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RESUMO

O género Malassezia corresponde a leveduras lipofilicas e/ou lipodependentes que
estdo presentes na microbiota autoctone de humanos e animais. Este género
apresenta identificacdo taxonémica baseada em aspectos morfologicos, bioquimicos
e fisiologicos. Esta levedura habita a microbiota autoctone de humanos e animais sem
causar prejuizos a estes. No entanto, o rompimento do equilibrio dos fungos na
microbiota pode ocasionar o estabelecimento das infec¢cdes. Malassezia sp. pode
estar associada a infec¢cbes fungicas como a pitiriase versicolor e manifestacées
sistémicas, tendo, portanto, grande relevancia clinica o que requer um tratamento
apropriado. O cetoconazol € um dos farmacos do mercado recomendados para o
tratamento desta micose. Entretanto, diante do aumento da resisténcia das cepas aos
antimicrobianos, alternativas como o uso de derivados tiofénicos, especialmente os 2-
amino-tiofénicos (6CN e 7CN), como possivel terapia antifungica vém se destacando
devido ao reconhecimento por suas atividades biolégicas O presente trabalho contou
com o fornecimento de isolados fungicos da colecdo de cultura Micoteca URM da
universidade Federal de Pernambuco e do acervo do grupo de pesquisa Fungos de
interesse médico e leveduras de interesse biotecnolégico do Departamento de
Micologia a fim de autentica-los taxonomicamente através do sequenciamento parcial
dos dominios D1/D2 do gene ribossémico 28S por meio dos iniciadores NL1 e NL4. A
andlise filogenética do género foi observada por meio de uma arvore filogenética
(Neighbor Joining), onde o sequenciamento evidenciou os isolados URM5542,
URMA4502, URM2881, 84, URM4499, URM4849, URM4850, URM4813 e URM5389
com relagcBes de parentesco filogenético com a espécie tipo de Malassezia furfur e
com grupos diferentes ao género Malassezia, como os isolados URM4220, URM4226,
URMA4227, aparentados com o género Candida e a cepa URM5977, com parentesco
filogenético com o género Saccharomyces. O estudo do perfil de susceptibilidade in
vitro dos isolados seguiu os protocolos do documento M27-A3 (CLSI) através da
microdiluicdo em caldo com tipicas modificacdes, utilizando o cetoconazol, droga
antifungica convencional, e os derivados tiofénicos como novos compostos bioativos.
Para os isolados com parentesco filogenético com o género Malassezia (URM5542,
URMA4502, URM2881, 84, URM4499, URM4849, URM4850, URM4813 e URM5389),
foi observada sensibilidade aos compostos 6CN e 7CN (CIM 100-400 ug/mL). Todas



as cepas, com excecdo do isolado URMS5977, aparentado com a espécie
Saccharomyces cerevisiae, apresentaram valores de CIM 0,125-4 ug/mL para o
cetoconazol. Os isolados URM4220, URM4226, URM4227 e URM5977 apresentaram
crescimento mesmo na maior concentracao utilizada no ensaio para 0S compostos
6CN e 7CN. Diante disso, mais estudos com novos derivados tiofénicos que venham
a ser sintetizados séo de extrema importancia a fim de avaliar o comportamento de

susceptibilidade das cepas de Malassezia sp. aos novos arranjos destas moléculas.

Palavras-chave: Malassezia sp.; taxonomia; susceptibilidade antifingica; derivados

tiofénicos.



ABSTRACT

The genus Malassezia corresponds to lipophilic and/or lipodependent yeasts that are
present in the autochthonous microbiota of humans and animals. This genus presents
taxonomic identification based on morphological, biochemical and physiological
aspects. This yeast inhabits the autochthonous microbiota of humans and animals
without causing harm to them. However, disruption of the balance of fungi in the
microbiota can lead to the establishment of infections. Malassezia sp. It may be
associated with fungal infections such as pityriasis versicolor and systemic
manifestations, therefore having great clinical relevance and requiring appropriate
treatment. Ketoconazole is one of the drugs on the market recommended for the
treatment of this mycosis. However, given the increasing resistance of strains to
antimicrobials, alternatives such as the use of thiophenic derivatives, especially 2-
amino-thiophenic derivatives (6CN and 7CN), as a possible antifungal therapy have
been highlighted due to the recognition for their biological activities. counted on the
supply of fungal isolates from the Micoteca URM culture collection of the Federal
University of Pernambuco and the collection of the research group Fungi of medical
interest and yeasts of biotechnological interest of the Department of Mycology in order
to taxonomically authenticate them through partial sequencing of D1/D2 domains of
the 28S ribosomal gene through primers NL1 and NL4. The phylogenetic analysis of
the genus was observed through a phylogenetic tree (Neighbor Joining), where
sequencing showed the isolates URM5542, URM4502, URM2881, 84, URM4499,
URM4849, URM4850, URM4813 and URM5389 with phylogenetic relationships with
the type species. of Malassezia furfur and with groups different from the Malassezia
genus, such as isolates URM4220, URM4226, URM4227, related to the genus
Candida and strain URM5977, phylogenetically related to the genus Saccharomyces.
The study of the in vitro susceptibility profile of the isolates followed the protocols of
document M27-A3 (CLSI) through microdilution in broth with typical modifications,
using ketoconazole, a conventional antifungal drug, and thiophenic derivatives as new
bioactive compounds. For isolates phylogenetically related to the Malassezia genus
(URMbS542, URM4502, URM2881, 84, URM4499, URM4849, URM4850, URM4813
and URM5389), sensitivity to compounds 6CN and 7CN was observed (MIC 100-400
pMg/mL). All strains, with the exception of isolate URM5977, related to the species



Saccharomyces cerevisiae, presented MIC values of 0.125-4 ug/mL for ketoconazole.
Isolates URM4220, URM4226, URM4227 and URM5977 showed growth even at the
highest concentration used in the assay for compounds 6CN and 7CN. In view of this,
further studies with new thiophene derivatives that may be synthesized are extremely
important in order to evaluate the susceptibility behavior of strains of Malassezia sp. to

the new arrangements of these molecules.

Keywords: Malassezia sp.; taxonomy; antifungal susceptibility; thiophenic derivatives.
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1 INTRODUCAO

Malassezia (Baillon, 1889) é um género de fungo pertencente ao filo
Basidiomycota. Sdo consideradas leveduras lipofilicas e/ou lipodependentes com
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas bastante semelhantes. Essas leveduras sdo
reconhecidas por habitarem a microbiota normal da pele humana e de animais sem
causar prejuizos no hospedeiro (IANIRI; HEITMAN; SCHEYNIUS, 2018).

Através das analises bioquimicas e moleculares, foram reconhecidas 18
espécies relacionadas ao género Malassezia furfur, M. pachydermatis, M.
sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. dermatis, M. japonica,
M. nana, M. yamatoensis, M. caprae, M. equina, M. cuniculi, M. brasiliensis, M. psittaci,
M. arunalokei e M. vespertilionis (HONNAVAR et al., 2016; BOHMOVA et al., 2018;
LORCH et al., 2018). A diferenciacéo e caracterizacdo dessas espécies consiste em
aspectos bioquimicos, fisiolégicos e/ou morfolégicos, como o crescimento em meio
Agar Sabouraud Dextrose sem uma fonte de lipidio, producéo da enzima catalase,
crescimento com absor¢éo de tween, capacidade de hidrolisar a esculina e aspectos
morfolégicos das colénias (HOOG et al., 2000).

Este género possui grande relevancia clinica por ser agente etiolégico da
Pitiriase versicolor, micose superficial que se apresenta com alteracdes na
pigmentacdo da pele. Estd associado também a infecgbes sistémicas, a dermatite
seborréica e outras infeccbes (PRADO et al., 2019). Devido a exigéncia nutricional
dessas leveduras por lipidios, nutrem-se do sebo presente na pele do ser humano e
também estdo associadas a outros fatores predisponentes como sudorese,
desnutricdo, umidade e outras (LEUNG et al., 2022)

Com relacdo aos microrganismos e suas possiveis contaminacgfes, tem-se
observado atualmente certa diminuicdo da eficicia dos tratamentos convencionais por
meio de farmacos existentes associada a um quadro de resisténcia das cepas
microbianas (GRILLO et al., 2013; KANAFANI; PERFECT, 2008). A terapia antifungica
recomendada para tratar infec¢cdes causadas por Malassezia sp. € a base dos azois,
cujo mecanismo de acdo € o bloqueio & biossintese do ergosterol resultando na
inibicdo do fungo.

O quadro de resisténcia de algumas cepas ao tratamento por azolicos somada

ao aumento dos quadros clinicos das infeccdes associadas ao género Malassezia
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evidencia a importancia dos ensaios de susceptibilidade para avaliar novas terapias
(VELEGRAKI et al., 2015). Com isso, observa-se a importancia de novos estudos que
tenham como base a inclusdo de novas moléculas que apresentem potencial de se
tornarem novos farmacos, com o designio de controlar a manifestacdo da infeccéo
fangica.

Os derivados tiofénicos sdo exemplos de compostos bioativos que vém se
destacando por suas atividades biologicas anticoagulantes, antifungicas,
antibacterianas, antitumorais (AGUIAR et al., 2016) em especial, derivados do 2-
aminotiofeno, pelo fato desta por¢céo estar presente na composicdo de moléculas que
s&o biologicamente ativas (HUANG; DOMLING, 2010) como os derivados 2-Amino-
4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila, titulado como 6CN e 2-amino-5,6,7,8-
tetrahidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila (7CN) utilizados no presente
trabalho. Em estudos prévios realizados demonstraram estas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas por meio dos derivados tiofénicos. Diante disso, o presente trabalho
avaliou a susceptibilidade das cepas do género Malassezia aos derivados tiofénicos
juntamente ao tratamento mais convencional com o farmaco Cetoconazol a fim de
observar se estes novos compostos apresentam atividade antifGngica contra os

isolados de Malassezia sp. possibilitando abertura para novas terapias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Malassezia

O género Malassezia, descrito por Baillon (1889), abrange fungos que possuem
afinidade e/ou dependéncia por lipidios. Sado leveduras que habitam a microbiota
autéctone da pele de humanos e animais, sem causar maleficios nestes hospedeiros.
No entanto, diante de alguma vulnerabilidade, como déficit imunoldgico do
hospedeiro, pode vir a ser estabelecido um quadro patogénico (IANIRI; HEITMAN,;
SCHEYNIUS, 2018). Além disso, disturbios no préprio microambiente também podem
colaborar neste quadro

Novas espécies de Malassezia vém sendo descobertas por meio de testes
bioguimicos, moleculares e fisiol6gicos somados as andalises morfolégicas, devido a
semelhanca que as entidades apresentam como a forma das coldnias. Atualmente,
estdo descritas e conhecidas 18 espécies de pertencentes a este género: Malassezia
furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M.
slooffiae, M. dermatis, M. japonica, M. nana, M. yamatoensis, M. caprae, M. equina,
M. cuniculi, M. brasiliensis, M. psittaci, M. arunalokei e M. vespertilionis (HONNAVAR
et al., 2016; BOHMOVA et al., 2018; LORCH et al., 2018). Dentre estas espécies, é
atribuida a Malassezia furfur a maior porcentagem dos quadros de infeccdo fungica
(BENJAMIN et al., 2016).

As propriedades fisiologicas estudadas a fins de caracterizacédo das espécies
no que concerne aos aspectos bioquimicos e fisioldgicos sao por exemplo, a presenca
da catalase, a tolerancia a 37°C e a capacidade de utilizar certas concentracdes de
Tween 20, 40, 60 e 80 como fonte de lipidio em meio simples (GUEHO; MIDGLEY;
GUILLOT, 1996). Com relacdo as caracteristicas morfologicas das colbnias de
Malassezia, no geral apresentam textura cremosa e macia, com aspecto seco e
variagdes na cor de creme ao marrom claro (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Dentre as espécies de Malassezia descritas e conhecidas a afinidade por
lipidios e/ou a lipodependéncia é estabelecida quando a levedura além da afinidade,
s6 cresce na presenca de uma fonte de lipidio (PEANO et al., 2020). Com base nisso,
as demais espécies sao lipodependentes com excecdo da Malassezia pachydermatis,

podendo entdo ser cultivada em meio de agar Sabouraud dextrose sem lipidio. Com
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relacdo ao teste da catalase, apenas a Malassezia restricta responde negativamente
ao teste (SIMMONS; GUEHO, 1994).

2.2 A microbiota da pele

A pele é o 6rgao responsavel por envolver um organismo, protegendo-o0 e 0
defendendo de fatores e agentes externos (DOMANSKY; BORGES et al., 2012). A
microbiota normal presente na pele humana é influenciada por fatores particulares e
individuais como faixa etaria, temperatura, disponibilidade de lipidio na pele, etc. A
frequéncia e condicdo de microrganismos que fazem parte da microbiota normal da
pele em determinadas regides sao influenciadas pela disponibilidade de agua, fatores
fisicos como pH e a possibilidade de existéncias de substancias com caracteristicas
inibitérias. Por exemplo, areas como epiderme - camada mais externa da pele e sem
vascularizagdo - apresentam menos umidade quando comparadas as areas como
interdigitos (SIDRIM; ROCHA, 2004). Dentre a composi¢cdo da pele estdo os
melandcitos, células responsaveis pela producdo da melanina, pigmento que
determina a cor da pele, dos cabelos e dos olhos de um individuo junto a fotoprotecéo
e termorregulacédo (LIN; FISHER, 2007).

2.3 Infecgbes associadas ao género Malassezia

As patologias causadas por esse género estdo associadas a onicomicose,
infeccbes sistémicas, caspa, dermatite seborreica, pitiriase versicolor (ROSA et al.,
2019). Em um organismo de pele saudavel, as leveduras do género Malassezia fazem
parte da microbiota se nutrindo de lipidios produzidos pelas glandulas sebaceas
(sebo) sem causar o rompimento do equilibrio, o que provocaria a doenca (LEUNG et
al., 2022). Alteracbes nesse quadro pode levar ao estabelecimento da infeccéo pelo
fato da fonte de lipidio utilizada pelos fungos estarem associados a estruturagdo da
camada externa da levedura como também a formacgédo de moléculas utilizadas na
producdo de melanina, o que resulta em lesbes hipo ou hiperpigmentadas
(VELEGRAKI et al., 2015). A infeccdo por espécies do género Malassezia representa
uma porcentagem significativa em Unidades de terapia intensiva - UTI, fator que

implica também em uma maior assisténcia para o tratamento. Dentre estas espécies,
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é atribuida & Malassezia furfur a maior porcentagem dos quadros de infecgéo fangica.
Por isso a necessidade do controle patogénico (BENJAMIN et al., 2016).

A pitiriase versicolor € uma micose que acomete as superficies da pele,
também chamada por tinea versicolor e popularmente conhecida como pano branco.
O termo versicolor estd associado as manifestacbes da lesdo referentes a sua
coloragéo, podendo ser hipo ou hiperpigmentadas (HAMIDIZADEH et al., 2017). Esta
infeccdo € geralmente assintomatica e acarreta no aparecimento de placas
escamosas com bordas delimitadas geralmente com descamacéao fina, sendo mais
frequente nas regides cervicais, térax e ombros. Com relacdo a sua epidemiologia,
apresenta distribuicdo mundial com maior frequéncia em areas que predominam 0s
climas tropical e subtropical, sem distincdo de sexo e idade. A sudorese excessiva,
desnutricdo, alta temperatura corporal e uso de lubrificantes na pele sdo exemplos de
fatores que podem colaborar para o estabelecimento da infeccdo (LEUNG et al.,
2022).

O diagnoéstico desta micose é dado através de exame direto, também
conhecido por pesquisa direta, que consiste na observacdo das estruturas fungicas
através do microscopio, sendo entdo considerado padrdo ouro para pitiriase
versicolor. Nesta pesquisa sdo observadas células de leveduras globosas e ovais
agrupadas em cachos e filamentos micelianos curtos e irregulares caracteristicos de

Malassezia sp. (Figura 1) em campos microscopicos (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 1 — Microscopia de Malassezia sp. a objetiva de aumento 40x pelo método de Porto ao Exame
micolégico direto. (A) células de leveduras ovais agrupadas em cachos e filamentos de micélio curtos

e tortuosos; (B) filamentos micelianos curtos e tortuosos na seta; (C) células de leveduras ovais de

Malassezia sp. na seta

Fonte: A autora (2023).

2.4 Tratamento com antifingicos convencionais e busca por novas substancias

bioativas

Atualmente os farmacos mais utilizados para o tratamento de infecgbes e
contaminagdes associadas a Malassezia sp. sdo os azoélicos de uso topico ou oral, a
depender da extensdo do caso, como por exemplo: Cetoconazol, Itraconazol,
Fluconazol e Anfotericina B (LEUNG et al., 2022). Entretanto, ultimamente tem-se
observado um aumento da resisténcia das cepas aos tratamentos antimicrobianos
como o uso desses antifungicos, por exemplo. Tal resisténcia pode ser ocasionada
pelo uso indevido e indiscriminado dos medicamentos (MORAES; BADIN, 2022). Isso
torna a terapia ineficaz, sem melhorias clinicas aos individuos e persisténcia da lesao.
Diante disso, a introdu¢édo de novas moléculas como potencial alternativa terapéutica
sdo de extrema importancia (GRILLO et al., 2013).
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2.4.1 Cetoconazol

O Cetoconazol (Figura 2) trata-se de um farmaco derivado do imidazol
reconhecido pela sua eficacia para o tratamento de infec¢Bes causadas por fungos,
principalmente quando a contaminagcdo acomete regides superficiais como as
dermatofitoses, pitiriase versicolor e candidiase (HAY, 1983; JANSSEN-CILAG
FARMACEUTICA, 2006). Este medicamento pode ser administrado via oral através
dos comprimidos ou com uso topico, nas formas de creme, xampu (CHOI; JUHASZ;
ATANASKOVA MESINKOVSKA, 2019). O mecanismo de acao fungistatico ou
fungicida desta substancia se da por meio da inibicdo de um esterdide presente na
membrana dos fungos causadores da infec¢éo, o ergosterol (IGNACIO, 2022). Este
esterol tem sido considerado na estimativa de biomassa fungica que pode estar

relacionada ao crescimento flngico (GALVAO et al., 2003).

Figura 2 - Estrutura quimica do cetoconazol
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Fonte: BRITISH PHARMACOPEIA (2009).

2.4.2 Derivados tiofénicos

Novos métodos antifingicos vém sendo estudados como possibilidade de
terapia antimicrobiana, a exemplo dos tiofenos (Figura 3). Compostos quimicos
heterociclicos aromaticos formados por atomos de Carbono, Enxofre e Hidrogénio.
Esta composicao torna o tiofeno viavel e destaca sua fama na quimica medicinal. A
porcao 2-aminotiofeno (Figura 4) apresenta grande relevancia e responsabilidade na
execucdo dessas atividades bioldgicas (BOZOROV et al., 2017; HUANG; DOMLING,
2010). Isso porque a estrutura molecular dos tiofenos pode sofrer mudangas em sua
conformacao implicando diretamente no seu mecanismo de acao (WANG et al., 2017).

A producédo destes compostos vem se destacando ultimamente pela sua importancia
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e funcionalidade bioldgica, principalmente no ambito farmacéutico como terapia

antifangica, antitumoral, anticoagulante (MABKHOT et al., 2016).

Figura 3 - Estrutura do tiofeno
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Fonte: OLIVEIRA (2010).

Os derivados  tiofénicos  2-Amino-4,5,6,7-tetrahidrobenzo[b]tiofeno-3-
carbonitrilo (6CN), figura 5, e 2-amino-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-
carbonitrilo (7CN), observado na figura 6, sdo exemplos da grande variedade de
compostos bioativos sintetizados a partir do 2-aminotiofeno (Figura 4) através da
reacdo de Gewald (GEWALD; SCHINKE; BOTTCHER, 1966). Os derivados 6CN e

7CN utilizados no presente estudo apresentam-se em aspecto pulverulento.

Figura 4 - Reagédo de Gewald
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Fonte: OLIVEIRA (2010).

Apesar da aplicabilidade no ambito farmacologico de acordo com o perfil
inibitério estudado destas moléculas, 6CN (Figura 5) apresenta, quimicamente, uma
baixa solubilidade aquosa que, consequentemente, ocasiona uma reducdo na
biodisponibilidade tendo sua administracao por via oral comprometida (LIMA et al.,
2008).
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Figura 5 - Estrutura quimica do derivado 6CN
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Fonte: Grupo de pesquisa de Farmacologia, Fisiologia e Quimi.ca Medicinal da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB).

Figura 6 - Estrutura quimica do derivado 7CN
CN
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Fonte: Grupo de pesquisa de Farmacologia, Fisiologia e Quimica Medicinal da Universidade Estadual
da Paraiba (UEPB).

Em estudos realizados por Wang et al., 2017, observou-se inducéo a apoptose
celular por influenciar a fase G2 do ciclo celular atravées de derivados
tiossemicarbazona em atividade antiproliferativa sobre células tumorais. Em estudos
de Mendonca Junior e colaboradores (2011), foi evidenciada atividade antifingica
promissora de derivados tiofénicos que apresentavam grupo Nitro em sua estrutura,

como o 6CN10, contra cepas de Candida spp. e Cryptococcus spp.

2.5 Importancia do teste de susceptibilidade

No que concerne as infec¢des fangicas associadas as espécies do género
Malassezia e a falta de efichcia dos tratamentos convencionais voltados as
enfermidades pelo uso indiscriminado dos compostos ativos dos medicamentos, 0s
testes de susceptibilidade tornaram-se uma estratégia na busca de novas substancias
com potenciais de se tornarem novas terapias para o controle dos microrganismos
patogénicos (DIAS et al., 2010; LEANDRO et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Autenticar taxonomicamente amostras de Malassezia sp. e avaliar o perfil de
susceptibilidade antifangica destes isolados diante da atividade de compostos

bioativos.

3.2 Objetivos especificos

¢ Identificar genotipicamente cepas obtidas da Micoteca URM e do acervo do
grupo de pesquisa “Fungos de interesse médico e leveduras de interesse
biotecnolégico” do Departamento de Micologia, Universidade Federal de
Pernambuco;

e Autenticar os isolados recebidos da Micoteca URM através do sequenciamento
genético;

e Analisar o perfil de susceptibilidade in vitro dos isolados frente ao cetoconazol
e aos derivados tiofénicos 6CN e 7CN através das concentracdes inibitérias

minimas (CIMs).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéao dos isolados

Para avaliar a susceptibilidade antifungica de espécies de Malassezia, foram
solicitados os isolados fungicos do género a Colecao de Cultura Micoteca URM, que
consiste em uma colecao de culturas fungicas. Os pedidos foram enviados através de
um formulario preenchido com o codigo da amostra, nome do solicitante, laboratério
de interesse e 0 departamento no qual esta inserido. Além disso, a avaliacdo também
foi aplicada as cepas do acervo do laboratério de Micologia Médica Sylvio Campos do
grupo de pesquisa Fungos de interesse médico e leveduras de interesse
biotecnolégico do Departamento de Micologia da Universidade Federal de

Pernambuco.

4.2 Isolamento fungico

Para isolar o agente e, posteriormente identificar a espécie, as cepas obtidas
do acervo do Laboratorio de Micologia Médica e as recebidas da colecdo de culturas
da Micoteca URM foram cultivadas em meio agar Sabouraud (DIFCO) com Azeite de
oliva acrescido de cloranfenicol em tubos de ensaio esterilizados devido a afinidade
por lipidios e/ou lipodependéncia que as espécies do género possuem. Os isolados
foram mantidos a temperatura ambiente e a temperatura de 37 °C. Para dar
continuidade aos experimentos e manter os isolados na colecéo do grupo de Pesquisa
‘Fungos de interesse médico e leveduras de interesse biotecnologico”, foram
realizados novos repiques dos isolados obtidos para novos tubos de ensaio com meio
SDA acrescido de azeite de oliva. Tal técnica utilizada é conhecida como repique e a
transposicao de um meio para outro foi realizada por meio de uma estria, com o auxilio
de uma alca descartavel (CAPRETTE, 2017).

4.3 Extracdo de DNA
Para a identificacdo gendmica, apos o crescimento das colbnias de leveduras,

uma parte da massa celular foi retirada e transferida para um tubo Eppendorf seco

seguindo os protocolos de Brandao et al. (2011) com modificagcbes, pelo método
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CTAB. As células armazenadas no tubo foram congeladas a -20°C. Tal processo é
realizado para analise molecular e para que o DNA seja extraido. Ao Eppendorf seco
contendo a amostra, adicionou-se entdo 650ul do tampao de extracédo (CTAB 2%,
NaCl 1.5 M, 100mM de Tris-HCI, 20mM de EDTA e polivinilpirrolidona 1%) auxiliando
na lise da parede celular. As amostras foram homogeneizadas em um vértex (Basic
2.800 Rpm Kasvi) e incubadas no Termobloco a 65°C por 15 min. Posteriormente,
foram centrifugadas a 13.000 Rpm por 10 minutos.

Em seguida, para o processo de purificacdo do DNA foi transferido a um novo
tubo 650ul do sobrenadante juntamente a 650ul de Cloroférmio alcool-isoamilico
(24:1). Ap6s mais uma homogeneizacdo no vortex, as amostras foram novamente
centrifugadas a 13.000 Rpm por 10 minutos para lavagem do DNA. O sobrenadante
foi transferido novamente a um tubo seco e limpo e neste foi acrescentado 40ul de
acetato de sodio (3M) e a mesma propor¢cdo do sobrenadante do isopropanol. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas (13000 Rpm por 10min) e ao final, o
sobrenadante foi descartado. Observou-se entéo se houve formagé&o do pellet de DNA
e adicionou-se etanol a 70% a fim de suspender novamente este pellet e auxiliar na
remocao de detritos presentes na amostra. Os materiais foram entdo centrifugados a
13000 rpm por 2 minutos e logo depois o sobrenadante foi descartado. O pellet é entdo
desidratado a temperatura ambiente por cerca de 10min e 0 DNA é ressuspendido em

agua ultrapura (ddH20/Milli-Q) até o periodo de realizar as analises.

4.4 Eletroforese

Sob condi¢Bes de corrente elétrica constante, a forca de deslocamento de uma
particula é resultado da carga efetiva, da molaridade do tampé&o e da resisténcia do
meio usado como suporte (agar, acetato, gel capilar) (ECKERSALL, 2008). Para a
eletroforese utilizando gel de agarose, foi utilizado 0,3g de agarose em 30mL de
tampéao (TAE 1x). Para corar dsDNA, ssDNA ou RNA em géis de agarose, adicionou-
se um mix de GelRed® e GLB a cada amostra para dar inicio a corrida e separacao

dos componentes.



25

4.5 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Utiliza-se reagentes e meios fundamentais para amplificacdo de um
determinado segmento de DNA de cadeia dupla em uma reagdo em cadeia catalisada
por uma polimerase de DNA termoestavel, que passara por um processo de
replicacdo originando outras copias (GREEN, M. R.; SAMBROOK, J., 2018). Para este
processo, preparou-se um mix de agua ultrapura (ddH20), tampé&o de amplificacéo
(amplification buffer), dNTP (pH 8,0), os Primers: Forward primer e Primer reverso.
Para identificacdo dos isolados de Malassezia e amplificacdo da regido D1/D2 e
retrada de um segmento viavel, utilizou-se os primers NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e NL4 (5' —= GGTCCGTGTTTCAAGACGG
- 3") (KURTZMAN E ROBNETT, 1998; LACHANCE et al., 1999). Adicionou-se também
ao mix o DMSO e a high fidelity dna polymerase 5U (FERMENTAS™, CAN). Na
reacao final, adicionou-se 19ul do mix de reagentes preparado somado a 1ul do DNA
molde em microtubos de 200 pl proprios para PCR. As reacdes foram processadas
atraves do termociclador PCR (EPPENDORF™, USA).

Tabela 1 - Relag&o dos reagentes utilizados para preparacdo do mix por reacéo

Reagentes 1X

H20 11,8 ul
Amplication buffer 4 ul
Forward primer 1
Primer reverso 1 pl
DNA 1 ul

DMSO 0,6 pl

Taq 0,2 ul

Fonte: Protocolo da enzima high fidelity dna polymerase com adaptacgdes.

Ao final da reacdo, preparou-se gel de agarose a 1% para uma nova
eletroforese e quantificacdo dos produtos da PCR. Em parafilme, pipetou-se 5 pl do
produto da PCR, 3 pl do GLB e 3 ul do GelRed. Apdés isso, as amostras foram sujeitas
a corrida eletroforética a uma voltagem 100V em torno de 20min. Posteriormente a
analise do gel e das bandas, os exemplares foram submetidos a um quantificador de

DNA, RNA e proteinas (I-Quant Touch) a fim de comparar e avaliar as concentracoes.
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4.6 Purificagcéo dos produtos da PCR e Sequenciamento

Consiste na remocéao dos residuos dos reagentes utilizados na PCR que ndo
foram integrados a reacdo. Neste processo, utilizou-se o kit de purificagdo por PCR
GeneJet (Thermo ScientificTM) com 1 pl da enzima lllustra, 1 pl do tampéo da enzima
e 3 ul do produto da PCR. Apds o método proprio de purificacdo no termociclador
(15min a 37°C 15min a 80°C), as amostras foram preparadas e submetidas ao
sequenciamento com a colaboracdo do Plataforma de Sequenciamento -—
LABCEN/CB, UFPE com protocolos padronizados. Com o resultado do
sequenciamento, as sequéncias foram analisadas com o auxilio de programas como
o Sequencher 4.7. Através do BLAST, software disponivel na plataforma NCBI

(National Center of Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As

sequéncias foram alinhadas de acordo com modelos disponiveis no banco de dados
do GenBank a fim de observar as semelhancas. Para a construcdo da arvore
filogenética a fim de realizar a verificacdo dos taxons, utilizou-se o programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 11) com aplicagdo do método de Neighbor
Joining, Maxima verossimilhanca. Este procedimento contou com 32 sequéncias de
nucleotideos e as distancias evolutivas foram estimadas com base no método
Maximum Composite Likelihood com aplicacdo do teste de bootstrap previsto para
1000 repeticdes (TAMURA; NEI; KUMAR, 2004).

4.7 Obtencgéao dos derivados tiofénicos

Para a avaliacdo do perfil de susceptibilidade das amostras sequenciadas,
foram selecionados para 0s ensaios compostos bioativos, como os tiofenos. O
presente trabalho utiliza dois derivados tiofénicos fornecidos por meio da colaboracéo
com o grupo de pesquisa de Farmacologia, Fisiologia e Quimica Medicinal da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). Os derivados tiofénicos foram introduzidos
aos ensaios pelo teste de susceptibilidade com base na técnica de microdiluicao
(CLSI, 2008) a fim de analisar o quanto essas substancias inibem o crescimento das

cepas utilizadas através da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.8 Teste de susceptibilidade antifingica in vitro

Com relacdo ao perfil de susceptibilidade in vitro, todos os isolados obtidos
tanto da Colec¢ao de cultura Micoteca URM, quanto do acervo do grupo de pesquisa
Fungos de Interesse Médico e leveduras de interesse biotecnologico, foram utilizados
nos ensaios a fim de analisar a atividade antifingica do cetoconazol, farmaco
convencional, e dos derivados tiofénicos 6CN e 7CN com base nos protocolos
definidos no documento M27-A3 (CLSI, 2008), com adaptacdes para o género
Malassezia, devido as suas exigéncias nutricionais conforme Chebil et al., 2022. Em
criotubo, a fim de obter uma maior estabilidade, os derivados tiofénicos foram pesados
ambos a 0,008g (0,8 pug) de acordo com os calculos previsto para o ensaio. Estas
moléculas foram solubilizadas com 50 pL de solvente DMSO (Sigma-Aldrich) e 50 pL
de etanol absoluto. Em substituicdo do RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA), usou-se
caldo Sabouraud dextrose (Biolife, Milano, Itdlia) acrescido de 1% de Tween 80
(Sigma Co., Milano, Italia) (CHEBIL et al., 2022) como fonte de lipidio para o fungo
para distribuicdo na placa de microtitulagdo de 96 pocos (CAFARCHIA et al., 2012;
IATTA et al., 2014). Para 500 mL de meio, usou-se 10g de glicose, 5g de peptona e 5
mL de Tween 80. Para padronizacao dos isolados em espectrofotdbmetro, a suspensao
dos in6culos foram realizadas em agua destilada esterilizada para obtencdo de
valores de transmitancia a 90% a um comprimento de onda de 530 nm apdés o periodo
de 2 dias de crescimento na incubadora B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand)
conforme protocolos do documento. Esta andlise gera uma suspensdao de
armazenamento de leveduras de 1 x 10 a 5 x 108 unidades formadoras de colbnias
(UFC) /mL. A inoculacdo em meio caldo Sabouraud contendo 1% de Tween 80 foi
feita na sequéncia de duas diluicdes: a primeira, de 1:100 (10 pL) e a segunda de 1:20
(50 pL) a fim de se obter uma suspenséao celular de 5,0 x 10%2a 2,5 x 102 de células
por mL. Pipetou-se entdo um volume final de 100 pL nos 96 pogos (Kasvi®) da placa
juntamente aos 100 pL da diluicdo dos tiofenos utilizados e do cetoconazol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em intervalos de concentracdo de 0,03 a 16 pg/mL para
avaliar uma inibicdo de 50%. Para os tiofenos, as concentracdes foram preparadas e
utilizadas no intervalo de 0,195 a 400 pug/mL para avaliar 100% de sua inibicdo. A
utilizacdo do farmaco cetoconazol serviu a titulo de comparacdo mediante as novas

moléculas devido a sua reconhecida atividade biolégica. Estabeleceu as CIMs como
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a minima concentragcdo de medicamento e dos tiofenos que conseguiram inibir o
crescimento fungico levando em consideracao os controles sem farmacos e sem 6CN
e 7CN. Além disso, foi utilizada a cepa padrao ATCC 22019 (Candida parapsilosis)
como controle de qualidade a fim de averiguar a eficacia e qualidade dos resultados.
As placas foram incubadas a 32 °C e sua leitura foi realizada apds o periodo de 48 e
72 h a fim de verificar se houve ou nao crescimento fungico (CHEBIL et al., 2022).
Com relacdo as concentrac¢des inibitérias minimas (CIMs), a menor concentragao
onde 0 composto conseguiu inibir o crescimento, estabeleceu-se inibicdo de 100%

para 0s novos compostos bioativos utilizados e 50% para o cetoconazol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencéo dos isolados de Malassezia sp.

Dos 16 isolados obtidos da Colecdo de Cultura Micoteca URM, foram
identificados 11 isolados (68,75%) como Malassezia furfur, trés (18,75%) isolados de
Malassezia sympodialis, um isolado (6,25%) de Malassezia slooffiae e um isolado
(6,25%) como Malassezia globosa (Tabela 2). Entretanto, os trés isolados (53, 60 e
84) obtidos do acervo do grupo de pesquisa Fungos de Interesse Médico e Leveduras
de Interesse Biotecnolégico estavam definidos a nivel de género. De acordo com o
género e com a identificacdo numérica da linhagem, foram encontrados, para alguns

isolados, registros de seu ano de depdsito e dos substratos/hospedeiros.

Tabela 2 — Isolados de Malassezia sp. obtidos da Cole¢&o de Cultura Micoteca URM, UFPE e do
acervo do grupo de pesquisa “Fungos de interesse médico e leveduras de interesse biotecnoldgico”

do Departamento de Micologia

Espécies Isolados Ano de depdsito  Substrato/hospedeiro
(Codigos)

Malassezia sympodialis URMb5542 2007 Escamas epidérmicas
M. furfur URM2881 1986

M. furfur URM4502 2002 Escamas epidérmicas

M. furfur URMA4227 Escamas epidérmicas

M. furfur URMA4226 Escamas epidérmicas

M. sympodialis URM4499 2002 Escamas epidérmicas

M. furfur URM4220 Escamas epidérmicas

M. slooffiae URM4813 Escamas epidérmicas

M. furfur URMG6190 2010 Escamas epidérmicas

M. sympodialis URM6193 2010 Escamas epidérmicas

M. furfur URMA4849 2004 Escamas epidérmicas
M. furfur URM5982 2009

M. furfur URM3876 1997 Pele humana

M. globosa URMA4850 2004 Escamas epidérmicas

M. furfur URM5977 2009 Escamas epidérmicas

M. furfur URM5389 2006 Escamas epidérmicas
Malassezia sp. 53
Malassezia sp. 60
Malassezia sp. 84

Fonte: A autora (2023).

*(---) ndo apresentam registros de ano de depésito e de substrato/hospedeiro
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Estes isolados foram cultivados em meio agar Sabouraud dextrose (SDA)
adicionado de azeite de oliva. Com relacéo ao periodo de estocagem desses isolados
URM e sua utilizagdo no presente trabalho, foi possivel analisar que as amostras se
mostraram viaveis para o estudo mesmo estando estocadas por muitos anos. Isso
pode ser atribuido as manutencdes e as metodologias de preservacao realizadas pela
Colecdo de Cultura da Micoteca de forma a manter as caracteristicas tipicas do

género.

5.2 Andlise filogenética do género Malassezia

Para as andlises filogenéticas, as sequéncias processadas foram comparadas
com sequéncias ja depositadas em bancos de dados, utilizou-se o GenBank por meio
da ferramenta BLAST, onde também foi possivel alinhar as sequéncias que
apresentavam semelhancas. Para isso, adotou-se como critério um fator maior ou
igual a 99% para definicdo a nivel de espécie. A arvore filogenética (Figura 7)
elaborada pela ferramenta MEGA 11 por meio do método Neighbor Joining apds a
obtencdo das sequéncias, abrange apenas 0s isolados que tiveram a regido D1/D2
do rRNA sequenciada. Diante disso, os isolados URM6190, URM6193, URM3876, 53
e 60 ndo foram abordados nessa relacado filogenética. Os demais isolados utilizados
nos estudos (URM5542, URM4502, URM2881, 84, URM4499, URM4849, URM4850,
URM4813, URM5389, URM4227, URM4226, URM4220, URM5982 e URM5977)
expressaram altos graus de similaridades com espécies tipos de acordo com o
GenBank.
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Figura 7 — Arvore filogenética dos isolados sequenciados obtidos da Colecéo de Cultura da Micoteca

URM. Analise de Neighbor joining, Maxima verossimilhanca usando ferramenta MEGA 11
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Dentre os 14 isolados sequenciados, foram identificadas 9 isolados com grau
de parentesco com Malassezia furfur, 3 isolados com o género Candida sp., 1 isolado
com seu grupo irmdo Candida orthopsilosis e 1 isolado com Saccharomyces
cerevisiae. Com isso, observou-se que muitos isolados anteriormente descritos como
pertencentes a um determinado género, apds a identificacdo através do
sequenciamento da regido D1/D2 apresentaram parentescos filogenéticos com o
género Candida e Saccharomyces além do género Malassezia. Tal rela¢do consta na
Tabela 3. E provavel que o levantamento e caracterizacdo das espécies tenha sido

influenciado também pela morfologia e aspectos das coldnias, visto que as coldnias
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de Malassezia podem ter modificacdes macromorfolégicas bastante semelhantes aos

outros dois géneros identificados.

Tabela 3 - Identificacdo gendmica dos isolados através do sequenciamento da regido D1/D2 do gene

ribossémico e da analise filogenética pelo método Neighbor joining, Maxima verossimilhanca

Identificacdo por meio do

Isolados Cddigos sequenciamento da regiao D1/D2 e
proximidade filogenética

Malassezia sympodialis 5542 Malassezia furfur

M. furfur 2881 Malassezia sp.

M. furfur 4502 Malassezia sp.

M. furfur 4227 Candida sp.

M. furfur 4226 Candida sp.

M. sympodialis 4499 Malassezia sp.

M. furfur 4220 Candida sp.

M. slooffiae 4813 Malassezia sp.

M. furfur 6190* ---

M. sympodialis 6193* ---

M. furfur 4849 Malassezia sp.

M. furfur 5982 Candida orthopsilosis

M. furfur 3876* ---

M. globosa 4850 Malassezia sp.

M. furfur 5977 Saccharomyces cerevisiae

M. furfur 5389 Malassezia sp.

Malassezia sp. 53* ---

Malassezia sp. 60* ---

Malassezia sp. 84 Malassezia sp.

(*) Isolados ndo sequenciados
Fonte: A autora (2023).

Dessa maneira, 0 sequenciamento da regido D1/D2 por meio dos iniciadores
NL1 e NL4 por PCR somado as analises filogenéticas realizadas pelas ferramentas
BLAST e MEGA 11, permitiram a autenticacdo taxonémica dos isolados abordados
no presente estudo. Com base no material tipo de Malassezia furfur, € possivel inferir
que o grupo faz parte de uma uUnica descendéncia existindo um forte monofiletismo
gue separa o grupo M. furfur e o grupo URM 5542 do grupo que separa M.
yamatoensis e M. japonica. Diante disso, os isolados depositados como Malassezia
sympodialis (URM5542 e URM4499), como Malassezia slooffiae (URM4813) e como
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Malassezia  globosa (URM4850) constituem  representantes  préximos
filogeneticamente da espécie Malassezia furfur. Neste clado, o isolado URM5542 € o
grupo mais proximo e com maior parentesco com o grupo Malassezia furfur que os
demais isolados. Os isolados URM4502 e URM2881 depositados como espécies de
Malassezia furfur também apresentaram um forte parentesco com este grupo.
Entretanto, o isolado 84 reconhecido apenas como Malassezia sp. pelo acervo do
grupo de pesquisa e o isolado URM2881 sdao mais aparentados entre si do que com
0 grupo URM4502. Com relacdo aos isolados URM4499, URM4849 e URMA4850,
observou-se que estes apesar de terem a mesma origem filogenética, ndo possuem
uma separacao sélida e sdo mais aparentados entre si do que com as demais,
tratando-se de um grupo parafilético. O monofiletismo presente entre 0s grupos
URM4813 e URM5389 prediz que sdo grupos irmaos a nivel de espécie, sendo mais
aparentados entre si apesar da relagéo de parentesco com o grupo Malassezia furfur.

Os isolados depositados como Malassezia furfur (URM4220, URM4226 e
URM4227) foram identificados com parentesco filogenético ao género Candida. O
isolado URM4227 € mais proximo e aparentado do isolado URM4226 do que
URM4220, que é grupo irmao de Candida parapsilosis. Percebeu-se também um forte
parentesco entre o isolado URM5982, depositado também como Malassezia furfur,
com o grupo Candida orthopsilosis. Trichophyton rubrum trata-se de um grupo externo

utilizado na construcdo da arvore filogenética.

5.3 Perfil de susceptibilidade dos isolados ao cetoconazol

A analise do perfil de susceptibilidade de Malassezia aos compostos foi
baseada em protocolos que constam no documento M27-A3 (CLSI 2008). Com
relacdo as modificacdes aplicadas ao género e as leituras, seguiu-se as normas
referidas por Mulu et al., visto que no documento M27-A3 (CLSI 2008) ndo constam
registros para Malassezia sp. Observou-se que, apés 48h de leitura para a cepa ATCC
22019 (Candida parapsilosis) e apds 72h para os demais isolados, as cepas
apresentaram concentracdo inibitoria minima (CIM) em um intervalo de 0,125 a
4ug/mL em uma faixa de variagdo testada de 0,03 & 16 pg/mL ao cetoconazol (Tabela
3), levando em consideracéo o poco controle. Em outros estudos com Malassezia sp.,

observou-se valores de MICso para o cetoconazol menor do que os obtidos no
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presente estudo. Como nos testes de Jesus et al (2011), onde foi avaliada a
susceptibilidade de Malassezia sp. a este farmaco e observou um MIC de 0,03 pg/mL
em um intervalo de 0,007 a 16 pg/mL. Além disso, em um trabalho desenvolvido por
Weiler et al. (2013), foi analisado um MICsg 0,06 pg/mL no intermédio de 0,007 a 16
png/mL também demonstra essa diminuicdo comparada aos observados neste
trabalho.

Com relacdo a cepa ATCC 22019 (Candida parapsilosis), utilizada como
controle de qualidade, estudos sugerem um MIC de 0,03 pg/mL ao cetoconazol para
0 género Candida (GOULART et al., 2018). No estudo realizado, o isolado controle
ATCC 22019 apresentou CIM de 0,5 pg/mL ao farmaco. Este dado foi maior em
comparacao aos observados em outras literaturas. O isolado URM5977, com grau de
parentesco muito significativo com a espécie Saccharomyces cerevisiae, nao
apresentou susceptibilidade no intervalo de concentracdo utilizado da droga. As
concentracfes observadas a 50% de inibicdo do cetoconazol nos intervalos de 0,125
a 4 ug/mL (tabela 3) ressaltaram a susceptibilidade dos isolados a este farmaco.
Nesse caso, as leveduras aparentadas com o género Malassezia e com o género
Candida, conforme observado nas relacbes filogenéticas. Os isolados URM2881

(Malassezia sp.) e URM6190 nao apresentaram CIMs ao cetoconazol (Tabela 3).

5.4 Perfil de susceptibilidade dos isolados aos derivados tiofénicos

Sobre a utilizacdo dos derivados tiofénicos 6CN, nomeado como T1, e 7CN,
como T2, observou-se, ap0s 48h de leitura para a cepa ATCC 22019 (Candida
parapsilosis) e apds 72h para os demais isolados, que o composto 6CN apresentou
100% de inibicdo nos intervalos de 100 a <400 pg/mL. Isso evidencia atividade
antifingica contra os isolados utilizados e seus graus de parentesco com sequéncias
pré-definidas pelo banco de dados. Os dois compostos tiofénicos apresentaram
respostas satisfatorias na inibicdo dos isolados. Entretanto, a atividade antifingica do
composto 6CN pode ser considerada melhor devido as menores concentragdes
inibitérias minimas observadas em comparagdo ao composto 7CN (tabela 3) podem

ser consideradas respostas satisfatorias na inibicdo dos isolados



Tabela 4 - Concentrages inibitérias minimas dos isolados obtidos frente ao cetoconazol e aos

derivados tiofénicos 6CN (T1) e 7CN (T2)

Numeragéo Espécies Tiofenos Cetoconazol
T1 (6CN) T2 (7CN)
1 URM3876 200 pg/mL 200 pg/mL 0,125 pg/mL
2 Malassezia sp. 200 pg/mL 200 pg/mL 1 pg/mL
3 Malassezia sp. 200 pg/mL 400 pg/mL 0,25 pg/mL
4 Malassezia sp. 200 pg/mL 400 pg/mL 0,25 pug/mL
5 Candida sp. >400 pug/mL  >400 pg/mL 0,5 pg/mL
6 Candida sp. - - -
7 53 200 pg/mL 400 pg/mL 1 pg/mL
8 Malassezia 200 pg/mL 400 pg/mL 0,25 pg/mL
furfur
9 Malassezia sp. 200 pg/mL 400 pg/mL 0,25 pg/mL
10 Saccharpr_nyces >400 pg/mL >400 pg/mL >16 pg/mL
cerevisiae
11 Malassezia sp. 100 pg/mL 200 pg/mL 0,25 pg/mL
12 60 400 pg/mL 400 pg/mL 4 ug/mL
13 Candida 200 pg/mL >400 pg/mL 1 pg/mL
orthopsilosis

14 URM6193 100 pg/mL 400 pg/mL 0,125 pg/mL
15 Malassezia sp. 100 pg/mL 200 pg/mL 0,25 pug/mL
16 URM®6190 - - -
17 Malassezia sp. 200 pg/mL 200 pg/mL 0,125 pg/mL
18 Candida sp. >400 pg/mL  >400 pg/mL 1 pg/mL
19 Candida sp. >400 pg/mL  >400 pg/mL 0,5 pg/mL
20 ATCC 22019  >400 pyg/mL  >400 pyg/mL 0,5 pg/mL

Fonte: A autora (2023).
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No estudo foi visto que os isolados URM5389 e URM4499, que apresentam
parentesco com o género Malassezia sp. e o isolado URM6193 apresentaram CIMs
de 100 pg/mL frente ao composto tiofénico 6CN (t1). Com relagdo ao derivado
tiofénico 7CN (t2), os isolados apresentaram CIMs de 200 a >400 pug/mL, podendo
inferir que sua atividade inibitoria foi menor que a do composto 6CN. A cepa ATCC
22019 (Candida parapsilosis) utilizada como controle de qualidade, ndo apresentou
concentragdo inibitdria minima aos derivados tiofénicos 6CN e 7CN. Isso também
pode ser observado com os isolados URM4220, URM4226, URM4227, aparentados
filogeneticamente com o género Candida sp. (Figura 7), e com o isolado URM5977,
grupo irmao de Saccharomyces cerevisiae. Tal fato pode sugerir uma menor atividade
inibitéria desses derivados tiofénicos ao género Candida sp., como também, ao
género Saccharomyces visto que, pelo menos na faixa intervalar de concentracao
utilizada, ndo apresentaram inibicao.

Ressalta-se que os isolados URM6190, URM6193, URM3876, 53 e 60
apresentaram problemas no sequenciamento tornando inviavel sua analise
filogenética e parentesco evolutivo. No entanto, esses isolados também foram
utilizados no ensaio de sensibilidade in vitro ao cetoconazol e aos derivados tiofénicos
6CN e 7CN. Desses, os isolados URM6193, URM3876 e 53 apresentaram
concentracdes inibitérias minimas ao composto 6CN e ao cetoconazol.

Salienta-se que 0s compostos tiofénicos continuam sendo sintetizados com
ampla variedade e modificacbes em sua estrutura, podendo produzir novas séries de
derivados tiofénicos com atividades e aplicagbes diferentes. Isso pode implicar

diretamente no seu mecanismo de acao antifungico.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados observados no estudo, pode-se concluir que:

A identificacdo molecular através do sequenciamento genético utilizando os
iniciadores NL1/NL4 foi eficaz, apresentando relacbes de parentesco com
sequéncias de outros grupos de Malassezia sp. presentes em bancos de
dados;

A andlise permitiu a realocacdo de cepas previamente descritas como
Malassezia sp. para géneros com relacdo de parentesco com Candida sp. e
Saccharomyces sp.;

O cetoconazol apresentou respostas satisfatérias na inibicdo de isolados com
grau de parentesco aos géneros Candida e Malassezia;

Os derivados tiofénicos 6CN e 7CN apresentaram atividade inibitéria do
crescimento fungico dos isolados dos géneros Candida e Malassezia embora
6CN tenha inibido em menores CIMs;

S&ao0 necessarias analises filogenéticas ainda mais robustas a fim de reafirmar
com mais exatiddo as relacdes de parentesco dos isolados a nivel de espécie;
E fundamental que novos ensaios para avaliar o perfil de susceptibilidade de
Malassezia sp. aos derivados tiofénicos sejam realizados, devido as mudancas
estruturais na conformacgédo destes compostos e da influéncia em sua acao

bioldgica.
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