percentual de crescimento da linhagem sob o respectivo controle em meio na ausência de 

itraconazol.  

* Diferença significativa em relação a linhagem não exposta ao antifúngico (II, 865 ou 917) no mesmo 

meio de cultura.  

 

Velocidade média (mm/dia) 

Linhagem 
ABD ABD + ITR 

Conídio DP Micélio DP Conídio DP Micélio DP 

II 4,42 0,38 3,00 0,20 4,32 (94,55%) 0,56 0,57 (41,38%) 0,07 

II AI 4,28 0,20 3,42 0,20 4,25 (103,33%) 0,47 0,57 (37,50%) 0,07 

II 10pI 4,52 0,08 3,00 0,00 3,43 * (82,10%) 0,68 0,43 ** (39,07%) 0,07 

865 3,94 0,13 2,50 0,10 2,49 (62,63%) 0,37 0,71 (50,64%) 0,26 

865 AI 4,21 * 0,17 2,71 0,00 3,06 (125,04%) 0,30 0,64 (46,93%) 0,18 

865 10pI 3,94 0,08 2,50 0,10 1,83 (61,51%) 0,48 0,64 (49,36%) 0,08 

917 3,61 0,08 2,07 0,30 2,49 (17,33%) 0,33 0,71 (57,34%) 0,00 

917 AI 3,85 0,25 2,57 0,00 1,93 (13,67%) 0,56 0,71 (51,27%) 0,20 

917 10pI 3,71 0,57 2,21 0,10 1,96 (13,67%) 0,54 0,57 (50,70%) 0,11 

 

ABD: ágar batata dextrose; ITR: itraconazol; DP: desvio padrão.  

 

Os conídios da linhagem 865 AI apresentaram maior velocidade média de 

crescimento quando comparado com a linhagem 865 na ausência do itraconazol. 
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Em contrapartida, a linhagem II 10pI apresentou menor crescimento conidial e 

micelial na presença do antifúngico.  

 

5.4 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AOS ANTIFÚNGICOS E DO ITRACONAZOL NA 

GERMINAÇÃO DE CONÍDIOS 

 

 A germinação de conídios das linhagens não expostas aos antifúngicos, AI e 

10pI foi quantificada na ausência e presença do antifúngico itraconazol (0,25 µg/mL) 

(Figura 5).  
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Figura 5. Efeito da exposição aos antifúngicos e do itraconazol na germinação de conídios. 

Percentual de conídios germinados para as linhagens (A) II, (B) 865 e (C) 917 e seus respectivos 

clones AI e 10pI após 24 horas em caldo batata dextrose (CBD) e na presença de itraconazol (0,25 

µg/mL; CDB + ITR).  

* Diferença significativa em relação a linhagem não exposta ao antifúngico (II, 865 ou 917) no mesmo 

meio de cultura.  

# Diferença significativa em relação ao mesmo grupo, no meio de cultura sem itraconazol (ABD). 

& Diferença significativa em relação a linhagem AI no mesmo meio de cultura.  
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Na ausência do antifúngico, as linhagens II AI, II 10pI, 865 AI, 865 10pI e 917 

10pI apresentaram maior crescimento em relação as suas respectivas linhagens não 

expostas aos antifúngicos (Figura 5.A-C). Na presença do itraconazol, a linhagem 

865 AI apresentou menor crescimento em relação a linhagem 865 (Figura 5.B).  

 

5.5 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AO ITRACONAZOL NA CONIDIAÇÃO 

 

A conidiação das linhagens II, II AI e II 10pI foi mensurada (Figura 6). 

 

Figura 6. Efeito da exposição aos antifúngicos e do itraconazol na conidiação. Número de 

conídios (conídios/mL) produzidos pelas linhagens II, II AI e II 10pI após 7 dias em ágar batata 

dextrose (ABD). 

* Diferença significativa em relação a linhagem II.  

# Diferença significativa em relação a linhagem II AI. 
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A conidiação foi diminuída para a linhagem II AI e, ainda mais reduzida para a 

linhagem II 10pI quando comparado a linhagem não exposta ao antifúngico (Figura 

6).  

 

5.6 EFEITO DE XENOBIÓTICOS E OUTROS ANTIFÚNGICOS NO CRESCIMENTO 

CONIDIAL E MICELIAL 

 

5.6.1 Xenobióticos que atuam na Parede Celular e Sorbitol 

 

O crescimento conidial das linhagens II, II AI, II 10pI, 865, 865 AI, 865 10pI, 

917, 917 AI e 917 10pI em ABD, CAS, SORB, CCF e Congo e a porcentagem de 
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crescimento micelial em relação ao meio ABD micelial foram determinados (Figura 

7). 

 

Figura 7. Efeito da exposição aos antifúngicos e do itraconazol no crescimento dos fungos na 

presença de estressores de parede celular e do estabilizante osmótico sorbitol. Crescimento 

conidial das linhagens (A) II, (B) 865 e (C) 917 e seus respectivos clones AI e 10pI nas concentrações 

de 105, 104 e 103 UFC/mL em ágar batata dextrose (ABD) e na presença de caspofungina (CAS), 

sorbitol (SORB), calcoflúor (CCF) e vermelho congo (congo). Porcentagem do crescimento micelial 

das linhagens (D) II, (E) 865 e (F) 917 e seus respectivos clones AI e 10pI em CAS, Congo, SORB e 

CCF em relação ao controle (crescimento em meio ABD). 

* Diferença significativa em relação a linhagem não exposta ao antifúngico (II, 865 ou 917);  

# Diferença significativa em relação a linhagem IIAI, 865AI ou 917AI. 
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No crescimento micelial, a linhagem II AI exibiu maior razão quando 

comparado a linhagem não exposta na presença de CAS e CCF. Já a linhagem II 

10pI apresentou maior razão de crescimento em CAS, SORB e CCF (Figura 7.D). 

No que diz respeito ao grupo 865, foi observada diferença estatística da linhagem 

865 AI em relação a 865 em SORB (Figura 7.E). Entre a linhagem 917 e seus 

clones, nenhuma diferença foi observada (Figura 7.F). 

 

5.6.2 Xenobióticos que atuam na Membrana Celular e Conteúdo de Ergosterol 

 

O crescimento conidial e micelial das linhagens II, II AI e II 10pI foi 

determinado em ABD, AMB, CET, CIC, ITR e TERB. O conteúdo de ergosterol e a 

razão deste conteúdo sob o grupo controle também foi quantificado (Figura 8). 

 

Figura 8. Efeito da exposição aos antifúngicos na susceptibilidade a compostos e agentes 

antifúngicos que atuam na membrana celular. (A) Crescimento de conídios das linhagens II, II AI e 

II 10pI em ágar batata dextrose (ABD) e na presença de anfotericina B (AMB), cetoconazol (CET), 

ciclopirox (CIC), itraconazol (ITR), terbinafina (TERB), dodecil sulfato de sódio (SDS) e cloreto de 

sódio (NaCl). (B) Razão do crescimento micelial das linhagens II, II AI e II 10pI em meio ABD 

suplementado com AMB, CET, ITR, TERB, SDS, NaCl e amorolfina (AMO) sobre o controle 

(crescimento em meio ABD). (C) Conteúdo de ergosterol (µg/mL) das linhagens II, IIA e II10p e (D) 

razão do conteúdo de ergosterol das linhagens II AI e II 10pI sobre a linhagem II.  

* Diferença significativa em relação a linhagem II.  

# Diferença significativa em relação a linhagem II AI.  
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A linhagem II AI apresentou razão de crescimento micelial maior que a do 

controle diante dos xenobióticos CET, ITR e TERB. Já a linhagem II 10pI exibiu este 

mesmo comportamento frente a AMB, CET, CIC, ITR, TERB, SDS, NaCl e AMO. 

(Figura 7.B). Além disso, foi observado que essa linhagem possui um maior 

conteúdo de ergosterol quando comparado a linhagem II e II AI (Figura 7.C-D).  

 

Figura 9. Efeito da exposição aos antifúngicos na susceptibilidade a compostos e a agentes 

antifúngicos que atuam na membrana celular. (A) Crescimento de conídios das linhagens 865, 865 

AI e 865 10pI em ágar batata dextrose (ABD) e na presença de anfotericina B (AMB), cetoconazol 

(CET), ciclopirox (CIC), itraconazol (ITR), terbinafina (TERB), dodecil sulfato de sódio (SDS) e cloreto 

de sódio (NaCl). (B) Razão do crescimento micelial das linhagens 865, 865 AI e 865 10pI em meio 

ABD suplementado com AMB, CET, ITR, TERB, SDS, NaCl e amorolfina (AMO) sobre o controle 

(crescimento em meio ABD). (C) Conteúdo de ergosterol (µg/mL) das linhagens 865, 865A e 86510p 

e (D) razão do conteúdo de ergosterol das linhagens 865 AI e 865 10pI sobre a linhagem 865.  

* Diferença significativa em relação a linhagem 865.  

# Diferença significativa em relação a linhagem 865 AI.  
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A linhagem 865 AI apresentou menor razão de crescimento micelial quanto 

comparado a 865 em AMB (Figura 9.B). A linhagem 865 10pI apresentou razão 

diferente da linhagem AI em AMB, CIC, TERB, NaCl e AMO. O conteúdo de 

ergosterol foi significativamente maior nas linhagens 865 AI e 865 10pI (Figura 9.C). 

Em contrapartida, a linhagem 865 10pI apresenta um conteúdo menor de ergosterol 

em relação ao controle e significativamente menor que a 865 AI (Figura 9.D).  

 

Figura 10. Efeito da exposição aos antifúngicos na susceptibilidade a compostos e a agentes 

antifúngicos que atuam na membrana celular. (A) Crescimento de conídios das linhagens 917, 917 

AI e 917 10pI em ágar batata dextrose (ABD) e na presença de anfotericina B (AMB), cetoconazol 

(CET), ciclopirox (CIC), itraconazol (ITR), terbinafina (TERB), dodecil sulfato de sódio (SDS) e cloreto 

de sódio (NaCl). (B) Razão do crescimento micelial das linhagens 917, 917 AI e 917 10pI em meio 

ABD suplementado com AMB, CET, ITR, TERB, SDS, NaCl e amorolfina (AMO) sobre o controle 

(crescimento em meio ABD). (C) Conteúdo de ergosterol (µg/mL) das linhagens 917, 917A e 91710p 

e (D) razão do conteúdo de ergosterol das linhagens 917 AI e 917 10pI sobre a linhagem 917.  

* Diferença significativa em relação a linhagem 917.  

# Diferença significativa em relação a linhagem 917 AI.  
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A razão de crescimento micelial foi maior em 917 AI e 917 10pI em AMB. Já 

em CIC, essa razão foi menor para 917 AI (Figura 10.B). Não houve diferença no 

conteúdo de ergosterol (Figura 10.C), mas o ergosterol constitutivo foi maior em 917 

10pI quando comparado a 917 AI (Figura 10.D).  

 

5.7 PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 

 

A peroxidação lipídica das diferentes linhagens foi determinada (Figura 11). 

 

Figura 11. Efeito da exposição aos antifúngicos na peroxidação lipídica. Quantificação da 

peroxidação lipídica das linhagens (A) II, (B) IIAI e (C) II 10pI.  

* Diferença significativa em relação a linhagem não exposta ao antifúngico (II, 865 ou 917).  

# Diferença significativa em relação a linhagem 865 AI.  
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Houve aumento da peroxidação lipídica da linhagem II AI quando comparado 

a sua respectiva linhagem não exposta ao antifúngico (Figura 11.A). Além disso, 

houve aumento da peroxidação em 865 AI e redução em 865 10pI quando 

comparado a 865 AI (Figura 11.B). 
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5.8 QUANTIFICAÇÃO DE BIOMASSA, MATRIZ EXTRACELULAR E ATIVIDADE 

METABÓLICA DO BIOFILME 

 

 A biomassa do biofilme e matriz extracelular formadas pelas diferentes 

linhagens foi quantificada (Figura 12).  

 

Figura 12. Efeito da exposição aos antifúngicos na produção de biofilme e matriz extracelular. 

(A, B, C) Biomassa do biofilme e (D, E e F) matriz extracelular das linhagens II, 865, 917 e seus 

respectivos clones AI e 10pI.   

* Diferença significativa em relação a respectiva linhagem não exposta ao antifúngico.  

# Diferença significativa em relação a respectiva linhagem AI. 
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 As linhagens II AI e II10pI apresentaram menor biomassa quando comparado 

a II (Figura 12.A). Já a linhagem 865 AI produziu maior biomassa quando 

comparado a 865 (Figura 12.B). No que diz respeito a matriz extracelular, a 

linhagem II 10pI apresentou menor produção quando comparado a linhagem II 

(Figura 12.D). Para as outras linhagens, não foi observada diferença (Figura 12.C, E 

e F).  

 Além disso, a atividade metabólica do biofilme das linhagens II, IIAI e II 10pI 

também foi quantificada (Figura 13). 
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Figura 13. Efeito da exposição aos antifúngicos na atividade metabólica de biofilme. (A) 

Cinética da atividade metabólica do biofilme de II, IIAI e II 10pI após 24, 72 e 120 horas de 

maturação. Atividade metabólica do biofilme após (B) 24, (C) 72 e (D) 120 horas de atividade.   

* Diferença significativa em relação a linhagem II.  

# Diferença significativa em relação a linhagem II AI. 
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 A atividade de II AI e II 10pI é reduzida no tempo de 24 horas (Figuras 13.A e 

B), mas para II 10pI há um aumento gradativo, de modo que ela se torna maior 

quando comparado a linhagem não exposta ao antifúngico nos tempos de 72 e 120 

horas (Figuras 13.A, C e D). 

 

5.9 EXPRESSÃO GÊNICA  

 

A expressão relativa dos genes ERG11, MDR2 e MDR3 foi determinada 

(Figura 14).  
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Figura 14. Expressão relativa dos genes (A) ERG11, (B) MDR2 e (C) MDR3 nas linhagens II, IIAI e II 

10pI não expostas e expostas ao itraconazol (ITR) por 30 minutos (ITR 30’). * Diferença significativa.  
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As linhagens II AI e II 10pI, assim como II, II AI expostas a ITR por 30 minutos 

tiveram maior expressão do gene ERG11 (Figura 14.A). Além disso, a linhagem II 

10pI exibiu maior expressão de MDR3 quando comparado a linhagem II AI (Figura 

14.C). 

 

5.10 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AOS ANTIFÚNGICOS NA INTERAÇÃO COM 

MACRÓFAGOS E NA SUSCEPTIBILIDADE AO ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 Para avaliar a influência da menor susceptibilidade aos antifúngicos na 

patogenicidade e na susceptibilidade ao estresse oxidativo, a interação das 

linhagens de dermatófitos com macrófagos derivados de medula óssea e o 

crescimento na presença de peróxido de hidrogênio foram avaliados. Os dados 

relativos à linhagem II e seus clones AI e 10pI estão descritos na Figura 15.  
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Figura 15. Efeito da exposição aos antifúngicos na interação de T. interdigitale e macrófagos e 

na susceptibilidade ao estresse oxidativo. (A) Índice fagocítico, (B) produção de NO, (C) razão 

UA/UFC de ROS e (D) de PRN, (E) exocitose (6h), (F) proliferação intracelular (IPR), (G) razão do 

crescimento micelial das linhagens II, II AI e II 10pI em meio ABD suplementado com peróxido de 

hidrogênio (HP) sobre o controle (crescimento em ABD) e (H) crescimento de conídios das linhagens 

II, II AI e II 10pI em meio contendo HP.  

* Diferença significativa em relação a linhagem II.  

# Diferença significativa em relação a linhagem II AI. 
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O índice fagocítico das linhagens II AI e II 10pI foi menor em ambos os 

tempos em relação a linhagem II (Figura 15.A). A produção de NO foi menor para II 

AI e II 10pI no tempo de 6 horas (Figura 15.B) e a razão UA/UFC de ROS e PRN foi 
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maior para II AI em 2 horas e maior para II 10pI em ambos os tempos (Figuras 15.C 

e 15.D). A exocitose foi aumentada para a linhagem II 10pI (Figura 15.E). Além 

disso, a taxa de proliferação intracelular (IPR) foi elevada para II AI e II 10pI (Figura 

15.F). A razão de crescimento micelial foi maior para II 10pI (Figura 15.G). Os 

mesmos ensaios foram realizados para a linhagem 865. Os resultados estão 

descritos na Figura 16. 

 

Figura 16. Efeito da exposição aos antifúngicos na interação de T. interdigitale e macrófagos e 

na susceptibilidade ao estresse oxidativo. (A) Índice fagocítico, (B) produção de NO, (C) razão 

UA/UFC de ROS e (D) de PRN, (E) exocitose, (F) proliferação intracelular (IPR), (G) razão do 

crescimento micelial das linhagens 865, 865 AI e 865 10pI em meio ABD suplementado com peróxido 

de hidrogênio (HP) sobre o controle (crescimento em ABD) e (H) crescimento de conídios das 

linhagens 865, 865 AI e 865 10pI em meio contendo HP.  

* Diferença significativa em relação a linhagem 865.  

# Diferença significativa em relação a linhagem 865 AI. 
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Houve menor índice fagocítico das linhagens 865 AI e 865 10pI em ambos os 

tempos quando comparado a linhagem não exposta ao antifúngico (Figura 16.A). A 

produção de NO foi aumentada apenas para 865 10pI em 6 horas (Figura 16.B). 

Além disso, houve maior razão UA/UFC e maior produção de NO para a linhagem 

865 10pI no tempo de 6 horas e de PRN para as linhagens 865 AI e 865 10pI neste 

mesmo tempo (Figuras 16.C e 16.D). A exocitose também foi maior para a linhagem 

865 10pI (Figura 16.E). A IPR foi menor em 865 AI e 865 10pI (Figura 16.F). 

Entretanto, o crescimento micelial não demonstrou diferença na presença de HP 

(Figura 16.G).  

 

Figura 17. Efeito da exposição aos antifúngicos na interação de T. interdigitale e macrófagos e 

na susceptibilidade ao estresse oxidativo. (A) Índice fagocítico, (B) produção de NO, (C) razão 

UA/UFC de ROS e (D) de PRN, (E) exocitose, (F) proliferação intracelular (IPR), (G) razão do 

crescimento micelial das linhagens 917, 917 AI e 917 10pI em meio ABD suplementado com peróxido 

de hidrogênio (HP) sobre o controle (crescimento em ABD) e (H) crescimento de conídios das 

linhagens 917, 917 AI e 917 10pI em meio contendo HP.  

* Diferença significativa em relação a linhagem 917.  

# Diferença significativa em relação a linhagem 917 AI. 
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A linhagem 917 10pI apresentou maior índice fagocítico no tempo de 6 horas 

(Figura 17.A). A produção de NO foi maior para 917 10pI no tempo de 6 horas 

(Figura 17.B) e a razão UA/UFC foi maior para 917 AI no tempo de 2 horas para 

ambas espécies reativas (ROS e PRN). Em contrapartida, a razão UA/UFC foi 

menor no tempo de 6 horas para 917 AI e 917 10pI também para ROS e PRN 

(Figuras 17.C e 17.D). A exocitose foi menor para as linhagens 917 AI e 917 10pI 

(Figura 17.E). A IPR foi maior para 917 AI (Figura 17.F) e nenhuma diferença foi 

observada no crescimento em HP.   

 

5.11 EFEITO DA EXPOSIÇÃO AOS ANTIFÚNGICOS NA PATOGENICIDADE EM 

MODELO MURINO DE DERMATOFITOSE 

 

A carga fúngica recuperada da pele dos animais infectados com as diferentes 

linhagens foi quantificada e os dados estão sumarizados na Figura 18. 

 

Figura 18. Efeito da exposição aos antifúngicos em modelo de infecção murino. Recuperação 

de carga fúngica de animais infectados com as linhagens não expostas aos antifúngicos (NE), AI e 

10pI. A recuperação ocorreu 7 dias pós-infecção.  

* Diferença significativa em relação a linhagem não exposta ao antifúngico.  

# Diferença significativa em relação a linhagem AI.  
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Para a linhagem II AI e II 10pI, houve menor recuperação de carga fúngica em 

comparação a linhagem II. O mesmo perfil foi observado para as linhagens 865 AI e 

865 10pI quando comparado a linhagem 865. No comparativo entre as linhagens 

917, 917 AI e 917 10pI, 917 AI foi menos recuperada em comparação a linhagem 

não exposta ao antifúngico (917) (Figura 18). 
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6 DISCUSSÃO 

 

O surgimento da resistência aos antifúngicos e a falha terapêutica decorrente 

desse processo trazem um problema de saúde pública (CATTÂNEO, 2008; 

SIONOV; CHANG; KWON-CHUNG, 2013). Em dermatófitos, a resistência envolve a 

participação de modificadores de enzimas-alvo, a superexpressão de bombas de 

efluxo e de proteínas relacionadas ao estresse (FACHIN et al., 2006; PAIÃO et al., 

2007; YU et al., 2007). Portanto, neste capítulo demonstramos a influência da 

exposição ao itraconazol (ITR) e a terbinafina (TERB) na susceptibilidade, fisiologia, 

interação com macrófagos e virulência em modelo murino.  

Inicialmente, observou-se que a exposição a ITR e a TERB acarreta menor 

susceptibilidade frente aos antifúngicos, sendo este processo mais recorrente em 

linhagens de Trichophyton expostas a ITR. Isso ocorreu provavelmente influenciado 

pela ação fungistática de ITR, o que pode ter resultado na seleção de 

subpopulações com diferentes perfis de susceptibilidade e contribuído com maior 

probabilidade para o processo de resistência a antifúngicos (FERREIRA et al., 

2004). Como TERB tem ação fungicida contra dermatófitos em baixas 

concentrações, a resistência é menos comum no tratamento com este antifúngico 

(GU et al., 2020).  

A menor susceptibilidade do fungo frente ao antifúngico a que ele foi exposto 

caracteriza um evento de resistência secundária (MARTINEZ-ROSSI et al., 2018). A 

resistência secundária se caracteriza por uma alteração na susceptibilidade da 

população fúngica frente a determinado antifúngico devido a sua exposição contínua 

ao fármaco durante o tratamento. Ela se desenvolve entre linhagens que 

anteriormente eram susceptíveis e têm esse perfil de susceptibilidade alterada após 

a exposição ao antifúngico (KANAFANI; PERFECT, 2008). Neste caso, foi verificado 

que linhagens expostas a ITR e a TERB tiveram a CIM aumentada em até quatro 

vezes quando comparado a suas respectivas linhagens não expostas aos 

antifúngicos, indicando um evento de menor susceptibilidade ou mesmo de 

resistência secundária.  

Além disso, foi observado que as linhagens com menor susceptibilidade a ITR 

e a TERB (AI e AT) exibiram aumento da CIM também para outros antifúngicos, em 

alguns casos de classes químicas diferentes. Esse processo caracteriza um evento 

denominado resistência cruzada e envolve, geralmente, mecanismos de eliminação 
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de drogas inespecíficos, como a superexpressão de bombas de efluxo (MARTINEZ-

ROSSI et al., 2008; BASTOS et al., 2018; YANG et al., 2019). 

Após cessada a exposição aos antifúngicos, as linhagens com menor 

susceptibilidade ao itraconazol (AI) exibiram manutenção da CIM para este 

antifúngico. Diferentemente do observado por Ghelardi et al. (2014), foi constatado 

que as linhagens de T. interdigitale mantiveram resistência mesmo após a remoção 

do estímulo de exposição ao antifúngico. Em alguns casos, a resistência cruzada 

também foi mantida, caracterizando um processo de resistência cruzada 

permanente (BASTOS et al., 2018). Neste estudo, a linhagem II 10pI manteve 

resistência cruzada para CET, AMO, CIC e TERB; a linhagem 865 10pI teve CIM 

aumentada também para CET, CIC e TERB; e 917 10pI exibiu manutenção da CIM 

para AMO. O fato de as linhagens permanecerem com o perfil de resistência 

secundária e resistência cruzada mesmo após cessada exposição a ITR sugere a 

seleção de clones com perfis de susceptibilidade diferenciados da linhagem não 

exposta ao antifúngico.  

A estratégia utilizada para selecionar linhagens resistentes no estudo já havia 

sido empregada na adaptação de linhagens de T. rubrum que, quando expostas a 

doses subinibitórias de ITR, TERB e amorolfina (AMO), selecionaram subpopulações 

das linhagens capazes de sobreviver em maiores concentrações de antifúngicos 

(GHELARDI et al., 2014). Verificado que estas linhagens exibiam perfil de 

susceptibilidade diferenciado, os parâmetros fisiológicos, a interação com 

macrófagos e a virulência em modelo murino foram analisados.  

Em relação às linhagens II, II AI e II 10pI, pode-se observar que IIA 

apresentou maior crescimento na presença de ITR e que esse perfil também ocorre 

para outros compostos que atuam na membrana, como CET e SDS; na parede 

celular fúngica, como CAS, Congo, CCF e o osmoprotetor SORB. Da mesma forma, 

II10p exibiu maior crescimento na presença de ITR e CET e outros compostos que 

atuam na membrana celular como AMB, CIC, SDS, TERB e NaCl. II10p também 

exibiu crescimento aumentado na presença de CAS, Congo, CCF e do protetor 

osmótico SORB.  

A menor susceptibilidade a drogas estruturalmente não relacionadas pode 

estar associada a superexpressão de bombas de efluxo. Para T. rubrum, foi 

demonstrado que o aumento da expressão de genes de três transportadores 

relacionados ao efluxo de drogas (TruMDR1, TruMDR2 e TruMDR3) estava 
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associada ao mecanismo de resistência a uma droga específica, mas eles também 

atuavam frente a drogas quimicamente diferentes e diversos estressores 

(CERVELATTI et al., 2006; PAIÃO et al., 2007; MARANHÃO et al., 2009; 

KRAAIJEVELD et al., 2012; MONOD et al., 2019). Desta forma, acredita-se que a 

capacidade de II 10pI crescer na presença de xenobióticos e antifúngicos com 

mecanismos de ação direcionados para diferentes alvos celulares pode estar 

associada a superexpressão do gene MDR3 que codifica uma bomba de efluxo da 

família ABC. Além disso, é possível que a capacidade de II 10pI crescer na presença 

de agentes cujo mecanismo de ação é direcionado para a membrana celular pode 

estar associada ao aumento do teor de ergosterol observado para esta linhagem. Já 

II AI, apesar de apresentar maior crescimento em ITR, CTZ e SDS, tem aumento no 

conteúdo de TBARS, indicando peroxidação lipídica (FERREIRA et al., 2013) 

provavelmente devido à exposição contínua a ITR. Esse fato pode explicar a 

diferença de susceptibilidade aos xenobióticos observada para essas duas 

linhagens. 

No intuito de compreender como as linhagens II AI e II 10pI exibiram maior 

tolerância a ITR e a outros compostos, foi avaliada a expressão dos genes ERG11, 

MDR2 e MDR3. Foi verificado que II AI e II 10pI apresentaram aumento da 

expressão gênica relativa de ERG11, gene que codifica a enzima lanosterol 14-α-

demetilase, alvo de ITR. O aumento da expressão de ERG11 também foi observado 

em Candida glabrata (RODRIGUES et al., 2017) e T. rubrum (DIAO et al., 2009) 

após o tratamento com voriconazol e itraconazol, respectivamente. Este perfil 

também foi observado para C. gattii exposto ao benomil, um fungicida ambiental 

(CARNEIRO et al., 2020). Mais recentemente, Gnat et al. (2021) observou a 

superexpressão de ERG11 em um pool de isolados de T. verrucosum resistentes ao 

fluconazol. Associado a manutenção dos níveis de ergosterol de II AI mesmo diante 

do aumento da peroxidação lipídica e ao aumento do conteúdo de ergosterol em II 

10pI, acredita-se que a superexpressão de ERG11 pode desempenhar um papel 

importante na resistência de T. interdigitale a ITR. 

Além disso, foi verificado o aumento da expressão de ERG11 a II e II AI 

expostas a ITR, sugerindo que uma breve exposição a ITR pode aumentar a 

expressão de ERG11 mesmo na linhagem não exposta ao antifúngico. De modo 

similar, Alizadeh, Khodavandi e Zalakian (2017) notaram expressão diferencial do 

gene ERG11 em linhagens de C. albicans resistentes após exposição ao fluconazol.  
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Na interação com fagócitos murinos, as linhagens II AI e II 10pI foram menos 

internalizadas pelos macrófagos e, consequentemente, menos recuperadas do seu 

interior. Em contrapartida, uma infecção com estas linhagens resultou em aumento 

da produção de ROS e PRN, espécies reativas com efetiva ação fungicida 

(MURRAY; WYNN, 2011; BALTAZAR et al., 2014).  

No intuito de verificar se a exposição ao ITR influencia na virulência de T. 

interdigitale em modelo murino, camundongos foram infectados com as diferentes 

linhagens. Houve menor recuperação das linhagens AI e 10pI quando comparado a 

seus respectivos clones não expostos aos antifúngicos.  

A menor carga fúngica de II AI e II 10pI em um modelo murino pode estar 

associada, entre outros fatores, à menor produção de biofilme observada para II AI e 

II 10pI. Diversas espécies de dermatófitos são capazes de produzir biofilmes 

robustos e essas estruturas influenciam diretamente na interação e adesão do fungo 

aos tecidos do hospedeiro e, consequentemente, na patogênese da micose 

(COSTA-ORLANDI et al., 2014; BRILHANTE et al., 2017). Além disso, houve maior 

produção de ROS e PRN por macrófagos para II AI e II 10pI. Portanto, apesar de 

apresentar maior IPR, o aumento da produção de espécies reativas pode explicar a 

menor recuperação da carga fúngica na pele de camundongos infectados com II AI e 

II 10pI. De fato, Baltazar et al. (2014) demostraram a importância da ação fagocítica 

e fungicida de macrófagos em camundongos infectados com T. rubrum, 

principalmente por meio da produção de ROS.  

Em relação as linhagens 865 AI, 865 10pI, 917 AI e 917 10pI, foi observado 

que elas apresentam maior crescimento na ausência de ITR. Para 865 AI este fato é 

corroborado pelo aumento na velocidade de crescimento e a maior germinação dos 

conídios. Desta forma, apesar de as linhagens exibiram menor susceptibilidade, 

quando expostas a ITR, elas têm o crescimento e a germinação diminuídas.  

Apesar de algumas semelhanças, estas linhagens exibem diferenças na 

interação com macrófagos. A fagocitose 865 AI e 10pI é diminuída, assim como 

ocorre com a IPR. A redução na IPR pode ser resultado do aumento da produção de 

compostos com atividade fungicida, como ROS e PRN, na fagocitose dessas 

linhagens e da menor capacidade de 865 AI crescer na presença de HP, uma 

espécie reativa de oxigênio. Para 917 AI, o perfil contrário foi observado. Além de 

apresentar maior crescimento em HP, a sua interação com macrófagos resulta em 

menor produção de ROS e PRN, o que pode justificar a maior IPR observada.  
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A produção de ROS é importante para a atividade fungicida de células 

fagocíticas, de modo que estes radicais estão envolvidos também na ativação do 

inflamassoma e na produção de IL-1β em sua forma ativa (DINARELLO, 2009; 

GROSS et al., 2009; SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Além disso, a importância da 

ação de macrófagos e da produção de ROS foi associada a redução da carga 

fúngica em modelo murino de infecção por T. rubrum (BALTAZAR et al., 2014).  

Apesar das diferenças exibidas por 865 AI e 917 AI na interação com 

macrófagos, ambas linhagens foram menos recuperadas da pele de camundongos 

infectados. Assim como observado para II AI, a exposição de 865 AI e 917 AI a ITR 

diminuiu a carga fúngica recuperada em modelo murino, salientando que, apesar de 

haver menor susceptibilidade frente a diversos antifúngicos, mudanças na fisiologia 

das linhagens e um perfil diferenciado na interação com macrófagos, a exposição a 

ITR diminuiu a capacidade de manutenção do fungo em modelo murino.    
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7 CONCLUSÃO 

 

A exposição ao itraconazol e a terbinafina acarreta modificações no perfil de 

susceptibilidade de Trichophyton, resultando no surgimento de eventos de 

resistência secundária, resistência cruzada e aumento da expressão de ERG11 em 

algumas linhagens. Além disso, a exposição ao itraconazol acarreta alterações 

fisiológicas no fungo, interação diferenciada com macrófagos e menor viabilidade do 

fungo em modelo murino de dermatofitose.  
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8 PERSPECTIVAS 

 

- Análise histopatológica dos camundongos infectados com as linhagens II, II AI, II 

10pI, 865, 865 AI, 865 10pI, 917, 917 AI e 917 10pI.  
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CAPÍTULO II – O PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO DOS 

ANTIFÚNGICOS CLÍNICOS EM Trichophyton interdigitale 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar a susceptibilidade dos dermatófitos aos antifúngicos clínicos amorolfina e 

ciclopirox olamina;  

- Avaliar a susceptibilidade dos dermatófitos frente ao tratamento combinado dos 

antifúngicos amorolfina ou ciclopirox olamina e os inibidores de ROS e PRN Tiron, 

FeTPPS, DETC e 3-AT; 

- Analisar a produção de ROS e PRN das linhagens 2 e 6 horas pós-tratamento com 

amorolfina e ciclopirox olamina; 

- Determinar a carga fúngica recuperada das linhagens 2 e 6 horas pós-tratamento 

com amorolfina e ciclopirox olamina; 

- Analisar a produção de ROS e PRN das linhagens na presença dos inibidores 

Tiron e FeTPPS nos tempos de 2 e 6 horas pós-tratamento com amorolfina e 

ciclopirox olamina; 

- Determinar a carga fúngica recuperada das linhagens na presença dos inibidores 

Tiron e FeTPPS nos tempos de 2 e 6 horas pós-tratamento com amorolfina e 

ciclopirox olamina. 

- Avaliar o conteúdo de ergosterol e a peroxidação lipídica dos dermatófitos expostos 

a amorolfina e ciclopirox olamina na ausência e na presença dos inibidores Tiron e 

FeTPPS.  
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4 METODOLOGIA 

 

O fluxo experimental e o resumo das metodologias empregadas no Capítulo 2 

estão descritas no esquema representativo abaixo (Figura 19).  

 

Figura 19. Desenho experimental do fluxograma e dos experimentos realizados no Capítulo 2 deste 

trabalho.  

 

 

 

 A princípio, foi avaliada a susceptibilidade de Trichophyton interdigitale ATCC 

9533, II e IV a amorolfina e ciclopirox olamina. Com base na CIM, as linhagens 

foram tratadas com ambos antifúngicos em concentrações subinibitórias e a 

produção de ROS, PRN e a viabilidade foi determinada 2 e 6 horas pós-tratamento.  

Em seguida, foi avaliada a combinação entre os antifúngicos e quatro 

inibidores de ROS e PRN: Fe, Ti, 3-AT e DETC. A partir de então, os inibidores Fe e 

Ti foram associados ao tratamento com os antifúngicos e a produção de ROS, PRN 

e a viabilidade fúngica foi novamente determinada 2 e 6 horas pós-tratamento. Por 

fim, as linhagens ATCC 9533 e II foram cultivadas na presença da amorolfina ou 

ciclopirox na ausência e na presença dos inibidores Fe e Ti para determinação do 

conteúdo de ergosterol e da peroxidação lipídica.  
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4.14 MICRORGANISMOS 

 

Foram utilizadas três linhagens de T. interdigitale pertencentes à coleção de 

microrganismos do Laboratório de Micologia do Departamento de Microbiologia do 

ICB/UFMG. Foi utilizada a amostra de referência T. interdigitale ATCC 9533 e dois 

isolados clínicos: T. interdigitale II e IV. O estoque das culturas foi mantido em 

Castellani (CASTELLANI, 1939) a temperatura de –20 ºC. Previamente a cada 

experimento, as linhagens foram repicadas a partir das amostras armazenadas a 

temperatura de –20 ºC para placas de Petri contendo meio ABD. 

 

4.15 MEIOS DE CULTURA  

 

O meio ABD foi utilizado para repique das culturas fúngicas utilizadas nos 

ensaios. O meio RPMI 1640 tamponado para pH 7,0 com MOPS 0,165 M sem 

vermelho de fenol (Sigma-Aldrich) foi utilizado para a determinação da CIM por 

microdiluição em caldo, para o ensaio de combinação de drogas e para a 

quantificação da produção de ROS, PRN e determinação de carga fúngica.  

 

4.16 PREPARO DO INÓCULO 

 

O inóculo fúngico e a quantificação foi determinada a partir de culturas de 

dermatófitos conforme item 4.3. A concentração do inóculo final foi de 2 x 104 a 4 x 

104 conídios/mL (SANTOS; HAMDAN, 2005). 

 

4.17 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DOS DERMATÓFITOS AOS 

ANTIFÚNGICOS AMOROLFINA E CICLOPIROX OLAMINA POR MICRODILUIÇÃO 

EM CALDO 

 

A avaliação da sensibilidade dos dermatófitos frente aos antifúngicos 

amorolfina e ciclopirox olamina foi realizada segundo o documento M38-A2, pelo 

método de microdiluição em caldo proposto pelo CLSI (CLSI, 2012), com 

modificações. 

Inicialmente, foram preparadas soluções-estoque de cada um dos 

antifúngicos na concentração de 2000 µg/mL em DMSO. Posteriormente, as 
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soluções-estoque dos antifúngicos foram diluídas em meio RPMI 1640. Por meio de 

diluições seriadas, foram obtidas concentrações que variaram de 0,03 a 16 μg/mL 

para ambos os antifúngicos. Na sequência, alíquotas de 100 μl de cada diluição e 

100 μL do inóculo das três linhagens foram dispensados em cada um dos poços de 

uma placa de microdiluição de 96 poços. Posteriormente, as placas foram incubadas 

a 28 °C por 7 dias (CLSI, 2012).  

A leitura foi realizada pela observação visual da inibição de crescimento em 

cada poço e comparada com o crescimento observado no poço do controle positivo. 

A CIM foi determinada como a menor concentração capaz de inibir 100% do 

crescimento fúngico (CLSI, 2012). O experimento foi realizado em duplicata técnica 

e biológica. 

 

4.18 TESTE DA ATIVIDADE DOS ANTIFÚNGICOS AMOROLFINA E CICLOPIROX 

EM COMBINAÇÃO COM INIBIDORES DE ROS OU PRN 

  

Os antifúngicos foram testados quanto a sua atividade em combinação com 

quatro compostos: sal dissódico do ácido 4,5-di-hidroxi-1,3-benzenodissulfónico 

monohidratado (Tiron, Ti, Sigma-Aldrich), um sequestrador de íons superóxido; 

5,10,15,20-tetraquis(4-sulfonatofenil) porfirinato de ferro (III) (FeTPPS, Fe, Sigma-

Aldrich) um sequestrador de íons peroxinitrito; dietilditiocarbamato de sódio tri-

hidratado (DETC, De, Sigma-Aldrich), um inibidor da enzima superóxido dismutase 

(SOD); e 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT, Sigma-Aldrich), um inibidor da enzima 

peroxidase (PER). Sete diluições seriadas de cada inibidor e dez diluições dos 

antifúngicos foram preparadas utilizando o RPMI 1640 (BALTAZAR et al., 2013; 

FERREIRA et al., 2013).  

As concentrações dos antifúngicos variaram entre 2,00 e 0,03 µg/mL para 

amorolfina e de 8,00 a 0,12 µg/mL para ciclopirox olamina. Já as concentrações dos 

inibidores variaram entre 2,000 e 0,001 mM para DETC; 10,000 e 0,009 µM para 

FeTPPS; 20,00 e 0,01 mM para 3-AT, e 500,00 e 0,04 µM para Tiron.  

Alíquotas de 50 μL de cada diluição dos inibidores foram adicionadas aos 

orifícios de uma placa de 96 poços na orientação horizontal e as alíquotas de 50 μL 

de cada diluição dos antifúngicos na orientação vertical, de modo que a placa 

contivesse várias combinações de concentrações dos inibidores e do antifúngico 

(Figura 20) (SHIN; LIM, 2004). Após as diluições, foram adicionados 100 μL do 
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inóculo em cada poço, preparado conforme descrito no item 4.3 e as placas foram 

incubadas a 28 °C por 7 dias.  

 

Figura 20. Esquema do teste de combinação de drogas. As setas indicam o aumento da 

concentração de cada agente individualmente e a seta em diagonal indica o aumento da 

concentração de antifúngico e do inibidor em combinação. CC = controle de crescimento; CE = 

controle de esterilidade.  

 

Fonte: O autor (2021). 

 

A leitura dos valores de CIM para cada agente individualmente e em 

combinação foi determinada visualmente, considerando-se 100% de inibição do 

crescimento. Na leitura, com a determinação da CIM para o inibidor, esse ponto foi 

fixado e foi determinada a CIM do antifúngico em cada concentração testada. Deste 

modo, a interação dos inibidores com cada antifúngico foi expressa pelo índice da 

concentração inibitória fracionária (ICIF), que é a soma do valor médio de 

concentração inibitória fracionária (CIF) de cada agente. 

A CIF de cada agente foi calculada como a CIM desse agente em 

combinação dividido pela CIM do agente sozinho: 

 



115 
 

Onde CIMA
individual e CIMB

individual são as CIMs dos antifúngicos ou dos 

inibidores quando agindo sozinhos e CA
comb e CB

comb em combinação. Os resultados 

foram interpretados como sinergismo quando foi obtido valor ≤ 1,0; indiferente 

quando o valor foi 1 < ICIF < 4 e antagonismo quando o ICIF foi > 4,0 (GOMEZ-

LOPEZ et al., 2003; SHIN; LIM, 2004; SOARES et al., 2008; SHARMA et al., 2010). 

 

4.19 PRODUÇÃO DE ROS E PRN NA AUSÊNCIA E PRESENÇA DOS INIBIDORES 

E RECUPERAÇÃO DE CARGA FÚNGICA 

 

 As linhagens de T. interdigitale foram submetidas aos antifúngicos amorolfina 

(AMO) e ciclopirox olamina (CIC) em concentrações subinibitórias (1/2 MIC) na 

presença e na ausência dos inibidores Tiron (Ti; 10 mM) e FeTPPS (Fe; 10 µM).  

 Para tanto, foram designados os seguintes grupos: i) fungo; ii) fungo + AMO; 

iii) fungo + AMO + Ti; iv) fungo + AMO + Fe; v) fungo + CIC; vi) fungo + CIC + Ti; vii) 

fungo + CIC + Fe. Os controles de indução de produção de ROS e PRN foram 

peróxido de hidrogênio (HP, 2 mM) e cloridrato de 3-morfolinossodnonimina (SIN-1, 

1 mM), respectivamente.  

 Deste modo, os fungos foram expostos ao tratamento in vitro na ausência ou 

presença dos inibidores para determinação da quantidade endógena de ROS e PRN 

(SOARES et al., 2011). Assim, a suspensão de conídios foi incubada com DCFH-DA 

e DHR 123 para dosagem de ROS e PRN, respectivamente. A fluorescência foi 

mensurada nos tempos de 2 e 6 horas pós-tratamento em fluorímetro (Synergy 2 SL 

Luminescence Microplate Reader; Biotek), utilizando comprimentos de onda de 

excitação e de emissão de 500 nm (SANTOS et al., 2014). Os dados foram 

expressos como unidades arbitrárias de fluorescência (UA).  

 Além disso, o conteúdo dos poços foi plaqueado em meio ABD e as placas 

foram incubadas a 28 ºC por 72 horas para determinação a viabilidade fúngica pós-

tratamento (UFC/mL).  

 

4.20 QUANTIFICAÇÃO DO CONTEÚDO DE ERGOSTEROL E PEROXIDAÇÃO 

LIPÍDICA 

 

Previamente a este ensaio, as linhagens de T. interdigitale 9533 e II foram 

crescidas em ABD suplementado com os antifúngicos e os inibidores nas diferentes 
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condições experimentais: AMO (0,12 (µg/mL), AMO + Fe (10 µM), AMO + Ti (10 

mM), CIC (1,00 µg/mL), CIC + Fe (10 µM) e CIC + Ti (10 mM). A linhagem T. 

interdigitale IV foi excluída desta análise devido aos resultados observados na 

viabilidade fúngica diante do tratamento com os inibidores Fe e Ti combinado aos 

antifúngicos.  

Após adição de 106 conídios de cada linhagem a seu respectivo grupo, as 

placas foram incubadas a 28 ºC por 14 dias ao abrigo de luz. Em seguida, a 

quantificação de ergosterol e da peroxidação lipídica ocorreu conforme descrito nos 

itens 4.8.8. e 4.8.9, respectivamente.  

 

4.21 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados foram analisados por meio do Software Prism 6 (GrapPad Inc., San 

Diego, CA, USA) utilizando a análise de variância (ANOVA), seguido do teste de 

Tukey. Os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

 

5.12 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) POR 

MEIO DO MÉTODO DE MICRODILUIÇÃO EM CALDO  

 

As CIMs dos antifúngicos amorolfina e ciclopirox olamina para as linhagens 

de T. interdigitale ATCC 9533, II e IV estão descritas na Tabela 10.  

 

Tabela 10. Concentração inibitória mínima (CIM) dos antifúngicos clínicos amorolfina e ciclopirox 

olamina para as linhagens de T. interdigitale ATCC 9533, II e IV, determinada pelo método de 

microdiluição em caldo.  

 CIM (µg/mL)  

Linhagem Amorolfina Ciclopirox 

9533 0,25 2,00 

II 0,25 2,00 

IV 0,25 2,00 

 

 A CIM foi de 0,25 µg/mL para amorolfina e de 2,00 µg/mL para ciclopirox 

olamina frente as três linhagens de T. interdigitale testadas (Tabela 10).  

 

5.13 EFEITO in vitro DA AMOROLFINA E DO CICLOPIROX OLAMINA NA 

PRODUÇÃO DE ROS, PRN E VIABILIDADE CELULAR DE T. interdigitale 

 

A produção de ROS, PRN e a viabilidade celular pós-tratamento com ambos 

os antifúngicos está sumarizada na Figura 21. 

 

Figura 21. Efeito in vitro dos antifúngicos na produção de ROS, PRN e viabilidade celular. 

Produção de ROS, PRN e viabilidade celular pós-tratamento com amorolfina (AMO) e ciclopirox 

olamina (CIC) nos tempos de 2 e 6 horas para as linhagens (A, B, C) T. interdigitale ATCC 9533, (D, 

E, F) II e (G, H e I) IV. HP: peróxido de hidrogênio; SIN-1: cloridrato de 3-morfolinossodnonimina. 

* Diferença significativa em relação ao fungo sem tratamento (9533, II ou IV).  
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Para a linhagem 9533, a produção de ROS em AMO foi maior no tempo de 6 

horas. Em relação a PRN, a produção foi elevada em ambos os tempos após 

contato com AMO. Para CIC, a produção de ROS e PRN foi significativamente maior 

em ambos os tempos (Figura 21.A e 21.B). A recuperação de carga fúngica, por sua 

vez, foi menor diante do tratamento com AMO e CIC em ambos os tempos (Figura 

21.C).  

No que diz respeito a linhagem II, houve maior produção de ROS e PRN para 

CIC em ambos os tempos (Figura 21.D e 21.E). A recuperação de carga fúngica, por 

sua vez, foi menor em ambos os tempos e tratamentos (Figura 21.F). 

Já para a linhagem IV, a produção de ROS e PRN foi aumentada em CIC em 

ambos os tempos (Figura 21.G e 21.H). Para AMO, houve aumento da produção de 

ROS no tempo de 6 horas (Figura 21.G). A carga fúngica foi menor no tratamento 

com AMO e CIC nos tempos de 2 e 6 horas (Figura 21.I). 

 

5.14 AVALIAÇÃO DA AÇÃO COMBINADA ENTRE ANTIFUNGICOS E INIBIDORES 

DE RESPOSTA AO ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO 

 

 Os ICIFs resultantes da combinação entre os inibidores de resposta ao 

estresse oxidativo e os antifúngicos e natureza desta combinação estão 

sumarizados na Tabela 11.  

 

Tabela 11. Índice da concentração inibitória fracionária (ICIF) e natureza da interação entre os 

inibidores e os antifúngicos.  

  AMO CIC 

Linhagem 
De Fe 3AT Ti De Fe 3AT Ti 

ICIF 

9533 

9,27 

(ANT) 

1,28 

(IND) 

1,21 

(IND) 

1,14 

(IND) 

18,22 

(ANT) 

1,28 

(IND) 

1,14 

(IND) 

1,06 

(IND) 

 II 

9,20 

(ANT) 

0,78 

(SIN) 

0,99 

(SIN) 

0,71 

(SIN) 

18,22 

(ANT) 

2,99 

(IND) 

1,14 

(IND) 

1,01 

(IND) 

IV 

18,23 

(ANT) 

1,28 

(IND) 

0,59 

(SIN) 

1,14 

(IND) 

18,22 

(ANT) 

2,71 

(IND) 

1,42 

(IND) 

1,03 

(IND) 

AMO: amorolfina; CIC: ciclopirox olamina; De: DETC; Fe: FeTPPS; Ti: Tiron.  

SIN, sinergismo (ICIF < 1); IND, indiferente (1 < ICIF < 4); ANT, antagonismo (ICIF > 4).  

 

 

A combinação entre De e AMO ou CIC foi antagônica para todas as 

linhagens. Houve sinergismo entre AMO e Fe, AMO e 3AT e AMO e Ti para a 
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linhagem II. Além disso, a combinação entre AMO e 3AT apresentou sinergismo em 

relação a linhagem IV. Todas as outras interações testadas foram consideradas 

indiferentes (Tabela 11). 

 

5.15 EFEITO in vitro DO TRATAMENTO COMBINADO DE AMOROLFINA E 

CICLOPIROX OLAMINA COM INIBIDORES DE ROS E PRN NA PRODUÇÃO DE 

ROS, PRN E VIABILIDADE CELULAR 

 

 A produção de ROS, PRN e a carga fúngica recuperada pós-tratamento foi 

quantificada nos tempos de 2 e 6 horas. Os resultados para a linhagem T. 

interdigitale ATCC 9533 estão descritos na Figura 22. 

 

Figura 22. Efeito in vitro dos antifúngicos e inibidores do estresse oxidativo e nitrosativo na 

produção de ROS, PRN e viabilidade celular. Produção de (A) ROS, (B) PRN e (C) carga fúngica 

recuperada pós-tratamento in vitro com amorolfina (AMO) e ciclopirox olamina (CIC) na ausência e na 

presença dos inibidores Tiron (Ti) e FETPPS (Fe) nos tempos de 2 e 6 horas para a linhagem T. 

interdigitale ATTC 9533.  

* Diferença significativa em relação a linhagem 9533 sem tratamento.  

# Diferença significativa em relação ao fungo tratado na ausência do inibidor. 
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O uso de inibidores minimizou a produção de ROS e PRN para AMO e CIC 

em ambos os tempos (Figura 22.A e 22.B). Em contrapartida, a recuperação de 

carga fúngica para AMO foi aumentada na presença Fe em 2 e 6 horas e de Ti no 

tempo de 6 horas. Já quando tratado com CIC, houve aumento da recuperação 

fúngica na presença de Ti e Fe em ambos os tempos (Figura 22.C). Os dados 

referentes a linhagem T. interdigitale II estão na Figura 23. 

 

Figura 23. Efeito in vitro dos antifúngicos e inibidores do estresse oxidativo e nitrosativo na 

produção de ROS, PRN e viabilidade celular. Produção de (A) ROS, (B) PRN e (C) carga fúngica 

recuperada pós-tratamento in vitro com amorolfina (AMO) e ciclopirox olamina (CIC) na ausência e na 

presença dos inibidores Tiron (Ti) e FETPPS (Fe) nos tempos de 2 e 6 horas para a linhagem T. 

interdigitale II.  

* Diferença significativa em relação a linhagem II sem tratamento.  

# Diferença significativa em relação ao fungo tratado na ausência do inibidor. 

 

 

 

 



123 
 

II

A
M

O

A
M

O
 +

 T
i

C
IC

C
IC

 +
 T

i

H
P II

A
M

O

A
M

O
 +

 T
i

C
IC

C
IC

 +
 T

i

H
P

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

4 0 0

5 0 0

R
O

S
 (

U
A

)

2 H 6 H

*

#

*

* #

*
*

#
#

II

A
M

O

A
M

O
 +

 F
e

C
IC

C
IC

 +
 F

e

S
IN

-1 II

A
M

O

A
M

O
 +

 F
e

C
IC

C
IC

 +
 F

e

S
IN

-1

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

1 8 0 0 0

2 0 0 0 0

P
R

N
 (

U
A

)

2 H 6 H

#

#

*

*

*

*

# #

II

A
M

R

A
M

R
 +

 T
i

A
M

R
 +

 F
e

C
P

X

C
P

X
 +

 T
i

C
P

X
 +

 F
e II

A
M

O
 

A
M

O
 +

 T
i

A
M

O
 +

 F
e

C
IC

C
IC

 +
 T

i

C
IC

 +
 F

e

0

7 0 0

1 4 0 0

2 1 0 0

2 8 0 0

3 5 0 0

U
F

C
/m

L

2 H 6 H

*

*

#
#

#

#

*

#
#

A

B

C

 



124 
 

 

 

Os inibidores minimizaram a produção de ROS e PRN em ambos os tempos 

(Figura 23.A e 23.B). Em contrapartida, a carga fúngica foi aumentada na presença 

de ambos os inibidores associados a AMO nos tempos de 2 horas e de 6 horas. 

Para CIC, houve aumento da carga fúngica na associação com Fe e Ti no tempo de 

6 horas (Figura 23.C). Os dados referentes a linhagem T. interdigitale IV estão na 

Figura 24. 

 

Figura 24. Efeito in vitro dos antifúngicos e inibidores do estresse oxidativo e nitrosativo na 

produção de ROS, PRN e viabilidade celular. Produção de (A) ROS, (B) PRN e (C) carga fúngica 

recuperada pós-tratamento in vitro com amorolfina (AMO) e ciclopirox olamina (CIC) na ausência e na 

presença dos inibidores Tiron (Ti) e FETPPS (Fe) nos tempos de 2 e 6 horas para a linhagem T. 

interdigitale IV. 

* Diferença significativa em relação a linhagem IV sem tratamento.  

# Diferença significativa em relação ao fungo tratado na ausência do inibidor. 
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A produção de ROS foi diminuída na associação CIC + Ti no tempo de 2 

horas e na combinação de Ti com CIC e AMO no tempo de 6 horas (Figura 24.A). Já 

a produção de PRN foi diminuída no uso de Fe e Ti associado a CIC e AMO em 

ambos os tempos (Figura 24.B). A recuperação de carga fúngica no tempo de 2 

horas foi maior para AMO e CIC associados a Ti e para CIC associado a Fe (Figura 

24.C).  

 

5.16 EFEITO in vitro DO TRATAMENTO COMBINADO DE AMOROLFINA E 

CICLOPIROX OLAMINA COM INIBIDORES DE ROS E PRN NO CONTÉUDO DE 

ERGOSTEROL E NA PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA 

 

Nesta etapa, avaliamos o conteúdo de ergosterol e a peroxidação lipídica 

apenas para as linhagens T. interdigitale 9533 e II (Figura 25).  

 

Figura 25. Efeito in vitro dos antifúngicos e inibidores do estresse oxidativo e nitrosativo no 

conteúdo de ergosterol e na peroxidação lipídica. Conteúdo de ergosterol de (A) T. interdigitale 

9533 e (C) II e peroxidação lipídica de (B) T. interdigitale 9533 e (D) II pós-tratamento in vitro com 

amorolfina (AMO) e ciclopirox olamina (CIC) na ausência e na presença dos inibidores Tiron (Ti) e 

FETPPS (Fe). 

* Diferença significativa em relação a respectiva linhagem sem tratamento.  

# Diferença significativa em relação ao fungo tratado na ausência do inibidor. 
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O tratamento com AMO e CIC reduziu o conteúdo de ergosterol de T. 

interdigitale 9533 e II (Figuras 25.A e C). Para a linhagem 9533, a associação CIC + 

Fe, AMO + Fe e CIC + Ti resultaram em aumento do conteúdo de ergosterol quando 

comparado a linhagem exposta somente aos antifúngicos (Figura 25.A). Houve 

aumento da peroxidação lipídica para 9533 tratada com AMO e CIC e, em 

contrapartida, a associação com Fe reduziu a peroxidação lipídica para ambos os 

antifúngicos (Figura 25.B).  

Para a linhagem T. interdigitale II, a adição de Fe a CIC aumentou o conteúdo 

de ergosterol (Figura 25.C) e reduziu a peroxidação lipídica (Figura 25.D). A 

associação de Fe e Ti a AMO também resultou em diminuição da peroxidação 

lipídica quando comparado apenas a linhagem tratada com AMO (Figura 25.D). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo, foi avaliado o estresse oxidativo e nitrosativo causado pela 

amorolfina e ciclopirox olamina, antifúngicos utilizados em um tipo de dermatofitose 

que acomete as unhas: a onicomicose. Estima-se que a onicomicose afete cerca de 

13% da população mundial e 25% da população geriátrica (GHANNOUM; ISHAM, 

2014; GUPTA; VERSTEEG; SHEAR, 2017), com maior prevalência em indivíduos 

com obesidade, diabetes, imunodeficiência e outros fatores de risco (ELEWSKI; 

TOSTI, 2015; GARCÍA-ROMERO; LOPEZ-AGUILAR; ARENAS, 2014; 

SIGURGEIRSSON; STEINGRÍMSSON, 2004). No presente estudo, avaliamos a 

ação dos antifúngicos contra Trichophyton interdigitale, um dos principais agentes 

causadores de onicomicose em humanos (HAGHANI et al., 2013). 

A amorolfina (AMO) é uma droga que atua na biossíntese de ergosterol por 

meio da inibição das enzimas esterol-14-∆ redutase e esterol-∆7-∆8 isomerase 

(BANERJEE et al., 2011). T. interdigitale 9533, II e IV foram susceptíveis a AMO em 

valores de CIM similares ao de outros estudos (SCHALLER et al., 2009; SHAW et 

al., 2020); de modo que o tratamento com este antifúngico aumentou a produção de 

ROS e PRN e reduziu a viabilidade das três linhagens de T. interdigitale após 6 

horas de tratamento.  

As ROS se caracterizam por radicais do tipo superóxido, oxigênio singleto, 

hidroxila e peróxido de hidrogênio que tem a capacidade de reagir com diferentes 

componentes celulares, resultando em danos e disfunção de proteínas estruturais, 

enzimas e ácidos nucleicos (SMIJS et al., 2009). Já o peroxinitrito, apesar de não 

possui elétron desemparelhado, é um poderoso oxidante cuja ação pode resultar em 

diversos efeitos prejudiciais as células, como peroxidação lipídica e inativação de 

algumas enzimas (VIRÁG et al., 2003; SZABÓ; ISCHIROPOULOS; RADI, 2007).  

No intuito de avaliar se ROS e PRN eram fundamentais na redução da carga 

fúngica pós-tratamento, nós associamos dois inibidores a AMO. O Tiron (Ti) é um 

sequestrador de íons superóxido envolvido, portanto, diretamente na produção de 

ROS; e o FeTPPS (Fe) um sequestrador de íons peroxinitrito, relacionado a 

produção de PRN.  

A adição de Fe e Ti a AMO reduziu a produção de ROS e PRN para as três 

linhagens de T. interdigitale. Diante da adição dos inibidores, houve aumento da 

carga fúngica de T. interdigitale 9533 e II no tempo de 6 horas pós-tratamento. O 



129 
 

estresse oxidativo associado a produção de ROS é um dos indicativos de morte 

celular. As ROS reagem imediatamente com lipídios insaturados, o que pode 

resultar em aumento da fluidez da membrana celular (KHAN et al., 2011), 

caracterizando um processo de peroxidação lipídica. A peroxidação lipídica é 

resultado da degradação oxidativa de lipídios, de forma que uma cadeia de radicais 

livres sequestra elétrons dos lipídios nas membranas celulares resultando em danos 

às células (FERREIRA et al., 2013) e, consequente, menor viabilidade fúngica. Em 

conjunto, ROS e PRN podem causar um desequilíbrio na homeostase celular, 

levando a danos em organelas e ácido nucleicos (MROZ et al., 2011). 

Desta forma, hipotetizamos se AMO possui outro mecanismo de ação 

paralelo à inibição de enzimas envolvidas na biossíntese do ergosterol. Para tanto, 

avaliamos o conteúdo de ergosterol e a peroxidação lipídica das linhagens T. 

interdigitale 9533 e II cultivadas em condições de exposição aos antifúngicos e aos 

inibidores. 

O tratamento com AMO reduziu o conteúdo de ergosterol de T. interdigitale 

9533 e II. Entretanto, houve aumento do ergosterol na associação de AMO com Ti e 

Fe. Altos níveis de TBARSs foram observados no tratamento com AMO, sendo este 

perfil revertido após a adição de Fe. Em conjunto, estes dados indicam que AMO 

facilita a peroxidação lipídica de duas maneiras: inibindo a biossíntese de ergosterol 

e induzindo estresse oxidativo, o que torna a membrana celular altamente permeável 

e pode levar a morte de T. interdigitale. 

Frente a estes resultados, buscamos avaliar se os mesmos mecanismos 

ocorrem no tratamento com ciclopirox olamina (CIC). CIC atua em vários processos 

metabólicos da célula fúngica, principalmente na função mitocondrial, inibição de 

enzimas dependentes de metais e afetando a permeabilidade da membrana 

(SONTHALIA; AGRAWAL; SEHGAL, 2019; SUBISSI et al., 2010). 

CIC exibiu atividade antifúngica contra T. interdigitale 9533, II e IV em valores 

de CIM condizentes com outros estudos (BALTAZAR et al., 2013; SHAW et al., 

2020). Além disso, o tratamento com este antifúngico acarretou aumento da 

produção de ROS e PRN associado a redução da viabilidade fúngica 6 horas pós-

tratamento. Estes dados vão ao encontro do que foi observado anteriormente para 

T. rubrum. Baltazar et al. (2013) demonstraram que o aumento a produção de ROS, 

PRN e óxido nítrico pós-tratamento com ciclopirox associado a terapia fotodinâmica 

foi fundamental para atividade antimicrobiana da terapia proposta.  
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De modo similar ao observado para AMO, a adição de Ti e Fe reduziu a 

produção de ROS e PRN, resultando em aumento da viabilidade fúngica de T. 

interdigitale 9533 e II no tempo de 6 horas após tratamento. Desta forma, fica 

estabelecida que a adição de inibidores de íons superóxido e peroxinitrito prejudica a 

produção de ROS e PRN e, consequentemente, compromete a eficiência do 

tratamento. Dados similares foram observados em estudos com C. albicans 

(CARVALHO; FELIPE; COSTA, 2009) e T. rubrum (BALTAZAR et al., 2013). 

Associada a redução de ergosterol de T. interdigitale 9533 e II, houve aumento da 

peroxidação lipídica. Entretanto, a peroxidação lipídica foi minimizada após adição 

de Fe a CIC.  

Em ambos os antifúngicos, a produção de ROS e PRN se eleva em tempos 

curtos, demonstrando que o estresse oxidativo e nitrosativo pode ter um efeito 

antifúngico importante, principalmente no início do tratamento. É importante 

considerar que o sistema antioxidante fúngico é capaz de responder ao estresse 

produzido por estes compostos, neutralizando ou minimizando ROS e PRN 

(BROWN; HAYNES; QUINN, 2009; FERREIRA et al., 2013). Esse fato é reforçado 

pelas relações observadas por meio do ensaio de combinação. Em alguns casos, 

houve indiferença, o que pode explicar que houve neutralização de ROS e PRN a 

longo prazo. Para algumas condições, houve antagonismo, indicando que a 

associação com os inibidores levam a aumento da carga fúngica mesmo em 

períodos prologados (7 dias de tratamento). No caso do sinergismo, pode ser que a 

combinação tenha resultado em aumento das enzimas do sistema antioxidante, 

potencializando a neutralização de ROS e PRN. Entretanto, é importante salientar 

que essas interações tiveram perfis linhagem-dependente.  

Em conjunto, estes dados demonstram a importância que o estresse oxidativo 

e nitrosativo têm na ação de AMO e CIC contra linhagens de T. interdigitale, 

elucidando, possivelmente, um mecanismo de ação secundário aqueles já descritos 

e estabelecidos. Baltazar et al. (2015) demonstraram o papel do aumento da 

produção de ROS e PRN na morte de T. rubrum por meio de terapia fotodinâmica 

associada a nanopartículas de curcumina, reforçando a ação antidermatofítica de 

ROS e PRN. Assim, estas informações tornam-se fundamentais para o melhor 

entendimento do mecanismo de ação de AMO e CIC e abre a possibilidade de 

compreender como os processos de linhagens de dermatófitos resistentes pode 

ocorrer. Além disso, é bem estabelecido que a produção de ROS e PRN tem papel 
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importante na ação de células fagocíticas que pode resultar em morte por apoptose, 

necrose ou autofagia (MROZ et al., 2011), o que reforça a importância que estas 

interações podem ter em modelos celulares.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Os antifúngicos amorolfina e ciclopirox olamina exercem ação 

antidermatofítica por mecanismo de ação que envolve a produção de espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Aprovação do projeto com experimentação animal na Comissão de Ética 

no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG) 
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Anexo 6. Prêmios e títulos 
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Anexo 7. Participação em eventos científicos 

 

- I Workshop de imunologia: atualizações imunológicas em tempos de COVID-19 – 

Participação 

Ano: 2020. 

- VII Simpósio de Microbiologia da UFMG – Participação 

Ano: 2020 

- VI Simpósio de Microbiologia da UFMG – Participação 

Ano: 2019 

- V Simpósio de Microbiologia da UFMG – Organização e Participação 

Ano: 2018 
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Anexo 8. Atividades desenvolvidas 

 

Durante o doutorado foram realizados experimentos para complementação 

dos resultados obtidos ao longo do mestrado. Além disso, neste mesmo período, o 

artigo científico foi redigido, submetido e publicado. Estes experimentos abrangeram: 

 

- Síntese de nanopartículas de ouro capeadas com os óleos essenciais de Taxandria 

fragrans e Melaleuca alternifolia; 

- Caracterização das nanopartículas de ouro capeadas com os óleos essenciais; 

- Determinação da CIM das nanopartículas de ouro capeadas com os óleos 

essenciais frente ao dermatófito Trichophyton interdigitale ATCC 9533; 

- Avaliação da toxicidade das nanopartículas de ouro capeadas com os óleos 

essenciais em macrófagos derivados de medula óssea; 

- Análise da estabilidade dos óleos essenciais quando combinado ao antifúngico 

cetoconazol; 

- Avaliação do tratamento em modelo murino de dermatofitose com as 

nanopartículas de ouro capeadas com os óleos essenciais; 

- Avaliação histopatológica do tratamento em modelo murino de dermatofitose com 

as nanopartículas de ouro capeadas com os óleos essenciais. 

 

 

 

 

 

 

 

 


