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RESUMO

Fungos dematidceos sdo encontrados em todos os ambientes desempenhando diversas
atividades, inclusive como oportunistas e patdgenos humano e animal, papel esse favorecido
pela presenca de melanina na parede celular, relacionada com a capacidade de provocar
micoses tdépicas ou sistémicas. Antifungicos sintéticos sdo utilizados como terapéuticos,
porém com as desvantagens de apresentar efeitos colaterais e provocar resisténcia fungica em
funcdo dos tratamentos de longo prazo. Assim, a industria farmacéutica tem buscado novos
principios ativos na intencdo de controlar as doengas causadas por fungos. Considera-se 0 uso
de compostos como os Gleos essenciais (OES) uma alternativa natural importante, em fungéo
da atividade farmacologica que apresentam. Neste contexto, o objetivo principal do presente
trabalho foi avaliar a atividade antifingica de 8 OEs frente a isolados de fungos dematiaceos
ambientais e clinicos, e determinar a concentracédo inibitoria minima (CIM) e a concentragédo
fungicida minima (CFM) dos mesmos. Para tal, foi empregado o método de diluicdo em meio
de cultura sélido com 5 diferentes concentragdes dos 6leos (0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25mg/mL)
acrescidos de 2,5% DMSO e 0,5% Tween 80. A avaliacdo da CIM ocorreu ao final do décimo
dia de incubacéo, quando foi mensurado o crescimento radial fingico, e a CFM durante os 30
dias subsequentes. Além disso, analises qualitativas e quantitativas da composi¢do quimica
dos OEs foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-
EM). A identificagdo molecular dos isolados utilizados na CIM ocorreu por meio do
sequenciamento da regido ITS do DNA genémico e analise de distancia filogenética. Os
fungos foram submetidos ao teste de tolerancia a diferentes temperaturas (28; 30; 33; 37; 40°
C) por um periodo de incubacéo de 21 dias. Os resultados obtidos da CIM confirmaram que
os OEs de Cymbopogon citratus e C. martinii apresentaram a maior atividade inibitoria na
concentracdo de 0,75 mg/mL para todos os isolados testados. Para os isolados clinicos, o
monoterpeno Citral apresentou a CIM de 0,5mg/mL para Fonsecaea sp. A CFM foi
observada na concentracdo de 1,0 mg/mL para o isolado Phialophora sp. Para os isolados
ambientais, as melhores CFM foram obtidas com os OEs de C. citratus e Syzygium
aromaticum, que controlaram 46% e 40% do crescimento das culturas flngicas,
respectivamente. Foi inesperada a auséncia de inibicdo dos 6leos de Ocimum basilicum e
Melaleuca alternifolia, principalmente dessa Ultima cujo efeito tem sido relatado em diversas
situagBes. Contudo, a andlise quimica revelou que o 6leo comercial de M. alternifolia
utilizado nesse estudo apresentou baixas taxas do composto tido como majoritario (terpinen-
4-ol), o que pode ter reduzido a qualidade e eficiéncia do mesmo. Os géneros de fungos
identificados foram Cladosporium, Cladophialophora, Curvularia, Exophiala e
Penidiellopsis. O crescimento 6timo dos isolados ocorreu na faixa de 28 a 30°C, com exce¢do
das linhagens LMA 484 (Curvularia sp.) e LMA 836 (Exophiala bergeri) que cresceram a
37°C. Neste trabalho podemos concluir que para o0s isolados fungicos dematiaceos
ambientais, OEs C. citratus e C. martinii possuem atividade inibitéria e C. citratus e S.
aromaticum apresentam acdo fungicida. Para os isolados fungicos dematiaceos clinicos, o
monoterpeno Citral apresentou atividade inibitéria e fungicida. Os OEs sdo promissores para
o desenvolvimento de novos farmacos, como evidenciado nesse trabalho, e por serem de
origem natural contribuem de forma saudavel para o bem-estar, contribuindo para melhorar a
qualidade de vida da nossa sociedade.

Palavras-chaves: susceptibilidade, agente antifingico, 6leos essenciais, fungos, compostos
quimicos.



ABSTRACT

Dematiaceous fungi are ubiquitous to all environments, and responsible for various functions,
including as opportunistic and pathogenic agents in humans and animals, favored by the
presence of melanin in the cell wall, which is related to the ability to cause topical or systemic
mycoses. Synthetic antifungals are used for treatment of those mycosis, but they come with
disadvantages of side effects and fungal resistance due to long-term treatments. Thus, the
pharmaceutical industry has been soughing for new active principles to control fungal-caused
diseases. The use of essential oils (EOs) compounds is considered an important natural
alternative due to their pharmacological activity. In this context, the main objective of this
study was to evaluate the antifungal activity of 8 EOs against isolates of environmental and
clinical dematiaceous fungi and to determine their minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum fungicidal concentration (MFC). For this purpose, the solid culture medium
dilution method was employed with 5 different concentrations of oils (0.25; 0.5; 0.75; 1.0 and
1.25 mg/mL) added with 2.5% DMSO and 0.5% Tween 80. MIC tests were performed at the
end of the tenth day of incubation, fungal radial growth was also measured, and MFC was
determined during the subsequent 30 days. Additionally, qualitative and quantitative analyses
of the chemical composition of EOs were carried out by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC-MS). Molecular identification of the isolates used in the MIC tests
was achieved through sequencing of the ITS region of genomic DNA and phylogenetic
distance analysis. The fungi were subjected to tolerance testing at different temperatures (28;
30; 33; 37; 40°C) for a 21-day incubation period. The MIC results obtained confirmed that the
EOs from Cymbopogon citratus and C. martinii exhibited the highest inhibitory activity at a
concentration of 0.75 mg/mL for all tested isolates. For clinical isolates, the monoterpene
Citral presented an MIC of 0.5 mg/mL for Fonsecaea sp. MFC was detected at a
concentration of 1.0 mg/mL for the Phialophora sp. isolate. For environmental isolates, the
best MFCs were obtained with the EOs from C. citratus and Syzygium aromaticum, which
controlled 46% and 40% of fungal culture growth, respectively. The absence of inhibition by
the oils of Ocimum basilicum and Melaleuca alternifolia was unexpected, especially the
latter, whose effect has been reported in various situations. However, chemical analysis
revealed that the commercial M. alternifolia oil used in this study had low levels of the
compound considered as the major component (terpinen-4-ol), which may have reduced its
quality and efficiency. The identified fungal genera were Cladosporium, Cladophialophora,
Curvularia, Exophiala, and Penidiellopsis. Optimal growth of the isolates occurred in the
range of 28 to 30°C, except for the LMA 484 (Curvularia sp.) and LMA 836 (Exophiala
bergeri) strains, which grew at 37°C. In this study, we concluded that for environmental
dematiaceous fungi, EOs from C. citratus and C. martinii have inhibitory activity, and C.
citratus and S. aromaticum exhibit fungicidal action. For clinical dematiaceous fungal
isolates, the monoterpene Citral showed inhibitory and fungicidal activity. EOs are promising
for the development of new drugs, as seen from our results, and as they are of natural origin,
they contribute to improve human healthy way to well-being, ensuring quality of our lives.

Keywords: susceptibility, antifungal agents, essential oils, fungi, chemical compounds.
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1. Introducgéo

Os microrganismos apresentam enorme diversidade de formas e metabolismos,
sendo considerados essenciais para a manutencdo da vida no planeta, pois possuem alto valor
para 0s processos bioguimicos da natureza. Desde o comego do seculo XX, quando
evidenciamos o despertar da biotecnologia, estes seres chamaram a atencdo de setores
produtivos como agropecudria, industria farmacéutica e alimenticia, dentre outras, em funcao
do numero de aplicacbes em que poderiam ser envolvidos. Fungos e bactérias possuem a
capacidade de colonizar praticamente todos os nichos ecolégicos conhecidos, desenvolvendo
inimeras atividades bioldgicas, muitas delas de potencial biotecnoldgico. Por outro lado,
existem aqueles que atraem o interesse de pesquisadores pelos efeitos negativos que causam
no bem-estar de outros organismos, como doencas humanas, animais e vegetais (MADIGAN,
2010; TORTORA et al., 2012; NASCIMENTO, 2013).

Dentre suas caracteristicas, 0os fungos dematiaceos biosintetizam pigmentos
escuros conhecidos por melaninas, em sua estrutura celular. Estas, constituem compostos
polifendlicos e/ou poliindolicos, os quais conferem prote¢cdo aos raios ultravioleta e
resisténcia contra condic¢des adversas como pH e temperaturas extremas (DUARTE, 2013;
MEGIOLARO, 2016, LIN e XU, 2020). Além de ajudar na sobrevivéncia e adaptacdo da
célula fungica a diferentes ambientes, a melanina confere vantagens para que o fungo possa
invadir o sistema imunologico do hospedeiro, facilitando o desenvolvimento de patologias.
Existem registros de diversos representantes dematiaceos, que sdo agentes causadores de
infecgOes oportunistas em humanos, como micetoma, feo-hifomicose e cromoblastomicose,
causando desde pequenas a grandes lesfes cutaneas que comprometem a capacidade funcional
dos pacientes e a sua qualidade de vida (HOFFMANN, 2011).

O tratamento terapéutico utiliza drogas antiflngicas sintéticas, com destaque para
0s azOis. Sabe-se, contudo, que o uso constante destes medicamentos resulta no surgimento de
cepas resistentes, desisténcia do tratamento pelo paciente (em funcdo da duracdo), e por
apresentarem diferentes niveis de toxicidade (HOSSAIN et al. 2022; VITIELLO et al. 2023).
Diante disso, a procura por produtos naturais tem aumentado, dentre estes os 6leos essenciais
(OEs) com acéo antifangica (NAZZARO et al. 2017).

Os OEs séo sintetizados pelo metabolismo secundério das plantas medicinais e
aromaticas, como resposta ao estresse e ataque de patogenos, podendo ser extraidos por
hidrodestilacdo ou arraste & vapor, a partir de partes ou da planta toda. Sdo caracterizados

como lipofilicos, o que favorece a acdo antifungica e os torna um produto de interesse
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biotecnoldgico. A eficiente atividade antifingica de alguns OEs pode ser devido as suas
substancias majoritarias, ou pelo sinergismo entre compostos minoritarios. Um exemplo de
atividade conferida por um composto majoritario pode ser observado no monoterpeno timol,
presente no tomilho (Thymus vulgaris), como concluiu Stevi¢ et al. (2014) em seus
experimentos.

Pensando em contribuir para esse contexto e selecionar o 6leo mais eficiente, o
presente trabalho avaliou a atividade antifingica de 8 OEs frente a 15 linhagens ambientais de
fungos dematiaceos e duas de origem clinica, principalmente com base na determinacédo da
concentracdo minima inibitoria. A analise qualitativa dos 0leos essenciais estudados trouxe
ainda uma abordagem relevante para 0 emprego de produtos naturais como alternativa,
ressaltando a importancia de sempre buscarmos produtos confidveis, os quais tem sido

indicado no tratamento de infec¢fes causadas ou ndo por microrganismos.
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2. Revisdo Bibliografica
2.1. Fungos dematiéceos

Também denominados fungos negros ou melanizados, possuem representantes
nos filos Ascomycota e Basidiomycota, variando o nivel de pigmentacdo de acordo com o
estagio de desenvolvimento e as condi¢gdes ambientais. Estdo dispersos em algumas ordens,
principalmente dentre os Dothideales, que abrange géneros de ampla capacidade de
adaptacdo, como Cladosporium, e os Chaetothryriales que possuem representantes saprobios
e oportunistas como Exophiala e Cladophialophora, junto a familia Herpotrichiellaceae (de
HOOG et al. 2020; AMETRANO, MUFFIA e GRUBE, 2019). Os Moniliellales
(Basidiomycota) abrigam o género Moniliella que, apesar de ter registros como agente de
lesGes de pele, apresenta baixa patogenicidade (de HOOG et al. 2020).

Destacando-se de outros grupos de fungos, 0os dematiaceos possuem metabolismos
adaptativos para se desenvolver em ambientes com insuficiéncia ou escassez de nutrientes ou
variacOes extremas de temperatura, pH, salinidade e toxicidade (GUNDE-CIMERMAN e
PLEMENITAS, 2007; SATOW et al. 2008; MEGIOLARO, 2016; BARON et al. 2021). Com
iss0, sdo capazes de colonizar os mais diversos substratos como o0s encontrados em cavernas e
regides inospitas (MARTIN-SANCHEZ et al. 2012), ambientes hipersalinos, apresentando
halotolerancia em climas temperados, subtropicais e tropicais (ZALAR et al. 2019), e em
rochas localizadas na Antartica (SELBMANN et al. 2017). Segundo Grishkan e Nevo (2012)
foram encontrados em abundancia no monte Hermon (cordilheira na fronteira Libano-Siria)
tanto no verdo como no inverno, local quase sempre coberto de neve. Esse grupo de fungos
também foi isolado no Park Ekant, situado na india, em diferentes ambientes como solo, agua
e plantas, sendo o maior nimero isolado a partir de folhas de plantas (SAHAY, 2013).
Segundo Vicente et al. (2008) foram encontrados diversos fungos dematiaceos oportunistas
na regido subtropical do Brasil. Também, a presenca de fungos negros com potencial
patogénico também foi constatada em ambientes domésticos, como em maquinas de lavar
loucas, saunas e outros ambientes artificiais quentes e umidos (GOSTINCAR; GRUBE e
GUNDE-CIMERMAN, 2011).

A morfologia desse grupo de fungos € variada e favorece sua colonizagdo nos
ambientes que conquistou. De maneira geral, existem colonias restritas a expandidas, de
aspectos pulverulentos a lanosos, aveludadas ou felpudas. Quanto a pigmentacéo, resultado da
presenca de melanina na estrutura celular, ocorrem variacdes de tons de verde, marrom escuro
até preto (de HOOG et al. 2000; GUNDE-CIMERMAN e PLEMENITAS, 2007). A melanina
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pode ser classificada em varias classes de pigmentos como pretos, marrons, vermelhos e
amarelos, que séo produzidos através de diferentes vias metabdlicas. A melanina dopaquinona
(DOPA) e melanina dihidroxinaftaleno (DHN) sdo predominantes no reino Fungi (SMITH e
CASADEVALL, 2019). Tal pigmentacdo constitui um fator importante para sua
sobrevivéncia sob condicdes adversas em ambientes de estresse constante onde encontramos
alta exposicdo aos raios ultravioleta ou agentes tdxicos, por exemplo (SATOW et al. 2008).

A melanina DOPA ¢é uma forma marrom-escura produzida a partir da hidroxilagéo
da tirosina e da oxidacdo de catecolaminas, como L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) sendo
catalisadas por enzimas, formando assim a via biossintética eumelanina, comum em leveduras
patogénicas do género Cryptococcus (SMITH e CASADEVALL, 2019). A melanina DHN ¢é
uma forma preta-escura e utiliza como precursor a acetil-CoA ou malonil-CoA para oxidagéo
da 1,8-DHN, resultando na formacdo da melanina DHN (SMITH e CASADEVALL, 2019;
LIU et al. 2022), tipo de melanina encontrada no género Fonsecaea, segundo Coelho (2017).

Conforme mencionado anteriormente, a presenca desta pigmentacdo confere aos
fungos dematidceos protecdo contra os raios ultravioletas, resisténcia a temperaturas
extremas, e sobrevivéncia em ambientes toxicos, como aqueles poluidos por hidrocarbonetos
(SATOW et al. 2008; VICENTE et al. 2008; MEGIOLARO, 2016). Grishkan e Nevo (2012)
também mencionam que a pressdo seletiva de fatores como radiacdo solar, altas e baixas
temperaturas e umidade devem estar relacionadas a presenca de melanina, conferindo
vantagens ecoldgicas para a sobrevivéncia desses fungos em ambientes onde outras espécies
geralmente ndo conseguem se desenvolver. Gunde-Cimerman e Plemenitas (2007)
demonstraram a relacdo entre 0 aumento da quantidade de sal e 0 aumento de melanina,
comprovando assim a relacdo direta entre estes dois fatores, justificando a halotolerancia
desses fungos.

Os pigmentos responsaveis pela cor escura sdo encontrados na parte intracelular
ou constituindo a prépria parede, que € capaz de evitar a acdo nociva de agentes quimicos,
fisicos e biologicos. Em uma avaliagdo frente a isolados do género Paracoccidioides,
EMIDIO et al. (2020) observaram uma relacdo diretamente proporcional entre o grau de
melanina e o fator de viruléncia, ou seja, quanto mais melanina maior a patogenicidade dos
isolados. No hospedeiro, a melanina promove mecanismos de sobrevivéncia para protecdo da
célula fungica contra estresse oxidativo, apoptose, fagocitose. Também consegue neutralizar
as substancias quimicas liberadas pelo sistema imunoldgico inato, inclusive em altas

temperaturas, pois € estavel ao calor, além de impedir a entrada de algumas drogas
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antifangicas sintéticas na célula, anulando seu efeito terapéutico (SMITH e CASADEVALL,
2019).

A capacidade de crescimento a 37°C ou acima, apresentada por varias espécies de
dematiaceos, € igualmente considerada vantajosa em termos de oportunismo e
patogenicidade, pois favorece sua adaptacdo as condi¢gdes do hospedeiro como observado em
Exophiala dermatitidis (BRUNKE et al. 2016; ZAJC et al. 2019). Assim, presenca da
melanina e termotolerancia nas células flngicas sdo fatores que podem indicar o grau de
viruléncia das mesmas, contribuindo para o desenvolvimento de doengas nos hospedeiros,

principalmente os endotérmicos.

2.2. Fungos dematiéceos e saude publica

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e Organizacao Pan
Americana de Saude/OMS (OPAS/OMS), patogenicidade € definida “quando o agente
infeccioso é capaz de causar doenga ao hospedeiro apés a infeccdo”. Algumas espécies de
fungos dematiaceos provocam doencgas que influenciam negativamente a qualidade de vida e
a capacidade funcional dos individuos acometidos. Dependendo da gravidade pode ocorrer
amputacdo de membros do corpo como alternativa para o tratamento clinico. Muitas vezes,
isso é consequéncia do estado avancado da doenga resultado da procura tardia pelo servigo
medico.

Como exemplo, pode-se mencionar a cromoblastomicose, doenca cutanea cronica
de evolucéo lenta, que provoca lesdes nodulares, tumoral, verrucosas, cicatriciais e em placas
no exame histopatologico, caracterizado pela presenca de células muriformes (VICENTE et
al. 2008; QUEIROZ-TELLES et al. Jan, 2017; WANG et al. 2019). Normalmente acomete
agricultores, lenhadores e jardineiros, sendo causada por traumas mecanicos em contato com
solo, plantas ou objetos que possuem agentes infecciosos como Fonsecaea pedrosoi, F.
monophora, Cladophialophora carrionii e, eventualmente, a Phialophora verrucosa,
Rhinocladiella aquaspersa, e Exophiala dermatitidis (QUEIROZ-TELLES et al. Nov,2017,
WANG et al. 2019; BIENVENU e PICOT, 2020).

A OMS considera a cromoblastomicose uma doenca tropical negligenciada, capaz
de provocar impedimentos com consequéncias graves na salde publica e no desenvolvimento
socioecondmico, colaborando para o aumento do empobrecimento (QUEIROZ-TELLES et al.
Nov,2017; BIENVENU e PICOT, 2020). Os agentes etioldgicos desta doenca s&o
encontrados no mundo inteiro, com prevaléncia nas regides tropicais e subtropicais e, segundo

You Z et al. (2019) a maioria das cepas patogénicas foi relatada na America do Sul e no leste
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da China. No Brasil, o estado do Maranhdo €é considerado uma regido com
hiperendemicidade. De Azevedo et al. (2015) isolaram uma linhagem originada de lesdes no
brago, rosto e cerebro de um homem acometido por cromoblastomicose que resultou na
descricdo de uma nova espécie: Fonsecaea pugnacius.

Os géneros Cladophialophora, Rhinocladiella, Curvularia, Verruconis, Exophiala
e Veronaea também sdo conhecidos agentes causadores de micoses que desenvolvem
caracteristicas manchas verrucosas negras, lesées no formato de nddulos cisticos em tecidos
superficiais ou profundos, infeccdes do sistema nervoso central, infecgdes disseminadas e
infeccbes pulmonares (HE et al. 2022). Individuos com deficiéncia no CARD9 tém
predisposicdo para feo-hifomicose, o que leva a infecgdo no sistema nervoso cerebral, como
relataram Wang et al. (2019) que relataram um caso raro dessa infeccdo no cérebro, com 0
agente etiologico E. dermatitidis. Hospedeiros imunocompetentes também apresentam esta
predisposicdo (REVANKAR e SUTTON, 2010; e MODY et al. 2022), bem como pacientes
imunossuprimidos que realizaram transplantes renais e pulmonar (KLASINC et al. 2019;
LATAWA et al. 2022; LIMA et al. 2022).

Existem, contudo, tratamentos conhecidos que buscam controlar agentes
microbianos patogénicos, e dentre as drogas antifungicas existentes, séo classificadas como
polienos (anfotericina B, nistatina); Benzofurano heterociclico (griseofulvina); Azdis
(Clotrimazol, Cetoconazol, Fluconazol, Itraconazol) e Alinamina (Terbinafrina). Estes agem
na célula fungica, na membrana plasmatica, ou na parede celular; na divisdo nuclear; na
sintese do ergosterol (SILVA, 2010; PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON e
ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Para o tratamento de micoses, & comum utilizar o Itraconazol como
monoterapéutico, caso ndo apresente bons resultados, entdo é utilizado o voriconazol ou
terbinafina. Outra possibilidade tem sido a terapia combinada de 2 antifungicos como o
Itraconazol e a terbinafrina, Itraconazol e 5-flucitosina, Itraconazol e posaconzol, e
anfotericina B, que também apresentou bons resultados quando combinados. (REVANKAR e
SUTTON, 2010; QUEIROZ-TELLES et al. Jan,2017; Wang et al. 2019; LIMA et al. 2022).
O estudo de suscetibilidade in vitro desenvolvido por Usuda et al. (2021) corroborou com 0s
resultados obtidos por Duarte et al. (2013), em que o Itraconazol apresentou o melhor
resultado, quando comparado com outras drogas antifingicas frente a espécie E. dermatitidis.

Em contrapartida, drogas antifingicas possuem algumas desvantagens como o
longo tempo de administracdo (pode durar até anos), aumentando o risco de descontinuidade

do tratamento por parte do paciente, e o surgimento de efeitos adversos como pancreatite e



19

disfungdes hormonais causando alopecia, ginecomastia, insuficiéncia adrenal. Também pode
ocorrer interacdo medicamentosa e toxicidade em alguns casos, como a Anfotericina B que é
um farmaco nefrotoxico e os azois que causam toxicidade hepatica (SILVA, 2010; BENITEZ
e CARVER, 2019; RAKHSHAN et al. 2023). E igualmente preocupante o aumento da
resisténcia as drogas antifungicas devido as mutacfes genéticas, a adaptacdo em consequéncia
do estresse celular, provocado pelo uso do préprio antifingico, além do quadro atual de
drogas antifungicas disponivel ndo apresentar ampla escolha para o tratamento terapéutico
(PERLIN, RAUTEMAA-RICHARDSON e ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Esse quadro se explica pela dificuldade em encontrar novos antifungicos com
alvos especificos, que interfiram somente no funcionamento da célula fungica, sem causar
danos as células humanas, ja que ambos sdo eucariotos (AHMAD et al. 2021). Em geral, 0s
tratamentos terapéuticos contra micoses tém demonstrado resultados satisfatorios apesar de
morosos, porém € recomendavel a busca por novas substancias potencialmente mais
eficientes, e principalmente que ndo estimulem a resisténcia microbiana. Uma alternativa esta
nos produtos naturais, com destaque para 0s 6leos essenciais (OEs), que ja& demonstraram
apresentar atividade antimicrobiana. Um Gnico OE possui dezenas de compostos, que podem
agir simultaneamente em varios alvos nas células microbianas, resultando na susceptibilidade

fangica.

2.3. Oleos essenciais

A procura por produtos naturais tem aumentado significativamente ao longo das
ultimas décadas, devido a pressdo dos consumidores que buscam melhor satde, bem-estar e
qualidade de vida, conforme relatado pelo servico brasileiro de apoio as micro e pequenas
empresas (SEBRAE, 2023). Os 6leos essenciais (OEs) possuem potencial terapéutico e
econémico; no Brasil as espécies mais estudadas séo: Citrus limon (L.) Burm.f.; Eucalyptus
citriodora Hook; E. urograndis; E. microcoris; Mentha arvensis L.; M. piperita L.; Cedrus
atlantica (Endl.) Manetti ex Carriere; Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor; C. citratus
(DC.) Stapf; Myrocarpus frondosus Allemao; Citrus sinensis (L.) Osbeck; C. bergamia Risso;
Pelargonium graveolens L’Hér (BUENO et al. 2021; BIESKI et al. 2022).

A nivel mundial o Brasil tem um papel importante, pois encontra-se entre 0s 5
principais paises exportadores de OEs, com destaque para o de laranja (BIZZO e REZENDE,
2022). Diante disso, alguns segmentos da industria tém utilizado cada vez mais os OEs com
propriedades antimicrobianas e antioxidantes como alternativa aos aditivos sintéticos na

industria de alimentos e bebidas, e aumentando também a vida de prateleira dos produtos
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como relatou a pesquisa da Fortune Business Insights, 2021. Da mesma forma, foi constatado
por Fontana et al. (2021) que avaliaram a atividade antifingica dos OEs Aloysia citriodora,
C. winterianus, Lippia alba e Ocimum americanum, e apresentaram potencial para controlar
doencas pds colheita em morangos e péssegos. Os OEs também séo utilizados nas
formulacBes da industria cosmética, por possuirem caracteristicas organolépticas, aléem de
estar presentes nos produtos direcionados para acne, dermatite seborreica, envelhecimento
cutaneo, satde oral, higiene das maos (RIBEIRO et al. 2022; SIMOES, 2022).

A portaria n° 702, de 21 de marco de 2018, do Ministério da Saude diz que as
praticas integrativas e complementares como a aromaterapia podem ser benéficas ao paciente
e contribuir economicamente, pois o custo do OE em comparagdo a algumas drogas €
relativamente baixo e consequentemente possui vantagens, colaborando assim com o Sistema
Unico de Sadde.

Segundo Cavaleiro (2007), os OEs apresentam variadas atividades biologicas com
interagOes na fisiologia humana e animal, podendo ter atividade farmacodinamica no sistema
respiratorio e digestivo, bem como a¢des analgésicas, anti-inflamatorias, anti-virais, dentre
outras. Souza et al. (2021) descreveram que o OE de Mentha piperita apresenta funcoes
hepatoprotetora, larvicida e anti-inflamatoria. Dhakad et al. (2017) concluiram que o OE de
eucalipto apresenta propriedades farmacoldgicas, como acao antidiabética e antioxidante, bem
como antimicrobiana devido a presenca de compostos como 1,8-cineol, a-pineno, 3-pineno e
limoneno. Os autores verificaram ainda as ac¢@es larvicida, analgésica e anti-inflamatdria
sendo utilizado em tratamentos respiratorios por causa de seu efeito mucolitico, conferido
pela presenca del,8-cineol. D-limoneno é o principal componente do OE extraido de frutas
citricas, como limdo, lima e laranja, e possui acdo antiarritmica e bradicardia, como
descreveram Nascimento et al. (2019).

A maioria dos OEs apresentam propriedades antimicrobianas; os mais conhecidos
s&o tomilho (Thymus vulgaris), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), alfazema (Lavandula
sp.) e segurelha (Satureja spp) (Cavaleiro, 2007). Atividade bactericida dos OEs de
Caryophyllus aromaticus e Rosmarinus officinalis frente a linhagens de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella spp. foi confirmada por Probst (2012).

Além da atividade antibacteriana, a acdo fungicida dos OEs também tem sido
explorada. Os mesmos apresentam potencial frente a resisténcia a medicamentos e infeccbes
causadas por biofilme de Candida spp, conforme Khan e Ahmad (2012), que estudaram os
OEs de Cymbopogon citratus e Syzygium aromaticum com resultados promissores de

atividade anti-biofilme. Além disso, os autores sugeriram a exploragdo desses 6leos como
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novos produtos frente ao problema da resisténcia a medicamentos e infec¢des recorrentes. Os
OEs de Zingiber officinale, Cinnamomum zeylanicum e Cymbopogon martinii foram testados
contra Fusarium verticillioides, sendo os melhores resultados obtidos para C. zeylanicum e C.
martinii, que mostraram acao fungitoxica (CASTRO, 2020).

Dianez et al. (2018) realizaram uma triagem buscando atividade antifungica a
partir dos Oleos Citrus sinensis, Cupresus sempervirens, Eucalyptus globulus, Lavandula
angustifélia, Mentha piperita, Pelargonium graveolens, Pogostemon patchouli, Rosmarinus
officinalis, Santolina chamaecyparissus, S. aromaticum, Thymus mastichina e T. vulgaris,
frente a 8 fungos patogénicos de vegetais e cogumelos. Os resultados demonstraram que todos
os Oleos tiveram atividade inibitdria, porém se destacaram o de cravo (S. aromaticum),
hortel&-pimenta (Mentha piperita), patchouli (P. patchouli) e rosa geranio (P. graveolens).

Nas plantas, os OEs podem ser armazenados nas flores, como é o0 caso da
laranjeira, nas folhas como no capim-liméo, nas cascas dos caules como ocorre na canela,
rizomas (gengibre), raizes como no vetiver, nos frutos (anis-estrelado) e sementes como na
noz-moscada. O método de extracdo mais adequado depende da localizacdo na planta,
podendo ser por enfloragcdo, extracdo com solventes organicos, prensagem, extracdo por CO>
supercritico, arraste a vapor, ou pelo método classico de hidrodestilacdo em aparelho do tipo
Clevenger (SIMOES, SPITZER, 2007). A farmacopeia brasileira (2019) descreve OES como
“obtidos de plantas, por processos fisicos, que evaporam a temperatura ambiente sem deixar
residuo. Sdo constituidos por misturas complexas de substancias de baixa massa molecular,
que determinam seu odor e sabor”.

A composicdo quimica dos OEs pode sofrer variacbes de acordo com a area
geogréfica, circunstancias climéticas, periodo da colheita e método de extragdo, dentre outros.
Portanto, os compostos podem apresentar variagbes em todo o mundo, mas ndo é
impedimento para suas diversas aplicacfes. (AKSIT et al., 2022; ASHOKKUMAR et al.,
2020; KAUR, BHARDWAJ, KAUR, 2021; TRINDADE et al. 2022).

OEs séo produzidos a partir do metabolismo secundério vegetal, a partir do acido
chiquimico derivam os fenilpropandides, e a partir do &cido mevaldnico originam-se as
unidades de isopreno (CsHsg) que formam os terpenoides, classe predominante e mais diversa.
Nesta encontram-se 0os compostos monoterpenos (CioHie), dentre estes o citral, geraniol,
linalol, limoneno, timol, mentol e outros, e também o0s compostos sesquiterpenos (CisH24),
como farnesol, B-cariofileno e outros. Esses compostos sdo 0s principais constituintes dos
OEs e apresentam grande capacidade para diversas atividades terapéuticas (SIMOES,
SPITZER, 2007; LUDWICZUK1, SKALICKA-WO ZNIAK e GEORGIEV, 2017; AHMAD



22

et al. 2021). Segundo Rashed et al. (2021), os monoterpenos presentes nas espécies
Lavandula sp., Salvia sp., Thymus sp., Citrus sp. e Cymbopogon sp. apresentam propriedades
antifungicas, confirmando assim a importancia dos terpenos nas agdes farmacoldgicas.
Recentemente, Ferreira et al. (2022) relataram que em OEs obtidos a partir de espécies da
Amazonia foram identificados terpenos, monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides
com potencial para novos produtos, como pesticidas naturais, antioxidantes, antimicrobianos
e citotoxicos.

As familias botanicas Poaceae, Myrtaceae e Lamiaceae estdo descritas na
literatura por apresentar atividade antifingica e com isso seus OEs podem inibir o
crescimento de fungos, como relatou Zimmermann et al. 2023. Em fungéo disso, essas

familias sdo mencionadas a seguir.

2.3.1. Familia Poaceae

O género Cymbopogon pertence a familia Poaceae e apresenta caracteristicas
morfoldgicas e anatbmicas tipicas de gramineas ou capins. Como exemplos temos a citronela
e o capim-limdo. Seus odores sdo conferidos pelos OEs produzidos, além de serem muito
utilizados popularmente e nas industrias tendo ampla aplicacdo como inseticidas,
aromatizantes, cosméticos e outros (PROCHNOW, 2014).

A espécie C. citratus é conhecida como capim-limédo, erva cidreira ou capim-
santo, entre outros (SANTQOS, 2021). Seu composto majoritario é o citral, que é uma mistura
de 2 monoterpenos: 0s isdmeros cis-citral (geranial) e trans-citral (neral), que apresentam as
funcbes farmacologicas sedativa, anti-inflamatoria, analgésica, antibacteriana e antifingica.
Seu OE também € utilizado em fragrancias, aromas, perfumaria, cosméticos e detergentes
(BOUKHATEM et al. 2014).

C. martinii, popularmente conhecida como Palmarosa, tem como composto
majoritario o geraniol que apresenta propriedades antiviral, antibacteriana, antioxidante,
anticancer, antidepressivo e citotoxica (LYRA, 2019). Também provoca inibicdo do sistema
de deteccdo de quorum em bactérias, segundo Onem (2022). Além disso, Castro et al. (2020)
confirmaram sua eficiéncia contra o fungo Fusarium verticillioides e Candida albicans
(LEITE et al. 2015).

A citronela é o nome popular da espécie C. nardus, e tem como compostos
majoritarios o citronelal e o geraniol. O OE de citronela tem varias aplicacfes como repelente
(GIRAO, 2014), até mesmo para combater o Aedes aegypti, segundo Zulfikar; Aditama e
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Sitepu (2019). Apresenta ainda acdo antifungica contra C. albicans (TRINDADE et al.,
2022), F. verticillioides e Dreschlera maydis, presentes no milho (KAUR et al. 2021).

2.3.2. Familia Myrtaceae

Uma das espécies mais utilizadas para a extracao e uso de 6leo essencial chama-se
Melaleuca alternifolia. Originaria da Australia, seu dleo é conhecido como o da “arvore do
chd” e possui compostos como terpineno-4-ol, y- e o-terpineno, a-terpineol e 1,8 cineol.
Apresenta atividade antiviral, anti-inflamatoria, antiprotozoaria, antibacteriana e antifungica
(LUDWICZUK, SKALICKA-WO ZNIAK e GEORGIEV, 2017; BRUN et al. 2019)

S. aromaticum, conhecido como cravo-da-india, é outro representante de
importancia comercial da familia Myrtaceae. Apresenta 0S compostos majoritarios [-
cariofileno, a-humuleno e eugenol, cujas atividades antioxidante, inseticida, anti-inflamatoria,
analgésica, anestésica, antinociceptiva e anticancerigena (HARO-GONZALEZ et al., 2021),
além de antimicrobiana e antiflngica, tém sido muito valorizadas. Hiwandika, Sudrajat e
Rahayu (2021) relataram que o extrato etanolico de cravo-da-india foi capaz de inibir 11
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e 0s fungos Venturia inaequalis, Candida

albicans, C. glabrata e C. tropicalis.

2.3.3. Familia Lamiaceae

Da familia Lamiaceae destacam-se as espécies Ocimum basilicum e O.
gratissimum, com odor caracteristico e popularmente sdo conhecidos como manjericdo e
alfavacéo, respectivamente. O. basilicum é utilizado na culinaria e seu OE é constituido pelos
compostos a-Pineno, B-Pineno, Metil chavicol, 1,8 cineol, Linalol, Geraniol, p-cariofileno e
Eugenol. Possuem também atividades anticAncer, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
inseticida, antipirética, antiartritica. (SHAHRAJABIAN, SUN e CHENG, 2020;
VASCONCELOS et al. 2021).

Além das atividades farmacoldgicas apresentada pelo O. basilicum, o O.
gratissimum também possui as propriedades antioxidante, hepatoprotetora, antidiabéticas,
anti-hipertensivas, antidiarreicas, e seu OE € composto por canfeno, B-cariofileno, a- ¢ -
pineno, a-humuleno, sabineno, -mirceno, limoneno, 1,8-cineol, trans-p-ocimeno, linalol, a- e
d-terpineol, eugenol, a-copaeno, -elemeno, p-cimeno, timol e carvacrol. (UGBOGU et al.
2021).

De maneira geral, as principais caracteristicas dos OE sédo a volatilidade e o odor

agradavel e intenso, sendo por este motivo também denominados de esséncia, apresentam
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coloragdo incolor ou ligeiramente amarelados e sdo instaveis na presenca de luz e calor.
Quanto as caracteristicas fisico-quimicas sdo lipofilicos, sollveis em solventes organicos
apolares (SIMOES e SPITZER, 2007).

O fato de serem lipofilicos contribui para sua interacdo com a parede celular,
permitindo a passagem de seus componentes para o interior da célula fangica. Segundo
Konuk e Ergiiden (2020), os monoterpenos timol e carvacrol causaram rompimento da
membrana e extravasamento do contetdo celular, e consequentemente a morte microbiana.
Isso foi possivel devido ao fato desses terpendides possuirem a por¢do aromatica hidrofébica
e o grupo fendlico —OH, que sdo essenciais para atividade antifungica.

Perante a diversidade quimica presente nos OEs de plantas medicinais e
aromaticas, bem como suas inumeras aplicagdes, € justo dizer que estes sdo de grande
importancia econdbmica para a inddstria cosmética no emprego em perfumes, fragrancias e
também como conservantes, na industria de alimentos como condimentos e aromatizantes, na
industria farmacéutica devido as propriedades farmacoldgicas (SIMOES e SPITZER, 2007), e
também em salde animal, como aditivos naturais em substituicdo a antibidticos utilizados na
dieta de suinos, frangos e peixes como consta na patente de cddigo: 1460 pescado com o
titulo “desenvolvimento de racéo a base de extratos naturais para o setor de piscicultura”.

Diante do exposto sobre as caracteristicas apresentadas pelos fungos dematiaceos,
o potencial fator de viruléncia de alguns isolados oportunistas para humanos, e frente as
desvantagens dos tratamentos terapéuticos com antifingicos sintéticos, os OES surgem como
uma opg¢do promissora no controle desses microrganismos. Por suas comprovadas
propriedades farmacologicas, dentre elas a antimicrobiana, € relevante a exploracdo de sua
atividade antifingica frente aos isolados selecionados para o presente estudo, bem como a
identificacdo molecular dos mesmos a fim de comparacdo com os fungos dematidceos ja
descritos na literatura.

Assim, este trabalho visa a bioprospeccdo de OEs quanto a atividade antifingica
frente a isolados de diferentes fungos dematidceos, buscando oferecer uma alternativa
eficiente aos individuos acometidos por esse grupo de fungos, e entdo contribuir para a

sugestdo de novos antiflngicos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antifungica de 6leos essenciais frente a isolados de fungos dematiaceos

ambientais e clinicos.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito de 8 OEs selecionados sobre o crescimento radial de isolados de
fungos dematiéceos;

Determinar a concentragdo minima inibitoria e atividade fungicida dos OEs frente aos
isolados estudados;

Avaliar o crescimento dos isolados fungicos a diferentes temperaturas;

Realizar andlise qualitativa dos 6leos essenciais estudados;

Confirmar a identificagdo morfolégica dos isolados mediante sequenciamento e
andlise de distancia filogenética.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Sele¢do dos isolados fungicos

Os isolados fungicos utilizados neste trabalho foram obtidos de ambientes
associados a presenca de hidrocarbonetos. Pertencem a colecdo de pesquisa da Dra. Derlene
Attili de Angelis, e se encontram preservados pelo método Castellani no Laboratério de
Microbiologia Ambiental- Taxon, da UNESP - Campus de Rio Claro, SP. A atividade de
acesso ao Patrimonio Genético Nacional foi cadastrada no SisGen sob o codigo: A5S0F329.

Partindo-se de 60 culturas fangicas ambientais de micélio escuro, 15 isolados
foram selecionados para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana frente aos OEs.
Como criterios de selecdo utilizou-se a confirmacdo da viabilidade e da pureza das mesmas,
suas caracteristicas microscopicas buscando a identificacdo genérica preliminar, e 0
crescimento na presenca de 2,5% DMSO + 0,5% Tween 80, usados na solubilizagéo dos
6leos, e posteriormente incorporado no meio de cultura MA2%. Em todos o0s ensaios, 0 meio
de cultura MA2% foi utilizado pois observou-se um crescimento 6timo das culturas nesse
meio.

Dois isolados fangicos cedidos pelo Laboratério de Investigagdo em Fungos —
LIF, do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas, FCM/UNICAMP, foram
utilizados para determinar o potencial de dois OEs de maior atividade e o0 monoterpeno Citral
(marca Acros Organics). Os isolados clinicos foram Fonsecaea sp. (LIF 2337) e Phialophora

sp. (LIF 2443), isolados de abcesso cerebral e leséo de pele humana, respectivamente.

4.1.1. Avaliacdo da viabilidade e pureza

Para o ensaio de viabilidade e pureza dos isolados estudados foi utilizada a técnica
de cultivo monospdrico, a partir da cultura crescida em meio de cultura MA2%, incubada em
camara DBO a 28 °C por 10 dias. Apoés este periodo, uma alcada de micélio foi transferida
para 1mL de agua destilada esterilizada em um microtubo, e homogeneizada manualmente.
Com o auxilio de uma micropipeta, aproximadamente 100 pL da solugdo inicial foram
transferidos para a Camara de Neubauer, onde ocorreu a contagem do ndmero de células por
cm®. O nlmero ideal para esse teste é de até 5 UFC/mL; quando obtido um ndmero acima
desse, o indculo foi diluido. Em seguida, foi realizado o espalhamento da suspensdo final
sobre a superficie do meio de cultura em placas de Petri, com auxilio de uma alca de
Drigalsky. As placas foram incubadas em camara de DBO a 28°C por até 10 dias (CROUS et
al. 2019).
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4.1.2. Caracterizacdo macro e microscopica dos isolados

Apos a confirmacdo da pureza e viabilidade do material, a caracterizagdo macro e
microscopica dos isolados foi realizada por meio de observacdo das estruturas obtidas em
lamina a fresco com glicerina. Esta técnica selecionou 30 isolados que apresentaram
estruturas reprodutivas. Estes foram submetidos a técnica de microcultivo com o intuito de
caracterizar morfologicamente os isolados na busca dos principais géneros.

A técnica de microcultivo (de HOOG et al. 2000 adaptado) foi realizada em placa
de Petri, com o auxilio de uma lamina de bisturi esterilizada, com a qual obteve-se um cubo
de agar de 4 a 6 mm?, que foi disposto sobre 0o meio sélido. Sobre este cubo de agar foi
transferido um pequeno in6culo da colénia, com o auxilio de uma agulha de inoculagdo
esterilizada. Apos a inoculacdo, cobriu-se o cubo inoculado com uma laminula esterilizada,

conforme a Figura 1.

Figura 1: Técnica de microcultivo.

«— | Laminula
|Crescir_nemofum_g_\co — I

Cubo
de dgar

Meio de cultura

Fonte: Elaborado pela autora. Criado em BioRender.

Este procedimento foi realizado em quadruplicata. O conjunto foi incubado em
camara DBO a 28 °C durante o periodo de até 15 dias. As analises das caracteristicas
macroscopicas foram observadas sob estereomicroscopio binocular e para a microscopia
utilizou-se glicerina. Nesta etapa, o objetivo foi visualizar as estruturas fungicas férteis para

identificacdo preliminar do género ou do grupo, e selecionar taxons diferentes.
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4.1.3. Preservacao dos isolados

A preservacdo dos isolados buscou garantir um estoque confidvel do material,
para a seguranga da continuidade do estudo. Apés a confirmacdo da viabilidade e da pureza
das col6nias, os isolados foram preservados pelo método de Castellani para constituir o
acervo de trabalho (CASTELLANI, 1963). As culturas foram repicadas em placas de Petri
com agar MA2% e em seguida incubadas em camara DBO a 28 °C por 10 dias. Apos esse
periodo de crescimento dos isolados foi realizado um corte em forma de cubo no &gar, com
dimensdes de aproximadamente 5 mm?, com auxilio de uma lamina de bisturi esterilizada.
Foram transferidos 10 cubos para frascos de rosca contendo 10 mL de agua destilada
esterilizada (Figura 2), em duplicata. Estes foram acondicionados em suportes plasticos e

armazenados sob refrigeracdo a temperatura de 4-6 °C.

Figura 2: Preservacdo dos fungos pelo método de Castellani.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2. Oleos essenciais e emulsificantes

Dos OEs utilizados neste estudo, 6 foram obtidos comercialmente, e 2 foram
cedidos pela Profa. Dra. Marta Cristina Teixeira Duarte, da Divisdo de Microbiologia (DMB),
do CPQBA/UNICAMP, como consta na Tabela 1.

Tabela 1: Relacdo dos OEs utilizados.

Nome

Planta medicinal Obtencéo

popular

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf Capim limdo  Comercial/BioEsséncia

Cymbopogon martinii (Roxb.) W.Watson Palmarosa DMB

Cymbopogon nardus (L.) Rendle Citronela Comercial/ Terra Flor

Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Comercial/sem
Melaleuca o

Cheel especificacdo da marca

Ocimum basilicum L. Manjericio ~ Comercial/ BioEsséncia

Ocimum gratissimum L. Alfavacao DMB

Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry Cravo-da- ] ) .
Comercial/ BioEsséncia

india

Thymus vulgaris L. Tomilho Comercial/ Terra Flor

4.2.1. Solubiliza¢éo dos OEs
Com o intuito de padronizar a solubilizacdo dos Oleos, foram realizados trés
ensaios experimentais utilizando os OEs mencionados na Tabela 1 em &gua destilada, onde

foram aplicadas as concentracfes de Tween 80 e DMSO mencionadas abaixo (Tabela 2).

Tabela 2: Ensaios de solubilidade dos OEs.

Primeiro Ensaio Segundo Ensaio Terceiro Ensaio
TWEEN 80 DMSO DMSO + Tween 80

0,1% 0,1%

0,5% 0,5%
1% 1% 2% DMSO + 0,5% Tween

Concentragoes 2% 2% 80

2,5% 2,5% 2,5% DMSO + 0,5%
3% 3% Tween 80
4% 4%

5% 5%
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4.2.2. Avaliacéo da Interferéncia do DMSO e Tween 80

A interferéncia do DMSO e Tween 80 no crescimento micelial dos 60 isolados foi
avaliada por meio de dois ensaios, um contendo 5% DMSO e o segundo com uma
concentracdo reduzida de 2,5% DMSO acrescida de 0,5% Tween 80, incorporados no meio de
cultura MA2%. Em placas de Petri foram inoculados discos de 0,5 cm de didametro de cada
fungo, seguido de incubagdo em cadmara DBO a 28 °C por 10 dias. Controles positivos, sem
adicdo de DMSO e Tween 80 foram incluidos para comparacdo. O critério de avaliacdo foi

com base no crescimento dos isolados. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.3. Triagem da atividade antifungica
4.3.1. Efeito inibitorio dos OEs sobre o crescimento micelial

A determinacdo do efeito inibitério dos OEs foi realizada pelo método de diluigéo
em agar, com determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Cada OE foi diluido
nas concentragdes de 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 1,0 mg/mL e 1,25 mg/mL,
solubilizados em 2,5% DMSO + 0,5% Tween 80 e incorporados no meio MA2%. Placas de
Petri de 5,0 cm de didmetro contendo o meio sélido foram inoculadas com os 15 isolados
selecionados, com auxilio de canudos plasticos, e discos de 0,5 cm a partir do crescimento
fangico em MA2%. Nos controles negativos, os OEs foram substituidos por agua destilada
esterilizada. Os experimentos foram realizados em duplicata e as placas incubadas em camara
DBO a 28 °C por 10 dias. Apbs este periodo, o crescimento radial foi observado sob
estereomicroscopio binocular e mensurados os didmetros das colonias com auxilio de uma
régua milimetrada, de acordo com a Figura 3. A porcentagem de inibicdo do crescimento

micelial foi calculada a partir da férmula:

Dc— Dt
Dc

Porcentagem de inibicio (%) = ( ) .100

Onde:

Dc: diametro de crescimento na placa controle;

Dt: didmetro de crescimento na placa com os tratamentos (BALOUIRI, SADIKI, e

IBNSOUDA, 2016).
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Figura 3: Medic¢do do crescimento micelial.

Fonte: Elaborado pela autora. Criado em BioRender.

Outra analise da CIM foi realizada com os dois isolados clinicos de fungos
dematidceos (Fonsecaea sp. (LIF 2337) e Phialophora sp. (LIF 2443), utilizando os 6leos de
C. citratus e de S. aromaticum, e 0 monoterpeno Citral (marca Acros Organics).

4.3.2. Determinacéo do efeito fungicida

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi aplicada nas duas menores
concentragdes dos OEs onde ndo foi observado crescimento micelial. Entdo, a partir destas
duas menores concentracbes foram retirados os discos inoculados nos ensaios de
determinacéo da MIC, que em seguida foram transferidos para outra placa de Petri (5,0 cm de
diametro), contendo o meio de cultura MA2% + 2,5% DMSO + 0,5% Tween 80. As placas
foram incubadas em camara DBO a 28 °C por até 30 dias, e o crescimento radical micelial
observado por até 10 dias, sendo considerada somente a auséncia ou a presenca de

crescimento. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.4. Determinacgdo da composicdo quimica dos OEs por CG-EM

A anédlise cromatografica dos OEs foi realizada por Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrébmetro de Massas — CG-EM, na Divisdo de Quimica Orgéanica e
Farmacéutica do CPQBA/UNICAMP. A identificagdo dos constituintes dos OEs foi realizada
em cromatdgrafo a gas Hewlett-Packard 6890, equipado com detector seletivo de massas
Hewlett-Packard 5975, injetor split/splitless, utilizando-se uma coluna capilar HP-5MS (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um). Temperaturas: injetor = 220 °C, detector = 250 °C, coluna = 60 °C, 3
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°C.min-1, 240 °C. Vaz&o do gas de arraste (He super seco) = 1,0 mL.min™. A identificacdo foi
realizada através do célculo dos indices de retengdo dos analitos (utilizando-se a co-injecdo de
uma mistura de padrdes de hidrocarbonetos C8-C24), comparagdo com a biblioteca eletronica
do equipamento (NIST-11) e com os dados da literatura (ADAMS, 2007).

4.5. Caracterizacdo molecular dos isolados fungicos
4.5.1. Extracdo do DNA

Para a extracdo de DNA dos isolados de fungos dematiaceos foi utilizado o
protocolo proposto por Aamir et al. (2015), com modificacGes. Os isolados foram cultivados
em placas de Petri no meio MA2%, e incubados em camara DBO a 28 °C por 10 dias. Os
indculos foram transferidos para microtubos de 2,0 mL, contendo 900 pL da solucéo de lise e
esferas de vidro para auxiliar na quebra da parede celular. Em seguida, foram agitados em
vortex por 2 min e mantidos em banho-maria a 65 °C por 20 min. Apés, foram agitados em
vortex por 2 min e centrifugados a 13.200 rpm por 10 min a 4 °C, sendo os sobrenadantes
transferidos para novo microtubo de 2,0 mL e adicionado 800 pL de fenol, com
homogeneizacdo em vértex. O microtubo foi novamente centrifugado a 13.200 rpm por 5 min
a 4 °C. A transferéncia do sobrenadante foi novamente feita para um novo microtubo de 2,0
mL, adicionou-se 400 pL de fenol e 400 pL de cloroférmio, sendo o conteudo
homogeneizado e centrifugado, como na etapa anterior. Ao sobrenadante desta etapa foi
realizado o mesmo procedimento da etapa anterior, porém foram adicionados 800 pL de
cloroférmio. O sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e adicionado de
600 uL de isopropanol. Apos homogeneizacdo manual, o microtubo foi incubado em freezer a
-20 °C por 20 min. Em seguida, o material foi centrifugado a 13.200 rpm por 10 mina 4 °C. O
sobrenadante foi descartado, e ao residuo foi adicionado 100 pL de etanol 70%, sendo o tubo
invertido algumas vezes, centrifugado a 13.200 rpm por 2 min a 4 °C e o sobrenadante
novamente descartado. O pellet foi seco a temperatura ambiente, e depois ressuspendido em
agua reagente para biologia molecular. Na etapa que se seguiu foi adicionado 1 pL RNAse
(10 mg/mL), e o material incubado a 37 °C durante 1 h. Apds isso, 0 DNA foi estocado em
freezer a -20 °C. A concentracdo do DNA foi estimada de acordo com o padrdo lambda (50
ng), mediante eletroforese em gel de agarose 1% corada com SYBR Safe, e posteriormente

visualizada no fotodocumentador sob luz UV.
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4.5.2. PCR e purificagdo dos produtos de PCR
A reacédo de PCR (Polymerase Chain Reaction) visou amplificar os fragmentos da
regido ITS, utilizando-se os primers ITS1 e ITS4, sugeridos para a identificacdo fangica

inicial, conforme a Tabela 3.

Tabela 3: Reacdo de PCR: relagéo dos reagentes e suas concentrages finais.

Concentracdo da  Concentracdo final  Volume por

Reagentes Solucdo Estoque por reacao reacao (uL)

H20O reagente de biologia

-- -- 15,35
molecular autoclavada
Solucéo tampéo da Taq 10 X 1X 2,5
Solucéo de MgCl> 50 mM 1,5mM 0,75
Primer ITS1 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer ITS4 20 uM 0,4 uM 0,5
dNTP’s 25 mM 200 uM 0,2
Tag DNA-polimerase 5 U/uL 1U 0,2
DNA genémico - 5-25 ng 5,0
Volume total -- -- 25,0

A amplificacdo foi realizada em um termociclador Eppendorf Mastercycler, com o
seguinte programa: 95 °C por 2 min, 30 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72 °C por
3 min, e 1 ciclo de extensdo final a 72 °C por 3 min, 4°- . (WHITE et al. 1990; BELGINI et
al. 2014).

Os produtos da PCR foram avaliados em eletroforese com gel de agarose corado
com SYBR Safe e visualizados em fotodocumentador. Para purificacao e limpeza do DNA foi
utilizado o kit GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification (GEHealth Care).

4.5.3. Sequenciamento do produto de PCR purificado

Na reacdo de sequenciamento foi utilizada uma placa com 96 pocos, compativel
com o sequenciador ABI3500 XL (Applied Biosystems). A quantidade de DNA foi avaliada
de acordo com o tamanho do fragmento do produto da PCR purificada de cada amostra. O
mix (mistura) foi preparado para a reacdo de sequenciamento com o0s reagentes de acordo com
a Tabela 4, sendo os mesmos primers utilizados na reacdo de sequenciamento, porém com

concentragdes diferentes.
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Tabela 4: Reacédo de sequenciamento: relacdo dos reagentes e o volume por reacéo.

Reagentes Volume por reacdo (uL)
Tampé&o save money 2,0

Primer (5 uM) 0,5

Big DYE (Life Technologies) 0,5

DNA (10-20 ng/uL) 05-2

Agua MilliQ 5,0

VVolume total 10,0

Apos o preparo da reacdo de sequenciamento, foi distribuido o mix e o DNA
correspondente em cada poco da microplaca, que foi colocada no termociclador com o
programa seqABI, de acordo com a Tabela 5. Apos o término da ciclagem, foi realizada a

precipitacdo da microplaca e entdo colocada no sequenciador AB13500 XL.

Tabela 5: Programa da reagéo do sequenciamento.

1 ciclo 96°C / 1min
_ Ciclos 96°C / 15 seg
Ciclos (30X) 50°C / 15 seg
60°C / 4 min
Hold 4°C

Para analise de distancia genética foi utilizado o software BioEdit versdo 7.0.9.0,
para editar e alinhar as sequéncias. Em seguida a sequéncia consenso foi alinhada utilizando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (Blast) em National Center for Biotechnology

Information-Gen Bank (NCBI-GenBank), para pesquisa de similaridade.

4.6. Teste de crescimento a diferentes temperaturas

O teste de temperatura foi realizado com os 15 isolados selecionados previamente.
A partir do crescimento fungico em MA2%, discos de 0,2 cm foram inoculados centralmente
em placa de Petri contendo o meio de cultura MA2%, em duplicata. Os mesmos foram
incubados nas temperaturas de 28 °C, 30 °C, 33 °C, 37 °C e 40 °C por 30 dias. Ap0s este
periodo, foi observado o crescimento radical micelial, considerando somente a auséncia ou
presenca de crescimento (de HOOG et al. 2011; DUARTE, 2013).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Identificacdo morfologica preliminar e selecdo dos isolados fungicos

Como mencionado no item 4.1.2., a técnica de microcultivo foi utilizada para a
etapa de identificacdo morfologica preliminar e selecdo dos isolados. A Figura 4 mostra 0
crescimento dos isolados sobre os blocos de &gar, conforme orienta a técnica e observacao da
morfologia microscopica. Na Tabela 6 encontra-se a lista dos isolados selecionados para 0s
ensaios.

Figura 4: (a) Técnica de microcultivo realizada para a identificagdo preliminar; (b) e (c) as imagens
mostram o resultado obtido com a técnica, para melhor observagdo morfoldgica.

Fonte: elaborada pela autora (2020).

Tabela 6: Relacdo dos 15 isolados selecionados para os ensaios de atividade antifungica com os

OEs.
Isolados Identificacdo preliminar
LMA 436 Cladosporium sp.
LMA 484 Curvularia sp.
LMA 836 Exophiala sp.
LMA 969 Cladophialophora sp.
LMA 986 Phialophora sp.
LMA 1005 Cladosporium sp.
LMA 1007 Cladophialophora sp.
LMA 1059 Penidiella sp.
LMA 1074 Cladosporium sp.
LMA 1082 Penidiella sp.
LMA 1091 Cladophialophora sp.
LMA 1105 Exophiala sp.
LMA 1129 Cladosporium sp.
PB 03 Cladosporium sp.
PB 04 Phialophora sp.
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Vivenciamos um momento onde os avangos tecnoldgicos criam interface com
in0meras &reas. Assim, hoje temos uma taxonomia muito mais dindmica, sujeita a
atualizagBes constantes (conforme novas informacGes tornam-se disponiveis), e com impacto
direto em mudancas na classificacdo, nomenclatura, critérios de identificagdo e
reconhecimento de novas espécies (ATTILI-ANGELIS et al. 2022). Caracteristicas
morfoldgicas sdo relevantes quando desejamos identificar o grupo ao qual o fungo pertence e
muitas vezes seu género, de forma preliminar. Contudo, informagGes mais especificas sobre
sua identidade acabam pedindo analises moleculares, onde respostas mais confiaveis podem
ser encontradas. Outra limitacdo que as técnicas como sequenciamento do DNA conseguem
resolver é a falta de estruturas reprodutivas, muito comum quando as culturas fangicas séo
repicadas em condicGes artificiais.

A identificacdo morfologica de fungos depende em grande parte da observacéo e
reconhecimento de células reprodutivas ja descritas na literatura (de HOOG et al. 2020). A
presenca unicamente de micélio estéril dificulta uma analise mesmo que preliminar, a ndo ser
pelo fato de podermos observar se as hifas sdo hialinas ou dematiaceas, e septadas ou
cenociticas. Mesmo as analises moleculares podem néo revelar a espécie do microrganismo
de forma imediata. Sabemos que o sequenciamento da regido ITS, por exemplo, considerada a
base para identificar fungos filamentosos ndo apresenta resolucao para muitas especies.

Assim como relatado na literatura, em nosso experimento também foi possivel
observar que, compreendendo suas limitagdes, a analise morfologica foi importante na
escolha dos isolados a serem utilizados nesse estudo. A microscopia realizada com a técnica
de microcultivo permitiu separar as linhagens esporulantes das estéreis, que foi usada como
um dos critérios. Das que apresentavam estruturas reprodutivas, buscou-se selecionar as
morfologicamente diferentes, com a intencdo de incluir no estudo uma maior diversidade de
espécies. Entretanto, como mostra a Tabela 6, todas as identificacdes se limitaram ao nivel

genérico, ndo sendo possivel, apenas com a morfologia, definir alguma espécie.

5.2. Solubilizagdo dos OEs

Os resultados mostraram que a solubilizacdo dos 6leos mais satisfatoria ocorreu
na combinacdo de 2,5% DMSO + 0,5% Tween 80, porque houve a reducdo da tensédo
superficial do OE (substancia apolar) na &gua destilada (substancia polar), com concentraces
homogéneas do 6leo no &gar, permitindo assim a completa solubilizacdo todos os OEs
utilizados neste estudo. A solubilidade dos OEs foi um fator primordial para garantir a

confiabilidade dos resultados de atividade antifungica.
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5.3. Interferéncia dos emulsificantes

Foi analisada a interferéncia do DMSO e/ou Tween 80 no crescimento dos 60
isolados flngicos, sendo que 95% destes ndo houve interferéncia no crescimento, na
concentracdo de 2,5% de DMSO + 0,5% de Tween 80, somente 3 isolados ndo cresceram
nessas condi¢des (Figura 5-a). Assim, a mistura acima mencionada foi determinada para a
solubilizar os OEs nos ensaios de CIM. Enquanto que, a concentracdo de 5,0% de DMSO,
apresentou interferéncia no crescimento fungico em 44 dos 60 isolados, tornando inviavel

utilizar essa condicédo (Figura 5-b).

Figura 5: Analise da interferéncia do DMSO e do Tween 80 no crescimento dos fungos
dematiaceos: (a) 2,5% de DMSO + 0,5% Tween 80; (b) 5% DMSO.

(@) (b)

Fonte: elaborada pela autora (2023).

Apesar do DMSO ndo ter registros de interferéncia toxica sobre o crescimento
microbiano, sendo inclusive indicado como solvente, nosso estudo revelou que as coldnias

dos fungos dematiaceos estudados cresceram de forma restrita na concentracao de 5%.
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5.4. Atividade inibitoria e fungicida dos OEs

5.4.1. Concentracao Inibitéria Minima dos OEs sobre os isolados de fungos dematiaceos

A determinacdo da CIM empregou a técnica de diluicio em 4&gar, com
concentracdo dos 6leos entre 0,25 e 1,25mg/mL, e o controle positivo ausente de OE, sendo a
metodologia validada pelo controle de crescimento fungico com presenca ou auséncia de
crescimento.

De acordo com resultados obtidos foi observado inibicdo dos fungos pelos OEs C.
citratus, C. martinii, C. nardus, O. gratissimum, S. aromaticum e T. vulgaris, exceto para 0s
M. alternifolia e O. basilicum (Tabela 7 e Figura 6). Para os OEs de C. citratus e C. martinii a
CIM foi de 0,75 mg/mL, inibindo o crescimento de 100% dos isolados fangicos, mostrando
um amplo espectro da acdo destes 6leos. No caso de S. aromaticum e C. nardus a inibicao
total foi observada na concentracdo de 1,0 mg/mL, enquanto que para o 6leo de T. vulgaris a
inibicdo foi nas duas maiores concentragfes avaliadas (1,00 e 1,25 mg/mL), porém ndo para
todos os isolados. No teste com 0 OE de O. gratissimum a CIM aconteceu a 1,25 mg/mL, com
a inibicdo de todos isolados fungicos. O resultado desses 4 OEs demonstra uma eficiéncia de
moderado a baixo espectro de acdo com CIM nas concentracfes de 1,00 e 1,25 mg/mL.
Finalmente, os 6leos de O. basilicum e M. alternifolia e ndo inibiram o crescimento de

nenhum dos isolados fungicos em todas as concentragGes testadas.



Tabela 7: Efeito inibitério (CIM mg.mL™?) dos OEs frente aos 15 isolados de fungos dematiaceos.

o CIM (mg.mL%)
Isolados fungicos - — - — - PIT —
C.citratus C. martinii C.nardus S.aromaticum O. gratissimum T. vulgaris M. alternifolia O. basilicum

LMA 436 0,5 0,5 0,75 1,0 0,75 1,0 * *
LMA 484 0,75 0,75 0,75 1,0 1,0 * * *
LMA 836 0,5 0,75 0,75 1,0 1,25 * * *
LMA 969 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 1,0 * *
LMA 986 0,5 0,75 1,0 0,75 1,0 * * *
LMA 1005 0,5 0,75 0,75 0,75 0,75 1,25 * *
LMA 1007 0,5 0,75 1,0 1,0 0,75 1,0 * *
LMA 1059 0,5 0,5 0,75 1,0 0,5 0,75 * *
LMA 1074 0,5 0,75 0,75 1,0 0,75 1,0 * *
LMA 1082 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5 0,5 * *
LMA 1091 0,5 0,5 0,5 0,75 0,75 0,75 * *
LMA 1105 0,5 0,5 0,75 0,75 0,75 0,75 * *
LMA 1129 0,5 0,75 0,75 1,0 1,0 1,0 * *

PB 03 0,5 <0,25 0,75 0,75 0,75 0,75 * *

PB 04 0,5 0,75 1,0 0,75 0,75 1,0 * *

< 0,25 = crescimento ndo detectado nesta concentracdo. * = > 1,25, inibi¢do ndo detectada na concentragdo maxima

avaliada.
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Figura 6: Porcentagem inibitoria dos OEs frente aos 15 isolados de fungos dematiaceos
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Concentrac6es dos 0leos essenciais

Sharma et al. (2017), avaliaram a atividade antifingica dos OEs de S.
aromaticum, C. citratus, menta (Mentha x piperita) e eucalipto (Eucalyptus globulus) frente a
linhagem de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 1322, e observaram efeito inibitorio de
todos os 6leos nas concentragcOes testadas, com destaque para o OE de S. aromaticum a 125
ppm (0,125mg/mL) que apresentou 100% de inibi¢do. O mesmo foi observado para os OEs de
C. citratus e menta nas concentracdes de 250 e 500 ppm (0,25 mg/mL e 0,50 mg/mL),
respectivamente. Em relacdo a acdo fungicida, o OE de S. aromaticum apresentou melhor
resultado, seguido do OE de C. citratus, ao contrario do encontrado neste trabalho. Isso pode
ser devido a diferentes fatores. Um deles seria em razdo dos grupos de fungos estudados:
dematiaceos neste caso e F. oxysporum f. sp. lycopersici no estudo acima citado. Outras
interferéncias poderiam ser em funcdo das caracteristicas das linhagens em si, e/ou da marca
ou origem dos 6leos utilizados em cada trabalho.

A atividade inibitoria alcangada neste trabalho com o OE de C. martinii também
foi obtida por Xavier, Franca e Cardoso (2020) que mostraram inibicdo total a partir da
concentracdo de 0,05% (0,5 mg/mL) dos taxons M. phaseolina, S. rolfsii e Phomopsis sp. e
0,1% (1 mg/mL) para F. solani.

Os OEs de O. basilicum e M. alternifolia ndo demonstraram inibigdo em nenhuma

concentracgdo testada, pois todos os isolados apresentaram crescimento micelial. No entanto, a
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atividade antifangica destes oleos foi descrita anteriormente, como no trabalho de Michalczyk
e Ostrowska (2021), que avaliaram a concentragdo de 10 pg/uL (0,01mg/mL) para 14 OEs
comerciais, incluindo os 6leos de O. basilicum e M. alternifolia, frente a Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum gypseum, Microsporum canis, Trichophyton violaceum,
Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus niger e uma linhagem da propria pele canina (1Z 1).
Os OEs de O. basilicum e M. alternifolia apresentaram de 71% a 100% de inibicdo dos
isolados, exceto A. niger cujo efeito foi em torno de 45% para ambos os 6leos. Dessa forma,
demonstraram o elevado efeito inibitorio destes Oleos, e sua atividade antifungica, diferente
do observado nesse trabalho, com a hipdtese que o composto quimico terpinen-4-ol ndo é o
majoritario na composi¢do quimica do OE M. alternifolia e isso interferiu na atividade

antifungica.

5.4.2. CFM dos OEs sobre os isolados de fungos dematiaceos

A concentracdo fungicida minima (CFM) foi determinada com base nos cultivos
montados para as analises da CIM, isto é, reinoculando os blocos de agar das placas sem
crescimento inicial. Os resultados da CFM encontram-se na Tabela 8, e indicam que todos 0s
OEs testados apresentaram atividade fungistatica, parcial ou total. Destaca-se, contudo, a
atividade fungicida nos OEs de C. citratus com CFM de 0,75mg/mL (46% do isolados) e S.
aromaticum com CFM de 0,75mg/mL a 1,25mg/mL (40% dos isolados), seguido do OE C.
martinii com CFM de 1,0 mg/mL somente para o isolado LMA 484.



Tabela 8: Resultado de CFM dos OEs frente aos isolados de fungos dematiaceos.

CFM (mg.mL™?)

Isolados fungicos C.citratus C. martinii C.nardus S.aromaticum O. gratissimum T. vulgaris M. alternifolia O. basilicum

LMA 436 0,75 # # # # # * *
LMA 484 0,75 1,0 # # # * * *
LMA 836 # # # # # * * *
LMA 969 0,75 # # 1,25 # # * *
LMA 986 # # # # # * * *
LMA 1005 # # # 1,0 # # * *
LMA 1007 0,75 # # # # # * *
LMA 1059 0,75 # # 1,25 # # * *
LMA 1074 # # # 1,25 # # * *
LMA 1082 # # # 1,25 # # * *
LMA 1091 # # # # # # * *
LMA 1105 # # # # # # * *
LMA 1129 0,75 # # # # # * *
PB 03 0,75 # # 0,75 # # * *
PB 04 # # # # # # * *

# Oleo essencial ndo apresentou acao fungicida; * N&o foi realizada CFM porque a CIM foi > 1,25 mg.mL™.
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Os OEs de C. citratus e S. aromaticum por apresentarem maior atividade
fungicida, foram selecionados para os ensaios de CIM e CFM frente aos 2 isolados clinicos. O
monoterpeno citral (Acros Organics) também foi utilizado por ser o composto majoritario do

oleo de C. citratus, de acordo com o a andlise quimica dos compostos realizada neste estudo.

5.4.3. CIM dos OEs sobre os isolados clinicos de fungos dematiaceos
Os resultados de atividade antifingica para os isolados clinicos demonstraram a
inibicdo do crescimento de Fonsecaea sp. pelo monoterpeno Citral e pelo OE de C. citratus,

com CIM de 0,5 mg/mL e 0,75 mg/mL, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9: Efeito inibitério dos OEs de C. citratus e S. aromaticum e do monoterpeno
Citral frente aos 2 isolados clinicos fangicos.

. - CIM (mg.mL™Y)
Isolados fangicos clinicos i 2 i
C. citratus Citral S. aromaticum
Fonsecaea sp. LIF 2337 0,75 0,5 1,0
Phialophora sp. LIF 1,0 1,0 *

2443
*=>1,25mg.mL? inibicio ndo detectada na concentragio maxima avaliada.

O monoterpeno Citral também apresentou atividade antifingica segundo Caldas et
al. (2016), que avaliaram a acdo do monoterpeno Citral frente a 2 cepas de Cladosporium
oxysporum e 2 cepas de Cladosporium sphaerospermum, com resultados da MIC de 128 e
256 pg/mL (0,128 e 0,256 mg/mL). Os autores concluiram que o citral apresenta um forte
efeito antifungico e promissor frente as cepas de C. oxysporum e C. sphaerospermum, que sdo
espeécies causadoras das doengas feohifomicose e cromoblastomicose. Ainda no estudo citado
foi avaliada a atividade dos antifingicos padrées, voriconazol e anfotericina B, e o resultado
foi a auséncia de inibigdo frente & cepa C. oxysporum URM 6056, demonstrando resisténcia a
maior concentragdo, com MIC de >1024 pg/mL (1,024 mg/mL). Esse resultado confirma a
baixa acdo dos antifungicos sintéticos por ndo apresentarem o resultado clinico esperado e a

busca constante por novos antifungicos.
5.4.4. CFM dos OEs sobre os isolados clinicos de fungos dematiaceos

Os resultados de CFM frente aos 2 isolados clinicos estdo representados na Tabela
10. Os 6leos e 0 monoterpeno Citral demonstraram atividade fungistatica frente ao isolado

Fonsecaea sp. LIF 2337. Sobre o isolado Phialophora sp. LIF 2443 observou-se uma
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atividade fungicida sendo que o Citral e o OE de C. citratus foram inibitorios a 1,0 mg/mL e

1,25 mg/mL, respectivamente.

Tabela 10: Resultado da CFM frente aos 2 isolados clinicos de fungos dematiaceos.

CFM (mg.mL™?)

Isolados fangicos clinicos

C. citratus Citral S. aromaticum
Fonsecaea sp. LIF 2337 # # #
Phialophora sp. LIF 2443 1,25 1,0 *

# Oleo essencial ndo apresentou acao fungicida; * N&o foi realizada CFM porque a
CIM foi > 1,25 mg.mL™,

Os antiflngicos sintéticos como equinocandinas e azdis, dentre eles o itraconazol
e fluconazol, séo considerados de atividade fungistatica devido a resisténcia observada de
varios fungos como Trichophyton mentagrophytes e Candida glabrata dentre outros (GUPTA
e VENKATARAMAN, 2022). Geralmente, itraconazol é o medicamento de escolha para o
tratamento da cromoblastomicose, mas segundo Hellwig et al. (2019) esse antifingico ndo
apresentou 100% de eficiéncia nos tratamentos in vivo. 1sso pode ser porque enquanto 0s
testes in vitro sdo realizados com esporos, in vivo o fungo apresenta células muriformes as
guais aumentam o0s niveis de citocinas inflamatdrias. Além disso, 0 mesmo género pode
conter espécies cujas linhagens apresentam suscetibilidades diferentes frente ao mesmo
antifangico.

Assim, neste trabalho o resultado obtido com a atividade fungicida pelo
monoterpeno Citral e OE de C. citratus sdo promissores na busca de novos antifungicos frente
a resisténcia fungica, pois como mencionado na literatura consultada, as drogas sintéticas tém

mostrado perda de eficiéncia com o passar do tempo.

5.5. Determinagéo dos constituintes dos OEs

A identificacdo dos componentes quimicos dos 0Oleos essenciais utilizados neste
trabalho foi feita através de andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas — CG-EM. Em destaque esta apresentado o resultado da composi¢do quimica do OE
de C. citratus (Tabela 11), que apresentou a melhor CIM e CFM frente aos 15 fungos
testados. Existe a hipotese que as atividades antifungicas observadas ocorreram devido a

presenca do composto majoritario citral (isbmeros geranial e neral), que apresenta
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caracteristicas lipofilicas e promove, de acordo com trabalhos anteriores, 0 rompimento da
parede celular fungica (DEBONNE et al. 2022).

Tabela 11: Composi¢do quimica do 6leo essencial de C. citratus.

tg (min) @ R ®) Identificacdo % rel. ©
5,52 948 canfeno 1,02
6,45 985  6-metil-5-hepten-2-ona 3,13
7,74 1028 limoneno 0,64
7,82 1030  1,8-cineol (eucaliptol) 0,60
9,19 1071 4-nonanona 1,21
10,20 1101 linalol 3,02
13,41 1182 n.i. @ 0,60
15,86 1242 neral (cis-citral) 29,66
16,42 1255 geraniol 6,33
17,13 1273 geranial (trans-citral) 38,53
21,33 1370 n.i. @ 0,72
21,75 1380 acetato de geranila 9,19
23,10 1417 trans-cariofileno 3,53
26,88 1512 gama-cadineno 0,87

29,47 1579 oxido de cariofileno 0,97

Notas: a) tempo de retencédo; b) indice de retencéo; c) fracdo em porcentagem da area total
integrada para o cromatograma; d) ndo identificado.

Através da analise quimica do OE de C. citratus foi encontrado o composto
majoritario citral, resultado da mistura dos isémeros geranial (trans-citral) — 38,53% e neral
(cis-citral) — 29,66%. Da mesma forma, Mourdo et al. (2017) realizaram a analise quimica do
OE de C. citratus, obtendo também o citral como composto majoritario, sendo geranial
(41,46%) e neral (32,43%). Neste trabalho, os autores observaram a inibicdo do crescimento
micelial do fungo Curvularia luneta. Igualmente, no presente trabalho também foi observada
a inibicdo do crescimento micelial do isolado LMA 484 (Curvularia sp.) pelo OE de C.
citratus. Almeida (2015) igualmente comprovou a acdo antifungica do OE de C. citratus
frente ao fungo Colletotrichum gloeosporioides com elevada CIM, confirmando a presenca do
citral como composto majoritario (geranial - 36,03% e neral — 30,00%).

Os resultados da analise quimica do OE de C. martinii estdo apresentados na

Tabela 12. O OE de C. martinii apresentou como composto majoritario o geraniol (83,44%).
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Tabela 12: Composic¢do quimica do oleo essencial de C. martinii.

tr (Min)® IR ®) Identificacdo % rel. ©
8,02 1036 cis-beta-ocimeno 0,33
8,37 1046 trans-beta-ocimeno 1,15
10,20 1101 linalol 1,61
16,59 1260 geraniol 83,44
17,06 1271  geranial (trans-citral) 0,46
21,77 1380 acetato de geranila 9,94
23,10 1417 trans-cariofileno 2,24
34,68 1721  2-cis-6-trans-farnesol 0,57
35,82 1754 n.i. @ 0,27

Notas: a) tempo de retencédo; b) indice de retencéo; c) fracdo em porcentagem da area
total integrada para o cromatograma; d) ndo identificado.

Da mesma forma, Oliveira Filho et al. (2021) também obtiveram alta
concentracdo de geraniol (83,82%) a partir do OE de C. martinii, que foi ativo frente ao fungo
Botrytis cinerea. O OE de C. martinii também foi avaliado por Castro et al. (2020) e
apresentou atividade antifungica frente ao fungo F. verticillioides, assim como composto
majoritario o geraniol (79,2%), seguido do acetato de geranial (10,5%). Esses resultados da
analise quimica corroboram com o obtido neste trabalho, além da observacdo da atividade
antifungica.

O eugenol foi o composto majoritario (91,52%) encontrado no OE de S.
aromaticum, de acordo com os resultados da Tabela 13. Esse composto € formado por um
nucleo aromatico e grupos OH, que possuem como alvo a parede celular fungica, atingindo
assim a permeabilidade da membrana celular e causando danos no funcionamento da célula
(DEBONNE et al. 2022). Isso confirma os resultados de CIM e CFM obtidos no presente
estudo, o que demonstra a eficiéncia do 6leo de S. aromaticum na inibicdo de fungos
dematiéceos.

Kacaniova et al. (2021) avaliaram a composic¢do quimica do OE de S. aromaticum
e sua atividade antimicrobiana e antibiofilme, e encontraram o eugenol (82,4%) e o (E)-
cariofileno (14,0%), resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho. Os autores avaliaram a
atividade antifangica de S. aromaticum atraves da exposi¢do de fungos aos seus compostos
volateis. Como resultado do experimento com a fase de vapor foi observada atividade

inibitdria frente a Penicillium expansum e P. chrysogenum.
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Esses resultados corroboram os relatados por Haro-Gonzalez et al. (2021), de que
no minimo 50% da composi¢do quimica de S. aromaticum corresponde ao eugenol, e 10% a

40% sé&o representados pelo acetato de eugenila, B-cariofileno e a-humuleno.

Tabela 13: Composicdo quimica do 0leo essencial de S. aromaticum.

tr (Min)® IR ®) Identificacdo % rel. ©
20,81 1358 eugenol 91,52
23,11 1417 trans-cariofileno 6,79
24,47 1451 alfa-humuleno 1,69

Notas: a) tempo de retencédo; b) indice de retencdo; c) fragdo em porcentagem da area
total integrada para o cromatograma.

Os resultados da analise quimica do OE de M. alternifolia estdo representados na
Tabela 14, que apresentou como composto majoritario o alfa-santaleno (23,28%), seguido dos
compostos alfa-terpineol (14,80%), terpinen-4-ol (10,36 %).

Zimmermann et al. (2023) avaliaram a atividade fungicida de 5 OEs, dentre estes
0 de M. alternifolia, frente aos fungos Aspergillus niger, A. nomius, A. flavus, e Fusarium
graminearum. Foi realizada a analise quimica dos componentes dos 5 OEs, e 0 de M.
alternifolia apresentou como composto majoritario o terpinen-4-ol (41,34 %), seguido do vy-
terpineno (19,19%) e do a-terpineno (9,12%). Os autores observaram que este 6leo causou
danos no crescimento micelial e na esporulacdo das espécies fungicas avaliadas. Da mesma
forma, Paramalingam et al. (2023) analisaram o OE de M. alternifolia e obtiveram como
composto majoritario o terpinen-4-ol (22,98 %), seguido do eucaliptol (20,46%), além de
observarem inibicdo no crescimento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Por
outro lado, o OE de Melaleuca utilizado no presente trabalho ndo apresentou o terpinen-4-ol
como composto majoritario, o que sugere que este pode ter sido 0 motivo para nao ter havido
inibicdo micelial em 100% das concentrages testadas.
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Tabela 14: Composi¢do quimica do 6leo essencial de M. alternifolia.

tr (Min)® IR ®) Identificacdo % rel. ©
5,16 933 alfa-pineno 0,40
6,23 977 beta-pineno 0,50
7,30 1015 1,4-cineol 2,21
7,61 1024 para-cimeno 4,69
7,75 1028 limoneno 8,36
7,82 1030  1,8-cineol (eucaliptol) 7,73
9,77 1088 terpinoleno 3,79
10,70 1114 endo-fenchol 1,26
12,73 1165 endo-borneol 1,57
12,78 1166 n.i. @ 1,62
13,22 1177 terpinen-4-ol 10,36
13,55 1186 para-cimen-8-ol 0,81
13,79 1192 alfa-terpineol 14,80
21,35 1371 alfa-copaeno 1,10
22,04 1387 beta-elemeno 2,10
22,59 1405 metil eugenol 1,06
23,10 1417 trans-cariofileno 3,36
23,18 1419 alfa-santaleno 23,28
23,80 1435  alfa-trans-bergamoteno 2,52
24,46 1451 alfa-humuleno 3,58
24,78 1459 beta-santaleno 3,20
27,26 1522 delta-cadineno 1,73

Notas: a) tempo de retencédo; b) indice de retencdo; c) fragdo em porcentagem da area
total integrada para o cromatograma; d) ndo identificado.

A anélise quimica do OE de O. basilicum estd representada na Tabela 15. Os
resultados mostram que o OE apresentou como composto majoritario o metil chavicol
(estragol) (67,05%), seguido do linalol (31,57%).

El-Soud et al. (2015) também avaliaram a composi¢do quimica do 6leo de O.
basilicum mostrando como composto majoritario o linalol (48,4%), seguido do 1,8-Cineol
(12,2%), que apresentou atividade antifungica com inibicéo total do A. flavus.

Dhama et al. (2023) relataram que os compostos metil chavicol (estragol) e linalol
estdo entre os principais componentes do 6leo de O. basilicum, o que corrobora com 0s
resultados deste trabalho. O autor também afirmou que esse Oleo apresenta potencial
antifangico frente a Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Botrytis fabae, Uromyces
fabae, Aureobasidium pullulans, Trichophyton rubrum, Microsporum

gypseum e Trichoderma viride, e aos géneros Aspergillus e Penicillium. Comparando o0s
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resultados de CIM e CFM obtidos para o0 OE de O. basilicum neste trabalho, com dados da
literatura, podemos inferir que o OE de O. basilicum apresenta baixa atividade antifingica

frente a fungos dematiéceos.

Tabela 15: Composicdo quimica do oleo essencial de O. basilicum.

tr (Min)® R ® Identificacdo % rel. ©
10,23 1102 linalol 31,57
14,15 1201  metil chavicol (estragol) 67,05
23,80 1435 alfa-trans-bergamoteno 0,54
28,05 1542 M =204 @ 0,84

Notas: a) tempo de retencédo; b) indice de retencdo; c) fragdo em porcentagem da area
total integrada para o cromatograma; d) ndo identificado.

A andlise da composicdo quimica do OE de C. nardus esta representada na Tabela
16 que demonstrou como composto majoritario o geraniol (26,56%), seguido dos compostos
citronelal (20,26%), acetato de geranila (14,00 %) e citronelol (11,88%).

Entretanto, Trindade et al. (2022) obtiveram na caracterizacdo quimica do OE de
citronela como composto majoritario o citronelal (42.28%), seguido do geraniol (16.78%) e
citronelol (11.5%), além de apresentar acdo inibitoria frente todas as cepas testadas de
Candida albicans.

Kaur, Bhardwaj e Kaur (2021) também analisaram a composi¢do quimica do OE
de C. nardus e obtiveram como compostos majoritarios citronelal (22,15%), citronelol
(16,34%) e geraniol (11,16%) com atividade antifungica frente a Fusarium verticillioides
(atualmente Fusarium fujikuroi Nirenberg) e Drechslera maydis (nome atual Cochliobolus
heterostrophus  Drechsler) segundo a base de dados Index  Fungorum

(https://www.indexfungorum.org/names/names.asp).

Mesmo diante das diferencas nas quantidades dos compostos quimicos,
comparando com outros autores, foi possivel constatar a acdo inibitoria do OE de C. nardus
frente aos isolados de fungos dematiaceos aqui estudados.


https://www.indexfungorum.org/names/names.asp

Tabela 16: Composi¢do quimica do 6leo essencial de C. nardus.

tr (Min)@ IR ® Identificacdo % rel. ©
6,45 985 6-metil-5-hepten-2-ona 0,49
7,74 1028 limoneno 4,21
9,19 1071 4-nonanona 0,67
10,20 1101 linalol 2,38
11,92 1144 n.i. @ 0,37
12,27 1153 citronelal 20,26
15,35 1230 citronelol 11,88
15,80 1240 neral (cis-citral) 3,82
16,49 1257 geraniol 26,56
17,05 1271 geranial (trans-citral) 5,62
20,50 1351  acetato de carvomentila 1,98
21,76 1380 acetato de geranila 14,00
23,10 1417 trans-cariofileno 3,85
26,88 1512 gama-cadineno 2,82
27,26 1522 delta-cadineno 1,09

Notas: a) tempo de retencdo; b) indice de retencéo; c) fracdo em porcentagem da

area total integrada para o cromatograma; d) ndo identificado.
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A composi¢do quimica do OE de O. gratissimum esta representada na Tabela 17,

cujo composto majoritario foi o eugenol (83,87%).

Ashokkumar et al. (2020) avaliaram a composicdo quimica do OE de O.

gratissimum e obtiveram o eugenol como composto majoritario (54,42%) seguido de

germacreno D (15,43%) e concluiram que houve predominio de fenilpropeno seguido por

sesquiterpeno e por fim, monoterpenos.

Da mesma forma Silva et al. (2022) avaliaram a composi¢do quimica de O.

gratissimum e S. aromaticum e o composto majoritario foi eugenol para ambos, sendo a maior

concentragdo encontrada no primeiro com 92,7%. O objetivo foi analisar o potencial

antifangico desses OEs frente ao fungo Colletotrichum lindemuthianum, responsavel pela

antracnose do feijoeiro.
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Tabela 17: Composi¢do quimica do 6leo essencial de O. gratissimum.

tr (Min)® R ® Identificacdo % rel. ©
4,99 926 tricicleno 0,09
6,14 973 sabineno 0,10
6,58 991 beta-mirceno 0,10
7,61 1024 para-cimeno 0,10
8,03 1036 cis-beta-ocimeno 5,90
8,37 1046 trans-beta-ocimeno 0,37
20,79 1361 eugenol 83,87
21,37 1375 alfa-copaeno 0,44
21,72 1383 beta-bourboneno 0,22
23,11 1417 trans-cariofileno 1,42
25,58 1479 gama-muuroleno 1,55
26,75 1509 trans-alfa-farneseno 5,44
27,27 1522 delta-cadineno 0,17
29,48 1580 oxido de cariofileno 0,13
32,92 1672 kusinol 0,11

Notas: a) tempo de retencdo; b) indice de retencéo; c) fragdo em porcentagem da
area total integrada para o cromatograma.

O resultado da analise quimica do OE de T. vulgaris esta representado na Tabela
18. Apresentou como composto majoritario o para-cimeno (38,17%), seguido dos compostos
carvacrol (15,45%) e timol (13,00%).

Oliveira et al. (2020) também avaliaram a composi¢do quimica do 6leo de T.
vulgaris e o timol foi o composto majoritario (50,53%), seguido do para-cimeno (19,42%), y-
terpineno (9,15%) e carvacrol (5,34%). O mesmo apresentou efeito inibitdrio no crescimento
do fungo A. flavus. A acdo antifungica do OE de T. vulgaris e seu composto timol frente a
Fusarium spp., Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
laurentii também foi confirmada no estudo realizado por Kowalczyk et al. (2020).

Aksit et al. (2022), analisaram 0s compostos quimicos de 3 espécies de Thymus,
sendo que em maior quantidade para T. vulgaris o composto majoritario foi o carvacrol
(72,47%) seguido do y-terpineno (4,61%). A causa da baixa inibicdo do OE de T. vulgaris
frente aos fungos dematiaceos testados pode ser justificada pelas diferentes proporcdes dos
compostos majoritarios obtidos neste estudo em relacdo aos resultados encontrados na

literatura.
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Tabela 18: Composi¢do quimica do 6leo essencial de T. vulgaris.

tr (Min)® R ® Identificacdo % rel. ©
5,16 933 alfa-pineno 4,98
5,52 948 canfeno 3,34
6,23 977 beta-pineno 0,82
6,58 991 beta-mirceno 1,97
7,00 1006 alfa-felandreno 1,97
7,17 1011 delta-3-careno 0,55
7,37 1017 alfa-terpineno 0,53
7,53 1021 1-para-menteno 0,21
7,63 1025 para-cimeno 38,17
7,75 1028 limoneno 3,99
7,82 1030 1,8-cineol (eucaliptol) 2,55
8,73 1057 gama-terpineno 1,17
9,77 1088 terpinoleno 1,26
10,21 1101 linalol 5,69
11,85 1143 canfora 0,66
12,36 1156 iso-borneol 0,72
12,73 1165 endo-borneol 1,45
13,19 1176 terpinen-4-ol 0,47
13,74 1190 alfa-terpineol 0,32
17,70 1286 acetato de bornila 0,75
18,13 1297 timol 13,00
18,53 1306 carvacrol 15,45

Notas: a) tempo de retencdo; b) indice de retencéo; c) fragdo em porcentagem da
area total integrada para o cromatograma.

5.6. Identificacdo molecular

Os resultados do sequenciamento da regido ITS dos isolados estudados
encontram-se na Tabela 19. As arvores originadas das andlises de distancia filogeneética

encontram-se no Apéndice 9.
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Tabela 19: Identificacdo molecular.

Isolados fangicos Identificacdo final

LMA 436 Cladosporium sp. complexo cladosporioides

LMA 484 Curvularia sp.

LMA 836 Exophiala bergeri

LMA 969 Cladosporium sp. complexo cladosporioides

LMA 986 Cladophialophora sp.

LMA 1005 Cladosporium sp. complexo cladosporioides

LMA 1007 Cladosporium sp. complexo cladosporioides

LMA 1059 Penidiellopsis sp.

LMA 1074 Cladosporium sp. complexo cladosporioides

LMA 1082 Penidiellopsis sp.

LMA 1091 Penidiellopsis sp.

LMA 1105 Penidiellopsis sp.

LMA 1129 Cladosporium sp. complexo cladosporioides
PB 03 Cladosporium sp. complexo cladosporioides
PB 04 Cladosporium sp. complexo cladosporioides

Como mencionado anteriormente, a regido ITS pode ndo alcancar a resolucéo
necessaria para definir a espécie de determinados géneros. Apesar de ser considerada uma
regido universal usada no sequenciamento de linhagens fingicas, outras podem ser mais
especificas e resolutivas, dependendo do grupo. Como foi observado na Tabela 19, a
identificacdo de varios isolados manteve-se a nivel genérico, com excecédo de 9 isolados onde
foi possivel identificar a espécie (LMA 836 — Exophiala bergeri) e o complexo ao qual
pertencem (LMA436, LMA 969, LMA 1005, LMA 1007, LMA 1074, LMA 1129, PB03 e
PBO04 — Cladosporium sp. complexo cladosporioides).

Comparando-se as Tabelas 06 e 19 € possivel evidenciar que mesmo apenas a
nivel de género a morfologia pode ndo ser confiavel. Por exemplo, observou-se que a
identidade molecular de 8 isolados ndo confirmou a preliminar. Existem varios fatores que
concorrem para equivocos como esses: as caracteristicas fenotipicas apresentam grande
plasticidade, tanto na natureza como sob condicBes artificiais; existem espécies
morfologicamente indistinguiveis, mas geneticamente diferentes, conhecidas como cripticas;
algumas chaves dicotdmicas sdo ineficientes para um determinado estagio do ciclo de vida de
um microrganismo; inexperiéncia e falta de atualizagéo da literatura.

Nesse estudo oito isolados foram confirmados como sendo do género
Cladosporium (Apéndice 9A). Seus representantes sao cosmopolitas e o grupo é conhecido
como um dos mais numerosos em diversidade de espécies e gendtipos. Estudos taxondmicos
voltados a elucidacdo desse tadxon reforcam a necessidade de analises polifésicas para
identificacdo especifica de seus isolados. Citados comumente como contaminantes em

laboratdrio, podem causar alergias e infeccbes pulmonares. O complexo cladosporioides
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reline representantes com numerosas espécies-irmads ambientais, saprobias em sua maioria e
poucas de relatos clinicos (de HOOG et al. 2020). Atualmente mais de 40 espécies sao
encontradas nesse complexo, o que muito dificulta a identificagéo e separacdo das mesmas.
Exophiala bergeri, ascomiceto da familia Herpotrichiellaceae e conhecida como
levedura negra, € mencionada como uma espécie rara associada a infec¢fes cutdneas e
subcutaneas (de HOOG et al. 2020). O isolado estudado (LMA 836) foi analisado na arvore
filogenética (Apéndice 9B) e identificado como Exophiala bergeri. Essa cultura foi isolada de
solo contaminado com graxa e 6leo de motor, sendo a preferéncia de alguns fungos
dematiaceos por substratos associados a hidrocarbonetos ja foi anteriormente demonstrada e
discutida (BARON et al. 2021). Registros taxonémicos mencionam que a espécie ja foi citada
dentro dos géneros Candida, Torula e Sporotrichum antes de ter sido finalmente classificada
como Exophiala, segundo a base de dados Index Fungorum

(https://www.indexfungorum.org/names/names.asp).

Os géneros Curvularia e Cladophialophora também estiveram representados nessa
investigacdo. Segundo as analises de distancia filogenética o isolado LMA 484 agrupou-se
com bom suporte com as espécies C. geniculata e G. thailandicum (Apéndice 9C), ambas
mencionadas originalmente como saprobias. A primeira pode ser ocasionalmente encontrada
em casos clinicos colonizando sinus nasais, mais frequentemente em animais (de HOOG et al.

2020) e a segunda colonizando material vegetal (www.indexfungorum.org/names/names.asp).

No caso do género Cladophialophora, também da familia Herpotrichiellaceae, varias espécies
sdo relacionadas a casos de patogenicidade em humanos, sem conhecermos exatamente seu
habitat natural. Em funcao da grande similaridade morfoldgica, é facilmente confundida com
Cladosporium. Na arvore filogenética (Apéndice 9D), o isolado estudado ficou proxima de 3
espécies envolvidas em casos clinicos: C. exuberans, C. recurvata e C. mycetomatis, isoladas
de material vegetal, com excecdo da Ultima que foi descrita colonizando um pé machucado
(de HOOG et al. 2020).

O género Penidiellopsis pertence a classe Dothideomycetes e possui somente duas
espécies P. radiculares (SANDOVAL-DENIS et al. 2016) com acronimo CBMAI 1938 e P.
ramosus (DUARTE et al. 2017) acronimo CBMAI 1937, ambas isoladas de tegumento de
formigas no Brasil. N&do existe relato de casos patogénicos humanos ou animais causados por
representantes desse género. No presente estudo, atraves da anélise da distancia filogenética
(Apéndice 9E) foram identificados 4 isolados LMA 1059, LMA 1082, LMA 1091 e LMA

1105 pertencentes a esse género, mas nao houve definicdo a nivel de espécie, por ndo


https://www.indexfungorum.org/names/names.asp
http://www.indexfungorum.org/names/names.asp
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apresentarem bom suporte de agrupamento. Outros primers serdo sequenciados,

oportunamente, buscando-se a identificacdo especifica de todas as linhagens estudadas.

5.7. Teste de tolerancia a temperatura

A temperatura O6tima de crescimento € aquela que apresenta a maxima taxa de
crescimento microbiano, e no presente estudo os isolados foram classificados como
mesofilos, apresentando temperatura 6tima de crescimento entre 28 - 30°C para todos 0s
isolados. Somente os isolados Curvularia sp. (LMA 484) e Exophiala bergeri (LMA 836)
apresentaram crescimento a 37°C, no entanto nenhum dos isolados apresentou crescimento a
40°C (Figura7 Ae7B).



Figura 7 A: Resultado do teste de tolerancia dos isolados de fungos dematiaceos em MA2% ap6s 21
dias. Coluna, da esquerda para direita: 28, 30, 33, 37 e 40°C. Linha, da cima para baixo: LMA 436;
LMA 484; LMA 836; LMA 969; LMA 986; LMA 1005; LMA 1007 e LMA 1059.
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Figura 7 B: Resultado do teste de tolerancia dos isolados de fungos dematiaceos em MA2% apds 21
dias. Coluna, da esquerda para direita: 28, 30, 33, 37 e 40°C. Linha, da cima para baixo: LMA 1074;
LMA 1082; LMA 1091; LMA 1105; LMA 1129; PB 03 e PB 04.

Alves (2015) analisou a termotolerancia de diferentes géneros de fungos melanizados
isolados de meio ambiente (area rural) e 7 isolados demonstraram crescimento a 37°C, sendo 3 deles
pertencentes do género Curvularia. Porém a 40°C ndo apresentou crescimento de nenhum isolado,
esses resultados corroboram com os resultados obtidos no presente estudo.
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Exophiala bergeri ndo possui alta prevaléncia em infeccdes clinicas, mas €
relatado como um fungo oportunista e pode causar infecgdes em pacientes imunossuprimidos,
como ja observado em um transplantado renal (CHOWDHARY, PERFECT e de HOOG,
2015)

Duarte e colaboradores (2013) avaliaram a termotolerancia de espécies de
Exophiala isoladas do meio ambiente e os resultados indicaram que sdo fungos mesofilos, em
geral, com temperatura 6tima de crescimento de 30-33°C, apesar de 2 espécies crescerem a 37
- 40°C. Esses resultados corroboram com os resultados do presente estudo, indicando assim
que isolados ambientais tém capacidade de crescimento em temperatura corporal, considerado

um fator potencial de patogenicidade.
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6. Conclusotes

O oleo essencial comercial (BioEsséncia) de C. citratus (capim limdo) possui atividade

inibitdria frente aos fungos dematiaceos estudados e também acédo fungicida;

O OE de C. martinii (palmarosa) produzido no laboratério da Divisdo de Microbiologia

(DMB) do CPQBA apresenta boa atividade frente a fungos dematiaceos;

O O.E. comercial (BioEsséncia) de S. aromaticum (cravo-da-india) apresenta atividade

inibitdria e fungicida frente aos fungos dematiaceos estudados.

O composto Citral com elevada CIM (0,5mg/mL) é eficiente e mostra boa acédo frente a
isolados clinicos (Fonsecaea sp.), além da atividade fungicida na concentracdo de 1,0
mg/mL (Phialophora sp.).

= A analise quimica é fundamental quando desejamos avaliar o desempenho dos O.E. O
presente trabalho mostra que os compostos geranial (trans-citral) e neral (cis-citral)
majoritarios do OE de C. citratus, sdo eficientes, contudo, 6leos comerciais onde essa
condicdo ndo € respeitada, perde seu efeito;

» Tanto Oleos essenciais comerciais como o0s produzidos em laboratério podem ser
indicados para tratamento de fungos dematiaceos, desde que mantenham seus
compostos majoritarios ativos;

» Cladosporium, Curvularia, Exophiala, Cladophialophora e Penidiellopsis sdo o0s
géneros identificados referentes aos 15 isolados estudados;

= Os isolados ambientais Curvularia sp. (LMA 484) e Exophiala bergeri (LMA 836)

devem ser manipulados com maior atencdo, pois apresentam ao menos 2 fatores de

potencial viruléncia: crescimento a 37°C e melanina na parede celular.
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8. Apéndices
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Apéndice 3: Cromatograma do 6leo essencial de S. aromaticum
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Apéndice 4: Cromatograma do 6leo essencial de M. alternifolia
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Apéndice 5: Cromatograma do 6leo essencial O. basilicum
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Apéndice 6: Cromatograma do 6leo essencial C. nardus
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Apéndice 7: Cromatograma do 6leo essencial de O. gratissimum
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Apéndice 8: Cromatograma do 0leo essencial de T. vulgaris
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Apéndice 9: Arvores originadas das analises de distancia filogenética.

Apéndice 9A: Analise da distancia filogenética: Cladosporium

PB 03

PB 04
LMA1129
LMA1074
LMA1007
LMA969
LMA436
Cladosporium basi-inflatum CBS 822.84T (HM148000)
Cladosporium colombiae CBS 274.80BT (FJ936159)
Cladosporium austroafricanum CBS:140481" (KT600381)

Cladosporium pini-ponderosae CBS 1244567 (F1936160)

Cladosporium perangustum CBS 1259967 (HM148121)

Cladosporium cladosporioides CBS 112388T (HM

Cladosporium subuliforme CBS 1265007 (HM148}

Complexo
C. cladospo-
rioides

| LMA1005

Cladosporium sphaerospermum CBS 193.54T (DQ780343)

0.02

Cercospora beticola CPC 115577 (AY840527)

Cladosporium tenuissimum CBS 125995T (HM148197)

Cladosporium angustisporum CBS 125983T (HM147995)

L Cladosporium longicatenatum CBS:140485T (KT600403)
L Cladosporium chubutense CBS 1244577 (FJ936158)

Cladosporium rugulovarians CBS:140495T (KT600459)

R

Cladosporium cucumerinum CBS 171.52T (HM148072)

Cladosporium herbarum CBS:121621T (EF679363)
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Apéndice 9B: Analise da distancia filogenética: Exophiala

Exophiala lacus CBS 117497 T (NR_111629)

Exophiala opportunistica CBS 109811 T (NR_154906)
Exophiala cancerae CBS 117491 (KF928439)
Exophiala pisciphila CBS 121505 (JF747129)

63 Exophiala salmonis CBS 110371 (JF747139)

Exophiala brunnea CBS:587.66 (MH858890)

12 98 I: Veronaea botryosa CBS 254.57 T (NR_103593)
99 | Exophiala nigra CBS 535.94 T (NR_154974)

_| Exophiala nigra CBS 546.82 (MH861525)
LMA 836
97
Exophiala bergeri CBS 353.52 T (NR_165997)
24 99 | Exophiala bergeri CBS:526.76 T (MH861000)
CBMAI 1568
100 ———— Exophiala alcalophila CBS 118722 (JF747043)
89 I Exophiala halophila CBS 121512 T (NR_111628)
Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37 T (NR_130652)
] 100 Exophiala xenobiotica CBS 117642 (DQ182593)
| Exophiala xenobiotica CBS 118157 T (NR_111203)
7 Exophiala nishimurae CBS 101538 T (NR_137092)
" Exophiala jeanselmei CBS 507.90 T (NR_111129)
% — Exophiala exophialae CBS 668.76 T (NR_111130)
87 Exophiala spinifera CBS 101534 (KX822500)
92 [ Exophiala spinifera CBS 899.68 T (NR_111131)
Exophiala mesophila CBS 402.95 T (NR_121461)
?| Exophiala dermatitidis CBS 207.35 T (NR_121268)
Cladophialophora modesta CBS 985.96 T (NR_121459)
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Apéndice 9C: Analise da distancia filogenética: Curvularia

Curvularia thailandicum MFLUCC 15-0747 T (MH275057)
Curvularia geniculata CBS 187.50 T (KJ909781)

LMA 484

Curvularia soli CBS 222.96 T (KY905679)

98
Curvularia affinis CBS 154.34T (KJ909780)
Curvularia kenpeggii BRIP14530 T (MH414900)

Curvularia alcornii MFLUCC 10-0703 T (JX256420)
Curvularia hominis CBS 136985 T (HG779011)
Curvularia pisi CBS 190.48 T (K'Y905678)
Curvularia uncinata CBS 221.52 T (HG779024)
Curvularia canadensis CBS 109239 T (MN688804)

28

30

Curvularia tribuli CBS 126975 T (MN688825)

Curvularia perotidis CBS 350.90 T (JN192385)
98 I Curvularia heteropogonis CBS 284.91 T (JN192379)

0.01

Setosphaeria turcica CBS 690.71 T (LT837487)

Curvularia xishuanghannaensis KUMCC 17-0185 T (MH275058)
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Apéndice 9D: Analise da distancia filogenética: Cladophialophora

38 Cladophialophora exuberans UPCB 868217 (NR_158340)
41 Cladophialophora mycetomatis CBS 1226377 (NR_111364)
100 Cladophialophora recurvata FMR 166677 (NR_172270)
86 L LMA 986

Cladophialophora carrionii CBS 160.54T (NR_121267)

Py Cladophialophora subtilis CBS 1226427 (NR_111363)

64 98 _|—7 Cladophialophora abundans CBS 126736" (KC776592)
56 Cladophialophora samoensis CBS 259.83" (NR_111282)

Cladophialophora bantiana CBS173.52T (EU103989)

Fonsecaea pedrosoi CBS 271.377 (NR_130652)
Fonsecaea monophora CBS 289.93T (AY366925)
Cladophialophora minourae CBMAI 1538
Cladophialophora arxii CBS 306.94T (NR_111280)

100

Cladophialophora devriesii CBS 147.84T (NR_111279)

74 |_— Cladophialophora saturnica CBS 1187247 (NR_111278)
42 Cladophialophora immunda CBS 834.967 (NR_111283)
Cladophialophora australiensis CBS 1127937 (EU035402)

0.05

Penidiellopsis ramosus (KT833151)
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Apéndice 9E: Analise da distancia filogenética: Penidiellopsis

Penidiellopsis radicularis CBS 131963 (KT833153)
Penidiellopsis ramosus CBMAI 1950 (KT833156)
Penidiellopsis ramosus CBMAI 1949 (KT833155)
Penidiellopsis radicularis (KT833150)
Penidiellopsis radicularis CBMAI 1947 (KT833149)
Penidiellopsis radicularis CBMAI 1938 (KT833148)
Penidiellopsis radicularis (KT833154)

LMA 1091

62 | LMA 1059

LMA 1082

— Penidiellopsis radicularis CBMAI 1953 (KT833159)

99 LMA 1105
48| Penidiellopsis ramosus T CBMAI 1937 (KT833151)

? Penidiellopsis radicularis CBMAI 1951 (KT833157)
Penidiellopsis radicularis CBMAI 1952 (KT833158)
86 86—| Penidiella sp. CBS 140695 T (LN834441)
Penidiella drakensbergensis CPC 19778 T (NR_111821)
Penidiella aggregata CBS 128772 T (NR_137772)
88 Teratosphaeria cryptica CBS 110975 (KF442497)
45 _:ratosphaeria juvenalis CBS 110906 (KF901730)
Teratosphaeria fimbriata CBS 120736 (KF901577)
Sphaerulina myriadea CBS 124646 (KF251251)
Parapenidiella pseudotasmaniensis CBS 124991 (MH863440)
= 75 Xenopenidiella tarda CBMAI 1940 T (KT833160)
I: Xenopenidiella formica CBMAI 1941 T (KT833165)
92 Xenopenidiella laevigata CBMAI 1944 T (KT833170)
Xenopenidiella inflata CBMAI 1945 T (KT833171)
85 Xenopenidiella clavata CBMAI 1942 T (KT833168)

62— Xenopenidiella nigrescens CBMAI 1943 T (KT833169)
Simplicidiella nigra CBMAI 1939 T (KT833147)

43

99

0.02
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Apéndice 9F: Analise da distancia filogenética: Fonsecaea

Fonsecaea pedrosoi CBS:273.66 (MH858792)

88 | Fonsecaea pedrosoi CBS 285.47 (EU938591)
Fonsecaea pedrosoi CBS 102247 (AY366919)
Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37 T (NR_130652)
Fonsecaea monophora CBS 269.37 T (NR_131280)
Fonsecaea monophora CBS 102242 (EU938583)

Fonsecaea monophora CBS 117238 (AB240949)

Fonsecaea nubica CBS 269.64 T (NR_111333)

49 Fonsecaea nubica CBS 121733 (KP132199)

Fonsecaea pugnacius CBS 139214 T (NR_155089)
LIF 2337

478|— Fonsecaea brasiliensis CBS 119710 (JN173784)
55 Cladophialophora devriesii CBS 147.84 T (NR_111279)

Cladophialophora immunda CBS 834.96 T (NR_111283)

48

22 Cladophialophora arxii CBS 306.94 T (NR_111280)
22 _|——Fonsecaea minima CBS 125760 T (NR_156259)
49 Fonsecaea multimorphosa CBS 980.96 T (NR_111612)

Cladophialophora bantiana CBS 102586 (EU103990)

Cladophialophora carrionii CBS 160.54 T (NR_121267)

0.005
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