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RESUMO

7

A otomicose é infeccdo fungica oportunista do conduto auditivo externo cujos
principais agentes etiologicos sao espécies de Aspergillus e Candida. Essa micose é
caracterizada por prurido, otorreia e otalgia, e um importante fator de viruléncia de
alguns desses patogenos € a capacidade de formar biofilmes. Tais estruturas aderem-
se a superficies as quais podem ocasionar maior dano ao paciente devido a
recorréncias mais frequentes dessa micose além de resisténcia a tratamento com
antifingicos. Desta forma, esta pesquisa objetivou detectar, isolar e identificar fungos
em amostras clinicas de pacientes com otite fungica que fazem ou ndo uso de
aparelho auditivo, e buscar novas estratégias para a prevenc¢ao, controle e tratamento
da otomicose. Fungos foram isolados do conduto auditivo de pacientes com otomicose
e identificados por meio da taxonomia classica e molecular. Foram sequenciadas as
regides ITS e o dominio D1/D2 da regido LSU, e os genes da calmodulina e B-tubulina,
e no caso de otomicose bilaterial foi analisada a regido GTG5 dos isolados. Apds
crescimento em meio de cultura, uma suspenséo foi ajustada para uma concentracao
desejada de células. Produziram-se biofilmes em placas de microdiluicdo, nas quais
células foram incubadas nos tempos de 24, 48 e 72h e o biofilme quantificado através
da solucdo cristal violeta e de MTT. A atividade antifangica in vitro das células
planctonicas, do biofiime e da determinacdo do sinergismo, foram avaliados pelo
meétodo de microdiluicdo em caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute utilizando o anfotericina B, fluconazol, cetoconazol, ciclopirox olamina,
octopirox olamina, derivados tiossemicarbazénicos e D-limoneno. A otomicose foi
diagnosticada em 15 pacientes, com idade média de 28 anos; 60% era do sexo
masculino. O fator de risco prevalente foi a presenca da perfuracdo timpanica com
inflamacé&o exsudativa. Foram isolados e identificados 19 espécimes entre Aspergillus
awamori, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. parasiticus, A. pseudonomius, A. sydowii,
A. tamarii, Candida parapsilosis, Millerozyma farinosa e Talaromyces funiculosus.
Todos isolados formaram biofilme e tiveram maior atividade metabolica apos 24h. As
concentracdes inibitérias minimas obtidas de anfotericina B foram 0,125 a 4ug/mL;
fluconazol, 16 a 64ug/mL, cetoconazol, 0,03 a 8ug/mL; itraconazol, 0,03 a 0,5ug/mL;
ciclopirox olamina, 0,5 a 16ug/mL, e octopirox olamina, 0,5 a 4ug/mL. Derivados de
tiossemicarbazonas, L3, L8 e L9, e o limoneno também tiveram atividade contra os
isolados. L3, variou de 4 a 1024ug/mL; L8, 2 a 256 pg/mL; L9, 2 a 512 pg/mL, e o



limoneno, 32 a 1024pg/mL. Além disso, constatamos sinergismo entre octopirox
olamina e o limoneno. Também se verificou a atividade antifingica no tratamento dos
biofilmes de 18 isolados em pelo menos um dos tratamentos. Espécies de Aspergillus
continuam sendo os agentes etioldégicos mais frenquentes em casos de otomicoses.
E cada vez mais claro que uma grande maioria destes fungos tem a capacidade de
formar biofilmes e devido a este fato, s@o refratarios ao tratamento desta micose, o
que representa um grande problema para 0s pacientes, uma vez que a dose
necessaria para erradicar os agentes etiolégicos, pode exceder o maximo atingivel

terapeuticamente as concentracdes de antifingicos.

Palavras-chave: Otite externa fungica. Biofilme. Terapia antifangica.



ABSTRACT

Otomycosis is an opportunistic fungal infection of the auditory input conduit in the
municipality of Aspergillus and Candida. This mycosis is characterized by pruritus,
otorrhea and otalgia, and an important virulence factor of some of these pathogens is
the ability to form biofilms. Such structures adhere to surfaces which may cause
greater damage to the patient due to more frequent recurrences of this mycosis
besides resistance to treatment with antifungals. In this way, this research aimed to
detect, isolate and identify fungi in clinical samples of patients with fungal otitis who do
or do not use hearing aids, and to seek new strategies for the prevention, control and
treatment of otomycosis. Fungi were isolated from the auditory canal of patients with
otomycosis and identified through classical and molecular taxonomy. The ITS regions
and the D1/D2 domain of the LSU region, and the calmodulin and B-tubulin genes were
sequenced, and in the case of bilaterial otomycosis, the GTG5 region of the isolates
was analyzed. After growth in culture medium, a suspension was adjusted to a desired
concentration of cells. Biofilms were produced in microdilution plates, in which cells
were incubated at 24, 48 and 72h times and the biofilm quantified through the crystal
violet solution and MTT. The in vitro antifungal activity of planktonic cells, biofilm and
synergism was evaluated by the broth microdilution method, according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute using amphotericin B, fluconazole, ketoconazole,
cyclopirox olamine, octopirox olamine, thiosemicarbazonic derivatives and D-
limonene. Otomycosis was diagnosed in 15 patients, with a mean age of 28 years;
60% were male. The prevalent risk factor was the presence of tympanic perforation
with exudative inflammation. Twenty nine specimens were identified and identified as
Aspergillus awamori, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. parasiticus, A.
pseudonomius, A. sydowii, A. tamarii, Candida parapsilosis, Millerozyma farinosa and
Talaromyces funiculosus. All the isolates formed biofilm in the three times and had
greater metabolic activity after 24h. The minimum inhibitory concentrations obtained
from amphotericin B were 0,125 to 4ug/mL; fluconazole, 16 to 64ug/mL, ketoconazole,
0,03 to 8ug/mL; itraconazole, 0,03 to 0,5ug/mL; cyclopirox olamine, 0,5 to 16 ug/mL,
and octopirox olamine, 0,5 to 4 yg/mL. The thiosemicarbazones, L3, L8 and L9
derivatives, and limonene also had activity against the isolates. L3, ranged from 4 to
1024pg/mL; L8, 2 to 256ug/mL; L9, 2 to 512ug/mL, and limonene, 32 to 1024ug/mL.

In addition, we found synergism between octopirox olamine and limonene. Antifungal



activity was also observed in the treatment of biofilms of 18 isolates in at least one of
the treatments. Aspergillus species continue to be the most frequent etiological agents
in cases of otomycosis. It is increasingly clear that a large majority of these fungi have
the ability to form biofilms and because of this, they are refractory to the treatment of
this fungus, which is a major problem for patients, since the dose required to eradicate
the fungi etiological, may exceed the maximum therapeutically achievable antifungal

concentrations.

Key words: Fungal external otitis. Biofilm. Antifungal therapy.
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1 INTRODUCAO

A otite externa fungica ou otomicose € uma infeccdo do canal auditivo externo
causada por fungos (NEMATI et al., 2013). A incidéncia varia em diferentes areas
geograficas e € determinada principalmente pelas diversas condigcbes ambientais,
atingindo percentagens elevadas em algumas regifes tropicais e subtropicais,
podendo constituir até 25% das otites infecciosas (ANEJA; SHARMA; JOSHI, 2010).
Os agentes mais comuns desta micose incluem espécies de Aspergillus e Candida,
entretanto, outros géneros também séo relatados como agentes de otomicose como
Mucor sp., Penicillium sp., Rhodotorula rubra, Trichosporon asahii, Scedosporium
apiospermum, Paecilomyces variotii, Rhizopus sp., Cephalosporium sp.
(VENNEWALD; SCHNLEBE; KLEMM, 2003; MOGADAM et al., 2009; PONTES et al.,
2009; GARCIA-AGUDO et al., 2011; NOWROZI et al., 2014; PRASAD et al., 2014;
SENTHIL KUMARAN; KAVITHA, 2017).

A sintomatologia apresentada pelos portadores de otomicose pode ser diversa
e, em certos casos sdo poucos evidentes, sendo necessario um exame realizado por
meio da visualizacdo do canal auditivo externo, a otoscopia. Em outros casos, o
paciente queixa-se de surdez, prurido, zumbido e a presenca de secrecao
denominada otorreia aquosa (LACAZ et al.,, 2002). Fatores intrinsecos que
predispdem esta micose oportunista podem ser neoplasias, diabetes, hemopatias,
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida e doencgas ou tratamentos que alteram a
imunidade celular (GUATIMOSIM, 2002). Além destas condi¢des, outros fatores que
predispdem a otite externa incluem auséncia de cerume, alta umidade, aumento da
temperatura e trauma local ocasionado normalmente a partir da utilizacéo de objetos
introduzidos no conduto auditivo, assim como uso de aparelhos de amplificacao
sonora individual ou protese auditiva (JACKMAN et al., 2005; HO et al., 2006).

De acordo com Ahmad et al. (2007), o uso de aparelhos auditivos contribui para
0 aumento do numero de casos desta micose. A utilizacdo de aparelho auditivo tem
sido apontada como um fator predisponente para o desenvolvimento de otite externa
cronica (BANKAITIS, 2005; AHMAD et al., 2007). Estes dispositivos foram
identificados como uma potencial fonte de transmissao de micro-organismos. Em
longo prazo, o uso de prétese auditiva € um fator para a colonizagéo de fungos, sendo
que esta colonizacdo pode resultar em niveis suficientemente altos para dar lugar a

uma infeccdo (STURGULEWSKI et al., 2006). Tais micro-organismos podem se
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agregar e formar biofilmes, um modo protegido de crescimento colonial que permite a
sobrevivéncia em ambientes hostis, sendo sua fisiologia e comportamento
significativamente diferente das células livres (SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

A otite externa fungica ndo pode ser diagnosticada com base apenas nos
sintomas clinicos, sendo necessario também o historico clinico do paciente, otoscopia,
preparacdes das amostras para exame direto, cultura micologica, que sdo importantes
e recomendaveis para o diagndstico preciso (AFSHARI et al., 2005; VENNEWALD;
KLEMM, 2010). O tratamento deve ser dirigido especificamente contra o agente da
doenga com a finalidade de evitar o desenvolvimento de resisténcia do patdégeno
(VENNEWALD; KLEMM, 2010). Desta forma, a busca de novas alternativas
terapéuticas pode auxiliar na instituicdo de tratamento adequado e conduzir a uma

melhor qualidade de vida dos pacientes.

1.1 PROBLEMATIZACAO

Pelo fato da otomicose apresentar sintomas inespecificos, muitas vezes, o
tratamento é inadequado, gerando complicacdes para o paciente, como recidivas e
resisténcia a farmacos comercialmente disponiveis, pelos micro-organismos. Essas
complicacBes também estdo associadas ao diagnéstico tardio, uma vez que o exame
direto e a cultura micolégica ndo sédo procedimentos na rotina da conduta clinica.

Adicionalmente, a capacidade de o fungo penetrar em areas mais profundas da
orelha externa, média e interna, associada a seu potencial de formar agregados
celulares em diversos dispositivos, como aparelho auditivo, tornam estes instrumentos
veiculos desses agentes etioldgicos e alvos de higienizacdo adequada e constante
com substancias que removam estas estruturas celulares. Além disso, existe a
necessidade no desenvolvimento de pesquisas que determinam correlacao
epidemiologica entre infecgdo no conduto auditivo externo e a formacéo de biofilmes
em dispositivos auriculares, com finalidade de determinar o potencial antifingico de

novas substancias e prover melhor qualidade de vida dos pacientes.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Detectar, isolar e identificar fungos em amostras clinicas de pacientes com otite

fungica que fazem ou n&o uso de aparelho auditivo, e buscar novas estratégias para

0 controle, prevencdao e tratamento da otomicose.

1.2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho correspondem as a¢Bes desenvolvidas

para atingir o objetivo geral:

a)

diagnosticar a otite fungica em pacientes que fazem uso ou ndo de

aparelho auditivo;

b) verificar a associacdo de otomicose com outras doencas da orelha

c)

d)

f)

média e externa;

identificar os isolados fungicos através de metodologias classica e
molecular;

correlacionar, através de similaridade genética, os agentes etiolégicos
obtidos do dispositivo auricular com do conduto auditivo dos pacientes
ou de casos de otomicose bilateral,

avaliar quantitativamente a capacidade de formacéo de biofilme dos
agentes da otomicose;

determinar o padrdo de sensibilidade antifingica dos agentes
etiologicos de otomicose e do biofiime formado nos dispositivos
auriculares, frente a antifingicos comerciais e novas substancias

bioativas.

1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Local de coleta e obtencédo das amostras clinicas

As coletas foram realizadas em pacientes atendidos no setor de

otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas, Recife, Pernambuco.
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O estudo obedeceu as diretrizes e normas regulamentares de pesquisa
envolvendo seres humanos Resolucao n° 466/2012, do Ministério da Saude, enviado
para Plataforma Brasil e, apds a aprovacédo pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas — CAAE 44747515.5.0000.5208 (ANEXO1), os pacientes
assinaram o termo de Consentimento Livre e Esclarecido, antes de se submeter a
coleta, que s6 foram realizadas apos a liberacédo do referido comité.

As coletas foram realizadas em pacientes que apresentaram suspeita clinica
de otomicose. O procedimento para a obtencdo das amostras foi realizado por um
profissional, com o acompanhamento dos colaboradores do projeto. A coleta foi
realizada com swab esterilizado e o material transportado em tubo de ensaio contendo
2 mL de 4gua destilada esterilizada adicionada de 50 mg/L de cloranfenicol (PONTES
et al., 2009).

ApOs a obtencéo das amostras clinicas, as mesmas foram transportadas para o
Laboratorio de Micologia Médica Sylvio Campos do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para a realizacdo do diagndstico

micoldgico laboratorial.

1.3.2 Manipulacéo das amostras clinicas

As amostras clinicas foram manipuladas para realizacdo do exame direto, a
fresco (sem clarificante e corante), e foram semeadas em duplicata na superficie do
meio cultura &gar Sabouraud dextrose agar suplementado com 50 mg/L de
cloranfenicol, contidos em placas de Petri, mantidas a temperatura de 28° C e 37° C
por até 15 dias para o crescimento e obtencdo do agente etiologico, o qual foi
purificado para posterior identificacdo através das caracteristicas macroscopicas,
microscopicas e moleculares (BARNETT et al., 2000; RAPPER; FENNEL, 1977; De
HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

1.3.3 Purificacao e identificagao dos fungos
Para purificacdo das amostras de fungos, os fragmentos das colonias foram

semeados, em estria, em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose
suplementado com 50 mg/L de cloranfenicol (LACAZ et al., 2002). Ap6s confirmacéo
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da pureza, as colbnias foram transferidas para tubos de ensaio contendo meios

especificos, de acordo com o grupo do fungo a ser identificado.

1.3.4 Classificacao taxondmica classica

A caracterizagdo convencional dos agentes etiologicos foi realizada através da
observacdo dos aspectos morfoldégicos, macroscopicos e microscopicos e, quando
necessario, fisioldgicos e bioquimicos (BARNETT et al., 2000; HOOG et al., 2000;
KLICH, 2002; LACAZ et al., 2002).

Foram analisadas diferentes caracteristicas morfolégicas como diametro,
bordos, textura e coloracédo do verso e reverso das colonias, producédo de pigmentos
e tempo de crescimento (RAPPER; FENNEL, 1977; BARNETT et al., 2000; HOOG et
al., 2000; RAPER; THOM; FENNEL, 1949).

A verificacdo das microestruturas somaticas e reprodutivas foi realizada pela
técnica de DALMAU (1929), através de microcultivos (cultivo sob laminula), nas quais
fragmentos das colénias foram semeados em dois pontos equidistantes da placa
contendo o meio de cultura especifico para cada grupo de fungos, e sobre estes,
colocadas laminulas previamente esterilizadas. A preparacdo permaneceu a
temperatura de 25°C por aproximadamente sete dias conforme espécie em estudo.
Em seguida, a laminula do cultivo foi retirada, invertida e colocada sobre uma lamina
de vidro, contendo uma 40 pL de Azul de Amann (CARRANZA, 1949), para posterior

observagé@o microscépica.

1.3.5 Classificacdo taxondémica molecular

A biomassa dos fungos foi obtida a partir de células cultivadas em meio de
cultura agar Sabouraud dextrose contido em tubos de ensaio, mantidos a 28°C por
até seis dias. Todo micélio foi retirado do tubo de ensaio com o auxilio de uma al¢ca
de platina, sendo o material transferido para microtubos de 2 mL com tampa de rosca,
acrescidos de 0,59 de contas de vidro (glass beads) com dois diametros diferentes na
proporcao de 1:1 (acid-washed, 150-212um and 425-600um; Sigma, U.S. sieve). O
material foi triturado por agitacado em alta velocidade em um FastPrep®.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com o material previamente

triturado, conforme Goes-Neto et al., (2005), que inclui uma lavagem com cloroférmio:
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alcool isoamilico (24:1) e posterior homogeneiza¢cdo do material em tamp&o CTAB
2%, além de precipitagdo em isopropanol, lavagem em etanol 70% e ressuspensao
em 50 uL de agua ultrapura.

Para amplificacéo da regido ITS foram utilizados os iniciadores (primers) ITS1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3))
(WHITE et al., 1990), calmodulina, cmd5 (5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3) e
cmd6 (5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3') (HONG et al., 2005), B tubulina, bT2a
(5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3) e bT2b (5-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’) (GLASS; DONALDSON, 1995) e LSU rDNA
(D1/D2), NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL4 (5-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') (KURTZMAN; ROBNETT, 1998). Os parametros
para amplificacdo e as concentracdes dos reagentes (ANTPs, cloreto de magnésio,
Tag DNA polimerase e tampao de reagdo) foram 0s mesmos descritos por
Kaliyaperumal & Kalaichelvan (2008). Controles negativos, contendo todos os
componentes exceto DNA, foram utilizados em cada procedimento para detectar
possiveis contaminacdes. Os produtos das extracfes de DNA e das reactes de PCR
(5uL) foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose 1% corados com
GelRed, e visualizado sob luz ultravioleta (UV). Os produtos de amplificacdo foram
purificados com o “ExoProStar™ 1-Step, Enzymatic PCR and Sequencing Clean-Up
(illustra™)” seguindo as instrugdes do fabricante, e encaminhados para
sequenciamento na Plataforma de Sequenciamento de DNA no Departamento de
Genética (Centro de Ciéncias da Saude/ UFPE).

1.3.6 ISSR-PCR para a tipagem dos espécimes re-isolados

As reacdes de PCR para amplificacdo das regibes de sequéncia repetida
(ISSR) foi realizada utilizando o iniciador (GTG)5 (5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3). A
preparacao da mistura de cada reagao de PCR consistiu em volume final de 25uL as
seguintes condic¢des: tampéo 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), MgCI2 1,5 mM,
dNTP 0,25 mM, primer 0,25 mM, 0,2U Tag DNA polimerase e 25ng de DNA. Para a
implementacgéo da reacao de PCR foi realizada uma desnaturacéo inicial a 95°C por
10 minutos seguido de 35 ciclos, cada uma composta de 95°C por 30 segundos, um

passo anelamento a 39°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com uma extensao final
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a 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram corados com solucdo de
vermelho-Gel (0,5ug/mL) e separado por eletroforese em gel de agarose 1% imerso
em tampao de corrida TAE 1X (pH 8,0), migrando por 50 minutos a 3V/cm distancia
entre os eletrodos, visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta e

fotografado. Foram usados marcadores moleculares de 1kb plus (Fermentas ®).

1.3.7 Avaliacédo da capacidade de formacéo de biofilme

1.3.7.1 Método de coloracgéo cristal violeta

e Leveduras

A avaliacdo da capacidade de formacao de biofilme foi realizada utilizando o
método de Melo et al. (2011). As leveduras foram semeadas em meio de cultura agar
Sabouraud dextrose por 24h a 35°C. Apds o crescimento, o inéculo foi padronizado
em 3 mL de salina, com a turbidez na escala 4 de Mac Farland (108 células). 20uL da
suspensao foi aliquotado para cada poco da placa de poliestireno de 96 pocos, em
triplicata, contendo 180uL de caldo Sabouraud suplementado com 8% de glicose.
Apés 24h de incubacdo, o excesso de meio de cultura foi removido com pipeta
Pasteur. O biofilme foi lavado duas vezes com 200pL de tampéo fosfato salina (PBS)
para remover as células plancténicas. Apés a remocéao, as placas foram secas por 20
min a 35°C. Depois, 110uL de cristal violeta a 0,4% foi adicionado aos pogos por 45
min. As placas foram lavadas trés vezes com 200uL de agua ultrapura esterilizada.

Para descoloracéo foi utilizado 200uL de etanol (95%) por 45 min. Depois,
100pL da solugéo foi transferida para uma nova placa e o biofilme lido por absorbancia
em leitor de microplaca no comprimento de onda de 570nm. O controle negativo foi

representado pela leitura do biofilme sem o uso do cristal violeta.
¢ Fungos filamentosos
Os isolados de fungos filamentosos foram cultivadas em &agar Sabouraud

dextrose (SAB) a 37°C por 72 h. Os conidos foram coletados por lavagem da
superficie das culturas utilizando 5mL de tampéo fosfato salina (PBS) pH 7,2 e
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contendo Tween 20 na concentracdo de 0,025% (v/v). Subsequentemente foram
submetidos a contagem em camara de Neubauer e o in6culo ajustado para a
concentracdo de 1x10° células em RPMI 1640 (Sigma) tamponado para pH 7,0 com
MOPS 0,165M (MOWAT et al., 2007).

Biofilmes foram produzidos em placas de microtitulacdo de fundo chato (96
pocos), pela adicdo de 200pL da suspenséao celular padronizada em tampdo MOPS-
RPMI 1640 em cada orificio a cada periodo de tempo determinado (24, 48 e 72h),
incubado a 37°C. Em cada intervalo de tempo, o meio de cultura foi removido dos
pocos e lavados trés vezes com PBS pH 7,2 para total remocédo de células nédo
aderentes (MOWAT et al., 2007).

O biofilme foi quantificado usando um versdo modificada por O'toole e Kolter
(1998) e posteriormente por Mowat et al. (2007). As placas foram secas e coradas
com 100pL de solucédo de cristal violeta 0,5% (p/v) por 5 minutos. A solucéo foi
removida por lavagem cuidadosa sob agua corrente para remoc¢do do excesso. Os
biofilmes foram descorados, adicionando 100uL de etanol 95% a cada po¢o por um
minuto e, posteriormente, o etanol foi transferido para uma outra placa de
microtitulacdo (96 pocos) e a absorbancia foi aferida com comprimeto de onda 570nm
(A570). Os valores obtidos foram proporcionais a quantidade de biomassa de biofilme,
o qual compreende hifas e material polimérico extracelular (quanto maior a quantidade
de material bioldgico, maior o nivel de coloracédo e absorvancia). O experimento foi

realizado em triplicata.

1.3.7.2 Método de coloragdo MTT

e Leveduras e fungos filamentosos

Leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud Dextrose por 24h a 37°C, em
seguida foram suspensas em meio RPMI Medium 1640 tamponado com HEPES
(Gibco®) e ajustada para concentracédo de 10° células/mL, e os fungos filamentosos
foram semeados em agar Batata dextrose (BDA) por cinco dias a 37°C, e suas
suspensdes em meio RPMI Medium 1640 tamponado com HEPES (Gibco®) foram
ajustadas para concentracdo de 10° células/mL.

Posteriormente, 100 pL foram adicionadas em pocos das placas de poliestireno

contendo 96 pocos, sendo mantidas a 37°C por 24, 48 e 72 horas. Apds cada tempo,
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0s pocos foram lavados trés vezes com tampéo fosfato salino (PBS) para remover as
células plancténicas. O isolado de Candida albicans ATCC20098 foi utilizado como
controle.

A gquantificacdo dos biofilmes foi realizada com o ensaio de reducéo de sal de
1- (4,5-Dimethylthiazol-2- yl) -3,5- diphenylformazan (MTT- Sigma Chemical, St. Louis,
MO), no qual 20 pL, na proporcéo de 5 pL para 1mL de tampéo PBS, esterilizado por
filtracdo em membrana (Millipore, poros de 0,22um) foi adicionado a cada poco da
placa de microtitulacdo. As placas foram incubadas na auséncia de luz a temperatura
de 37°C, por 18 horas. Posteriormente, o corante foi aspirado e entédo adicionado 200
pL de isopropanol (FREMOSIER et al., 1999; BERRIDGE; HERST; TAN; 2005; KROM
et al., 2006). As placas foram mantidas em repouso por 15 minutos e em seguida
foram transferidos 100 pL do conteudo de cada poco para nova placa de
microtitulacdo, afim de proceder a leitura em leitor de microplacas com 570 nm de
comprimento de onda (RAMAGE et al., 2002; KROM et al., 2006; PIERCE et al., 2008).

1.3.7.3 Andlise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada isolado. A analise
estatistica foi calculada usando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, EUA). Os resultados dos ensaios colorimétricos, Cristal Violeta e
MTT, foram avaliados estatisticamente por analise de variancia com ANOVA e teste

de Tukey, com nivel de significancia p<0,05.

1.3.8 Teste de sensibilidade antifungica in vitro de células planctdonicas

O meétodo utilizado seguiu as condi¢cdes descritas no documento em M27-A3
(CLSI, 2008), M27-S4 (2012) e M38-A2 (CLSI, 2008). O meio de cultura utilizado foi o
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio, pH
7,0 £ 0,1, com acido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165 mol/L; Sigma-Aldrich).
O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt,

Alemanha).

¢ Agentes antifungicos
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Os agentes antifungicos padrfes utilizados foram Anfotericina B (Sigma-
Aldrich®) (ANFB), Cetoconazol (Sigma-Aldrich®) (CTZ), Itraconazol (Brainfarma®)
(ITZ), Fluconazol (Sigma-Aldrich®) (FLZ), Ciclopirox olamina (Fluka®) (CPO),
Octopirox olamina (Fluka®) (OPQ). Concentracdes diferentes de ambos antifingicos
foram preparados e usados nos intervalos de 0,03 a 16 pyg/mL para os quatro primeiros
farmacos, diluidos em DMSO; 0,125 a 64 ug/mL para fluconazol, diluido em agua, e
0,06 a 32 pg/mL para os dois ultimos, também diluidos em DMSO. Também foram
utilizados derivados de tiossemicarbazonas L3, L8 e L9, diluidas em DMSO obtidas
do Laboratério de Quimica e Inovagdo Terapéutica, Departamento de Antibioticos
(UFPE) e o limoneno (Sigma-Aldrich®), todos os compostos utilizados na
concentracéo de 2 a 1024 ug/mL.

Breakpoints para fungos filamentosos ndo dermatdéfitos ainda ndo sdo bem
estabelecidos. A inibicdo de 100% do fungo frente a anfotericina B é observada
concentracdo inibitéria minima (CIM) da droga de 0,5 a 2 pg/mL. Fluconazol e
cetoconazol variam com inibicdo de 50 a 80%, contudo tais fungos geralmente nao
sdo susceptiveis ao fluconazol apresentando CIM >64 ug/mL, e sensiveis ao
cetoconazol nas concetracdes de 0,03 a 16 pg/mL. Assim como com cetoconazol, o
itraconazol também possui determinada a CIM de 0,03 a 16 ug/mL, no entanto, sua
inibicdo € de 100%. Ja para o ciclopirox olamina ndo ha determinacdo de
concentracdo inibitéria para fungos filamentosos ndo dermatofiticos (CLSI, 2008).
Octopirox olamina nao possui referéncia no M38-A2 do CLSI (2008).

Em relacao as leveduras, de acordo com M27-A3 (2008) e M27-S4 (2012), frente
a Candida parapsilosis, a anfotericina B, com 100% de inibi¢do, possui a CIM de 0,25
a 1 pg/mL. Frente ao fluconazol é sensivel quando apresenta CIM <2 uyg/mL, dose-
dependente, CIM=4 ug/mL, e resistentes, CIM>8 ug/mL. A CIM do cetoconazol frente
a esta levedura pode variar de 0,03 a 16 pg/mL, e ao itracaonazol, é sensivel quando
CIM=<0,125, dose-dependente, CIM entre 0,25 a 0,5 pg/mL e resistente, CIM21 pg/mL.

A inibicdo dos trés azolicos podem variar de 50 a 100%.
e Preparacgéo do in6culo
As leveduras foram mantidas em meio agar Sabouraud dextrose (SDA) e

incubadas por 24h a 35°C. As células dos isolados foram preparadas em solucéo

salina, e sua densidade foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de Mac Farland em
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90% da transmitancia utilizando um espectrofotometro com comprimento de onda 530
nm. O volume do inéculo foi ajustado para 5,0 mL de solugéo salina esterilizada e,
posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracédo de 2 a 5x103 céls/ mL.

Isolados de fungos filamentosos, foram repicados em meio de cultura agar
Batata dextrose (BDA) em tubos e incubados por até sete dias a 35°C.
Sequencialmente, 3mL de solucdo salina a 0,85% esterilizada foi adicionado as
colénias fungicas, e a suspenséao foi homogeneizada com uma pipeta. Posteriormente,
a mistura resultante foi transferida para tubos de ensaio esterilizados, adicionando de
Tween 20 (10uL de Tween/ 5mL de salina) para facilitar a dispersdo dos esporos.
Apéds cinco minutos de repouso, 0 sobrenadante foi transferido para outro tubo de
ensaio esterilizado e agitado por 15 segundos em vértex. A densidade da suspenséao
foi ajustada por espectrofotdmetro a 530nm para obter uma densidade 6ptica de 0,09
a 0,13. Em seguida, as suspensodes foram diluidas (1:50) em RPMI 1640, obtendo-se

uma concentracgao final aproximada de 0,4 x 10 a 5 x 10* UFC/mL.

e Teste de sensibilidade antifungica in vitro

Para os testes, foram utilizadas placas de microtitulacao de fundo chato com 96
pocos (TPP, Trasadingen, Suica), nas quais foram dispostos 100 pyL de cada uma das
diluicdes das drogas a serem testadas nas colunas de 1 a 10. Em seguida, 100 uL de
meio RPMI 1640 foram distribuidos nas colunas 11 e 12, as quais foram utilizadas
como controle de crescimento e de esterilizacédo, respectivamente. Posteriormente,
100 pL do in6culo padronizado foram adicionados aos pog¢os das colunas 1 a 11,
sendo as microplacas incubadas a 35°C por 48 horas para determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). As CIMs para anfotericina B foram
determinadas para 100%; cetoconazol, voriconazol, itraconazol e fluconazol, de 50 a
100%; e ciclopirox olamina de 80 a 100%, em relagdo aos pog¢os controles. Para
determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CFM), o conteudo dos pocos que
mostrarem 100% de inibicdo no crescimento foram cultivados para o meio SDA em
placas de Petri. As placas foram incubadas a 35°C durante trés dias para determinar
a viabilidade fungica. A CFM foi confirmada pela auséncia de crescimento fungico. A
CIM foi definida como a menor concentragcdo de antifingico capaz de inibir o

crescimento. Todo o teste foi realizado em triplicata.
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1.3.9 Teste de sensibilidade antinfungica utilizando o método tabuleiro de
xadrez — chequerboard

Combinacdes de cetoconazol e limoneno (OL7), ciclopirox olamina e OL7 e
octopirox olamina e OL7 foram testados em duplicata utilizando o método
anteriormente descrito. O indculo inicial foi preparado como descrito para a teste de
sensibilidade antifungica. As leituras foram determinadas visualmente apos 24 e 48 h.
Para avaliar a interacdes dos antifungicos, a concentracao inibitéria fraccionada (FIC)
foi calculada para cada combinacéo.

O indice de Concentracdo Inibitéria Fracionaria foi avaliado através da
combinacdo de cetoconazol e octopirox olamina com o OL7 usando o método de
diluicdo chequerboard (PFALLER et al, 1989; LEWIS et al., 2002). O FIC foi calculado
para cada agente por dividindo a concentragdo de inibicdo de cada antifiungico quando
utilizados em combinacgéo pelo seu valor de CIM. Valores FIC foram em seguida,
adicionado em conjunto para definir a interagdo da combinacdo. O sinergismo foi
definido quando: FIC < 0,5; Aditivo: 1 > FIC > 0,5; Indiferente: 4 > FIC = 1; Antagénico:
FIC = 4.

1.3.10 Sensibilidade antifungica in vitro de biofilmes

Os testes de susceptibilidade antifungica dos biofilmes foram realizados segundo
Pierce et al. (2008) modificado. As concentracdes antifungicas avaliadas foram de
0,06 a 32 yg/mL para cetoconazol e octopirox olamina. A concentracéo utilizada do
limoneno foi determinada pelo experimento anterior. Aos biofilmes formados (48h) foi
adicionado 200 yL de cada concentragdo de cetoconazol, octopirox olamina e a
substancia avaliada para posterior incubacdo por 48h a 37°C. Os testes foram
realizados em triplicata, sendo realizados concomitantemente controles de
crescimento e esterilidade do meio.

As CIMs dos antifungicos para os biofilmes foram definidas como as menores
concentracfes capazes de produzir reducdes no crescimento do fungo igual a 50%
(CIM50), 80% (CIM80) e 100%(CIM100), no retrocultivo em placas de Petri contendo
meio de cultura agar Sabouraud dextrose mantidas por 48h a 37°C, em comparacao

ao controle de crescimento (sem antifingico).
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2 REVISAO DA LITERAURA

2.1 MORFOLOGIA DA ORELHA

A orelha é um dos principais sistemas sensoriais do organismo. Ela comporta
dois sistemas essenciais ao desenvolvimento do individuo: o aparelho auditivo, que
confere a audicdo, e o vestibular, relacionado ao equilibrio (MENEZES; CALDAS
NETO; MOTTA, 2005).

Este 6rgdo, da regido lateral para medial, se dispbe da seguinte forma: orelha
externa, orelha média e orelha interna. A externa e a média constituem o chamado
aparelho de transmisséo, que capta e conduz o som por meio de vibrac6es mecanicas.
A orelha interna transforma essas vibrac6es em impulsos elétricos e os encaminha ao
sistema nervoso central para interpretacdo (MENEZES; CALDAS NETO; MOTTA,
2005).

2.1.1 Orelha externa

A orelha externa abrange o pavilhdo auricular, conduto auditivo externo e
membrana timpanica. O pavilhdo é formado por uma lamina de cartilagem elastica
revestida por pele. Um prolongamento medial dessa cartilagem se afunila em diregéo
a porcdo anterior, que forma o meato acustico externo, onde se localiza o conduto
auditivo externo (SNELL, 1999; MENEZES; CALDAS NETO; MOTTA, 2005). O
conduto é formado por um esqueleto cartilaginoso, revestido por uma camada de pele
pobre em tecido celular subcutaneo e apresenta varias irregularidades anatémicas
gue tém importancia no direcionamento do som para o meato acustico externo o qual
exerce a funcéo de guia de ondas, ligando o campo sonoro externo com a membrana
timpanica (SNELL, 1999; DI DIO, 2002; COUTO; MOTA; CARVALLO, 2009). O canal
auditivo apresenta um estreitamento no seu terco médio, o que dificulta a visdo da
membrana timpanica durante o exame clinico (otoscopia), devido a inclinacdo no
sentido anterior (SNELL, 1999; DI DIO, 2002; SIH, 2005).

Tal estrutura pode ser dividida em um terco externo (porcao lateral), cujo
esqueleto é cartilaginoso, e dois tercos internos (por¢cao medial), de esqueleto dsseo.
A pele é mais espessa no terco externo, sendo provida de glandulas ceruminosas e
sudoriparas, além de foliculos pilosos (DI DIO, 2002).
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Na porcéo interna, a pele é extremamente fina, com tecido subcutaneo muito
escasso, e repousa quase que diretamente sobre o peridsteo. A membrana timpanica
sela este conduto medialmente, separando-o da orelha média (DI DIO, 2002;
MENEZES; CALDAS NETO; MOTTA, 2005).

O conduto auditivo externo é um tubo de paredes lisas, revestido internamente
por pele rica em pelos, glandulas sebaceas e ceruminosas, sendo estas Ultimas,
glandulas sudoriparas modificadas. Ao produto de secrecéo dos dois tipos glandulares
do conduto da-se o nome de cerimen que é uma substancia pastosa de cor marrom.
Tanto o cerume quanto os pelos do conduto tém funcdo protetora (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2011).

2.1.2 Orelha média

A orelha média consiste em um espaco, a cavidade timpéanica, contendo ar,
localizado no osso temporal e € revestida pela tunica mucosa. O 0SSO esta
localizado na regido lateral do cranio e pode ser dividido em cinco partes: escamosa,
petrosa, timpanica, estilbidea e mastoidea. Na por¢cdo mastoidea, encontram-se
inUmeras cavidades aeradas chamadas células mastdideas que se apresentam como
uma série de cavidades preenchidas por ar e revestidas com tinica mucosa. Essas
cavidades se interconectam e emergem como um diverticulo da cavidade timpéanica a
partir do antro mastéide (DI DIO, 2002; SETHI et al., 2006).

Na cavidade timpanica sao encontrados os ossiculos da audi¢éo cuja funcéo é
transmitir as vibracdes da membrana do timpano para a orelha interna. Essa cavidade
tem comunicagcdo com o0 antro mastoideo e com a parte nasal da faringe pela tuba
auditiva, que tem a fungéo de equilibrar as pressfes do ar na cavidade timpéanica e na
parte nasal da faringe (SNELL, 1999).

2.1.3 Orelha interna

A orelha interna corresponde ao 6rgao vestibulo-coclear, situada na parte rigida
do osso temporal. Consiste em espacos cheios de liquido e nos labirintos 0sseo e
membranoso. A orelha interna esta envolvida na recep¢ao das vibracdes sonoras e
na manutencéo do equilibrio (MOORE; AGUR, 1998; SNELL, 1999).
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O labirinto 6sseo é constituido por trés partes: o vestibulo, os canais
semicirculares e a céclea. Estas estruturas estdo situadas na substancia densa do
0sso e contém um liquido claro, a perilinfa, na qual fica suspenso o labirinto
membranoso (DI DIO, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

O labirinto membranoso € a parte essencial dos érgaos da orelha e do equilibrio,
estando instalado dentro do labirinto 6sseo envolvido pela perilinfa. E uma vesicula
fechada, contendo um conjunto de cavidades intercomunicantes e um liquido claro, a
endolinfa. A parede do labirinto € revestida por epitélio e em determinadas areas
apresenta células sensitivas e expansdes terminais do nervo vestibulo-coclear. Esse
labirinto esté localizado no interior de escavac¢des no osso temporal (DI DIO, 2002).

De um modo geral, a orelha, desde o pavilhdo auricular a orelha interna, possui
estruturas que as tornam susceptiveis a acdo de micro-organismos causando
infeccbes sendo denominadas de otomicose aquelas causadas por fungos que
acometem principalmente o conduto auditivo externo (HAWKE et al., 1997; ROBERT
SANDER et al., 2001).

2.2 OTOMICOSE

A otomicose ou otite externa fungica tem sido tipicamente descrita como uma
infeccdo micotica superficial que acomete o conduto auditivo externo (CAE), que pode
atingir a orelha média, caso a membrana timpanica apresente-se perfurada e, em
casos mais graves, a orelha interna (MUNGUIA; DANIEL, 2008; ABOULMAKARIM et
al., 2010; PRASAD et al., 2014).

Essa micose tem distribuicdo mundial, mas € relatada com prevaléncia em
areas de clima tropical e subtropical com maior incidéncia no verao (quente e imido)
e baixa no inverno (SIH, 2005; GHARAGHANI; SEIFI; ZAREI MAHMOUDABADI,
2015). A otite fungica pode ocorrer de forma isolada (primaria), 0 que é pouco
frequente, ou sobreposta a infeccdo bacteriana (secundaria), fato que corresponde a
grande maioria das ocorréncias (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003; SIH, 2005; ZAREI MAHMOUDABADI, 2006;
GARCIA-AGUDO et al., 2011; NOWROZI et al., 2014). REPETIDO

Essa doenca é causada principalmente por fungos oportunistas, como espécies
de Aspergillus e Candida. Apesar de inespecificos, os principais sintomas sao prurido,
otalgia, otorreia, perda de audicdo, sensac¢ao de plenitude auricular (orelha cheia) e
zumbido (KUMAR KARN et al., 2014).
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Embora raramente fatal, a otite externa fungica é um desafio para os médicos
otorrinolaringologistas, além de ser frustrante para os pacientes, uma vez que, requer

tratamento a longo prazo podendo haver recorréncia (PRASAD et al., 2014).

2.3 OCORRENCIA E ETIOLOGIA DA OTOMICOSE

A otite externa fungica tem distribuicdo mundial e, estima-se que
aproximadamente 10 a 25% do total dos casos de otite externa sejam devido aos
fungos (KAZEMI; GHIAEI, 2005; ANEJA; SHARMA; JOSHI, 2010). Nos Estados
Unidos, essa infeccao é responsavel por 10% dos casos de otite externa sendo mais
prevalente em paises de clima quente e imido (MARIN et al., 2000; SIH, 2005;
MAHMOUDABADI, 2006; ANEJA; SHARMA; JOSHI, 2010). Os mais frequentes
fungos causadores de otomicose sdo Aspergillus niger e Candida albicans. Contudo,
nas regides tropicais e subtropicais, a otomicose é causada principalmente por
espécies de Aspergillus (MUNGUIA; DANIEL, 2008) (Tabelal).

Tabela 1 - Ocorréncia dos agentes etiolégicos da otomicose nos principais trabalhos no mundo,
publicados entre 2000 e 2018.

Autores Pais Numero Agentes Etiologicos
de
casos
Marin et al. (2000) Espanha 256 Aspergillus flavus
A. niger
A. fumigatus
A. terreus
A. candidus
A. tamarii
Kurnatowski; Kilipiak (2001) Poldnia 30 Candida sp.
Aspergillus sp.
niger
. fumigatus
flavus
. terreus
. albicans
. tropicalis
. kefyr
Vennewald, Schonlebe e Alemanha 128 . niger
Klemm (2003) A.fumigatus
A.flavus
A. alliaceus,
A. candidus,
A. hollandicus,

Ozcan et al. (2003b) Turquia 57

> >

>000>>
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A. janus,

A. nidulans,

A. terreus,

A. versicolor,

C. albicans,

C. guilliermondii,
C. parapsilosis,
Mucor sp.
Penicillium sp.
Rhodotorula rubra.

Yavo et al. (2004)

Costa do
Marfim

A. flavus

C. albicans

C. parapsilosis
A. niger

Kaieda (2008)

Japéo

A.terreus
A. niger
A.flavus

Araiza, Canseco e Bonifaz
(2006)

México

97

. flavus
. albicans
niger

Pontes et al. (2009)

Brasil

103

. albicans

. parapsilosis
niger

flavus

fumigatus

. tropicalis
richosporon asahii
apiospermum

Yenisehirli et al. (2009)

Turquia

92

fumigatus
niger
flavus

. albicans

Aneja, Sharma e Joshi
(2010)

india

118

niger
flavus
fumigatus,
luchuensis
. albicans

Garcia-Agudo et al. (2011)

Espanha

390

flavus
niger

. fumigatus
. candidus
. terreus

PP 202>2>>02>2>20JdJ0>>2>002>02»

Paecilomyces variotii

Barati et al. (2011)

171

A. flavus

A. niger

A. fumigatus
A. nidulans
Candida sp.

Sarvan et al. (2012)

india

100

A. niger
A. flavus
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. albicans

. fumigatus

niger

. albicans

flavus

. guilliermondii

. parapsilosis

niger

niger

. fumigatus

. albicans
Penicillium sp.

Prasad et al. (2014) india 100  A. niger
A. fumigatus
A. flavus
Penicillium sp.
C. albicans
Rhizopus sp.

Senthil Kumaran; Kavitha india 50 A. niger

(2017) A. flavus
Candida sp
Mucor sp
Cephalosporium sp.

Jia et al. (2012) China 108

Adoubryn et al. (2013) Costa do 110
Marfim
(africa)

Kumar Karn et al. (2014) india 246

Nowrozi et al. (2014), india 200

O>> >00>0>>0

A maioria destes fungos sao saprofiticos e podem se desenvolver sob
condicbes ambientais especiais no conduto auditivo externo. No entanto, sdo
encontrados mais frequentemente quando o canal estd acometido por bactérias,
corpos estranhos, tumores necrotizantes, ou quando ha secre¢do proveniente da
orelha média. Esses agentes adquirem caracteristicas patogénicas também, apds o
uso prolongado de medicacdo imunossupressora ou ap0s 0 uso topico de
corticosteroides e antibidticos, tomando um carater oportunista (BENTO; MINITI;
MARONE, 1998). Vandeputte, Ferrari e Coste (2012), afirmaram que agentes
patogénicos oportunistas, entre eles micro-organismos comensais do corpo humano,
sdo capazes de desenvolver colonizacdo seguida por infeccdo quando ha
imunossupressao.

Além desse grupo de fungos, também observamos a presenca de forma rara
causando infeccdo no CAE patdgenos dos géneros Penicillium sp., Mucor sp.,
Rhizopus sp., Cephalosporium sp. (KUMARAN; KAVITHA, 2017), e das espécies,
Paecilomyces variotii, Scedosporium apiospermum, Rhodotorula rubra, Trichosporon
asahii, além de dermatofitos (BUZINA; LANG-LOIDOLT; GINTER-HANSELMAYER,
2004).
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De acordo com a tabela, pode-se observar que a otomicose é uma doenca de
ocoréncia mundial, prevalente principalmente, em regides tropicais e subtropicais, de
clima quente e umido. Apesar da maioria dos trabalhos revelarem que os agentes
etiolégicos mais frequentes sdo do género Aspergillus, as espécies podem variar de

acordo com a regiao.

2.4 FATORES QUE PREDISPOEM A OTOMICOSE

Como jé& visto anteriormente, a otomicose € uma infec¢do no conduto auditivo
externo, e que, em muitos casos, apresenta uma origem secunddria. Fatores
endégenos como anemia, hipovitaminoses, portadores de disturbios enddcrinos,
principalmente Diabetes mellitus, linfoma, transplantados recebendo quimioterapia,
radioterapia, pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), e
varias formas de dermatite, como seborreia, psoriase e eczema podem diminuir a
resisténcia as infecgcbes no conduto auditivo externo, aumentado o risco de
desenvolver otite externa com complicacdes potenciais de otomicose (OLINA et al.,
2002; OZCAN et al., 2003a; ZAREI MAHMOUDABADI, 2006; STERN; LUCENTE,
2008).

A falha dos mecanismos defensivos, alteracdes do epitélio de revestimento,
mudancas de pH, modificacdes qualitativas e quantitativas do cerume, presenca de
infeccdo bacteriana, o uso de aparelhos de amplificacdo sonora individual ou prétese
auditiva, trauma, natacdo, antibioticoterapia de amplo espectro, uso de corticoides e
citostaticos, neoplasias, alteracbes imunitarias ou enfermidades debilitantes podem
tornar o hospedeiro susceptivel ao desenvolvimento desta micose (JACKMAN et al.,
2005; SIH, 2005). Sih (2005) ainda cita como fatores calor, ambiente Umido e
obstrucdes anatdbmicas do conduto auditivo externo.

A propria estrutura morfolégica original do conduto auditivo externo, segundo
Robert Sander et al. (2001), também contribui para o desenvolvimento de otite
externa. O CAE é escuro, guente e propenso a tornar-se umido, sendo assim um
excelente ambiente para o crescimento de bactérias e fungos. A pele € muito fina e a
cartilagem recobre um ter¢co do canal, enquanto o resto tem uma base de osso. O
canal é facilmente traumatizado e a eliminagdo de detritos, secrecdes e corpos
estranhos € dificultada por uma curva no entroncamento da cartilagem e 0sso. Além

disso, na orelha externa, a pele do conduto tem uma atividade migratoria
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caracteristica, e ndo descamativa, que mantém a superficie constantemente
renovada, tornando desnecessaria a utilizacdo de instrumentos para limpeza, pois
impede a migracdo de pele e o cerume tende a acumular-se provocando otites
externas (SAFFER; BELLIZIA NETO, 2006).

Contudo, a orelha é um local de infec¢do por espécies de Aspergillus também
em individuos saudaveis. Quando o epitélio do canal auditivo externo € danificado,
pode contribuir para ocorrer otite externa. Lesfes descamativas do conduto auditivo
facilitam a colonizacdo secundaria do fungo, pois rompem a integridade da pele e a
manutencao das secrec¢Oes protetoras e assim, representam portas de entrada para
infecgbes (SAFFER, BELLIZIA NETO, 2006). Lesdes, tanto na orelha externa quanto
na meédia, bem como em cavidades pds-operatorias, podem criar condicdes favoraveis
para o crescimento de fungos e posterior otomicose causada por A. flavus, A.
fumigatus e A. niger (KAUR et al., 2000; KURNATOWSKI; KILIPIAK, 2001,
NWABUISI; OLOGE, 2001; VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003).

As otomicoses sdo muito frequentes nos casos de otorreia cronica e em orelhas
submetidas a mastoidectomias amplas, com grandes cavidades (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003). Ho et al. (2006) afirmam que a
presenca de uma cavidade mastéidea estd associada com maiores taxas de
recorréncia residual da doenca, além do fator umidade.

Esportes aquaticos sdo particularmente associadas, pois a exposi¢ao repetida
a agua resulta na remocao de cerume e secagem do canal auditivo externo (HO et al.,
2006). Além disso, mergulhadores, surfistas e outros que tém experiéncia de
compressdo vigorosa da membrana timpanica sdo particularmente susceptiveis a
perfuracdo timpéanica e ocorréncia de otomicose (NICHOLS, 1999). Estudo realizado
na Costa do Marfim por Yavo et al. (2004), mostrou que nadar frequentemente em
piscinas naturais ou artificiais, fazer limpeza diaria da orelha e o uso excessivo de
gotas otoldgicas contendo antibioticos e corticoides, sdo fatores de risco para
otomicose. Portanto, pacientes com otite média crénica com drenagem ativa, devem
evitar nadar. Os nadadores apresentam frequentemente otite bacteriana aguda
externa e otomicose. Calor, umidade e agua podem causar inchaco do estrato cérnea
da pele. A umidade do banho aumenta a maceracédo da pele do canal auditivo que
leva a destruicdo da barreira protetora de cerume e cria condicdes adequadas para

bactérias e fungos. Além disso, essas mudancas também podem causar coceira no
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canal auditivo externo, assim acrescentando a possibilidade de arranhdes e posterior
infecgao (WANG et al., 2005).

Outros fatores que facilitam a instalacédo desta micose, segundo Kumar (2005),
além das condi¢cdes de higiene sdo questbes culturais. Estudo realizado na india,
concluiu que ambiente Uumido, falta de higiene, uso de turbante e véu, e condi¢des
climaticas sdo os principais fatores predisponentes para o desenvolvimento de
otomicose.

A auséncia de cerume no canal auditivo € outra causa para otite externa. O
Cerume tem um pH de 4 a 5 e assim elimina tanto o crescimento de bactérias quanto
de fungos e, deste modo prové uma barreira protetora quimica e mecanica contra
infeccbes (WANG et al., 2005; HO et al., 2006). Além disso, o cerume € rico em lipidios
(substancia hidrofébica) que impedem a penetracdo de agua, evitando assim a
maceracao da pele (ROBERT SANDER, 2001).

Além destes fatores como umidade e cerume, de acordo com AHMAD et al.
(2007), o uso de aparelhos auditivos também contribui a0 aumento de otomicose. A
utilizacao de aparelho auditivo tem sido apontada como um fator predisponente para
o desenvolvimento de otite externa cronica (BANKAITIS, 2005; AHMAD et al., 2007).
Estes dispositivos foram identificados como uma potencial fonte de transmisséo de
micro-organismos. Em longo prazo, o uso de protese auditiva € um fator para a
colonizacdo de fungos, sendo que esta colonizacdo pode resultar em niveis
suficientemente altos para dar lugar a otomicose (STURGULEWSKI et al., 2006).

Ainfeccao fungica da orelha pode ocorrer em pacientes com otite média cronica
com persistente perfuragdo da membrana timpanica e otorreia com ou sem
colesteatoma (VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003). Os colesteatomas sao
caracterizados pela proliferacdo anormal de células do epitélio escamoso, resultando
em acumulo de queratina, destruicdo do arcabouco 0sseo adjacente, podendo invadir
e comprometer estruturas nobres, como a orelha interna, nervo facial e sistema
nervoso central (TESTA et al.,, 2003). A maioria desses pacientes ndo sao
neutropénicos ou imunocomprometidos mas tém otite média crdénica por muitos anos.
Estes pacientes tém, a longo prazo, reincidéncia de otorréia, e sido tratados
repetidamente com antibioticos, sem remissdo de sintomas. Apresentam também
colonizagdo fungica crénica do canal auditivo (VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM,
2003). Os pacientes imunossuprimidos podem desenvolver infec¢cdo aguda invasiva

fatal ou forma crénica invasiva (BELLINI et al., 2003).
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Por fim, Araiza et al. (2006) e Pontes et al. (2009) afirmaram que
antibioticoterapia de uso tépico, € um dos principais fatores predisponentes desta
micose. Munguia e Daniel (2008), asseguram que houve um aumento na prevaléncia
de otomicose, nos ultimos anos, associada ao uso tépico extensivo de antibidtico.
Ozcan et al. (2003a) alegaram que a infeccao secundéria bacteriana foi um dos mais
comuns fatores predisponentes em pacientes com acompanhamento prévio de 1 a 4

meses de duracdo de antibioticoterapia.

2.5 METODOS DE DIAGNOSTICO DA OTOMICOSE

O diagnoéstico de otomicose isolada ndo oferece maiores dificuldades, desde
gue se faca uma otoscopia cuidadosa, pois, muitas vezes, ha filamentos ou secrecao
cobrindo as paredes do meato, com coloracdo variavel de acordo com o agente
fungico. Contudo, na otite fungica associada a infec¢cdo bacteriana, a otoscopia,
mesmo gque cuidadosa, pode ndo evidenciar estruturas fungicas sugestivas, sendo
necessario exame micoldgico para que seja confirmada a suspeita diagndstica
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003).

A otomicose ndo pode ser diagnosticada baseando-se apenas na
sintomatologia, mas também, na historia clinica do paciente, na otoscopia, no exame
direto e cultura micolégica, que sdo recomendaveis para o diagndstico preciso desta
micose (AFSHARI et al., 2005; VENNEWALD; KLEMM, 2010; GHARAGHANI; SEIFI;
ZAREI MAHMOUDABADI, 2015).

Desta forma, no diagnostico de otite fungica € essencial que na suspeita clinica
ocorra a solicitagcdo de exame direto e de cultura para identificar os agentes fungicos
responsaveis (ABOULMAKARIM et al., 2010).

2.5.1 Manifestagdes clinicas e sintomatologia

A otite externa fungica pode apresentar-se de forma aguda, subaguda ou
cronica, e é caracterizada principalmente por inflamacéo exsudativa e prurido no CAE
(BARATI et al., 2011).

Os agentes flngicos crescem rapidamente no estrato cérneo da pele, o que
aumenta o quadro inflamatoério do CAE (GARCIA-AGUDO et al., 2011). Em alguns
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casos, os fungos acometem regies mais profundas e se disseminam para areas
periauriculares e pescoco (BENTO; MINITI; MARONE, 1998).

Esta infeccdo, geralmente € sintomatica, mas de maneira inespecifica,
apresentando como principais sintomas prurido, otalgia, sensacao de plenitude
auricular (“orelha cheia”), perda auditiva, otorreia e zumbido, além da diminuicdo da
audicdo (hipoacusia) quando fragmentos de fungicos e restos epiteliais obstruem o
canal auditivo, ocorre descamacao do epitélio do conduto auditivo, inflamacao,
sensacao de queimacao, vertigem, hiperemia do canal auditivo; espessamento e
eritema do canal (alergia ou dermatite de contato), bem como tecido de granulagéo
no canal, causado por infeccdo crénica (SIDRIM; ROCHA, 2004; JACKMAN et al.,
2005; SIH, 2005; MAHMOUDABADI; MASOOMI; MOHAMMADI, 2010;
GHARAGHANI; SEIFI; ZAREI MAHMOUDABADI, 2015).

A otomicose pode ocorrer de forma isolada, como Unica infeccdo (primaria), ou
superposta (secundaria) a doenca bacteriana da orelha externa. Segundo Sih (2005),
nos dois casos a sintomatologia é diferente, uma vez que na primaria a coceira é
intensa, e na secundaria, além do prurido, ha dor. Desta forma, clinicamente, a otite
fungica, priméria ou isolada, apresenta sintomatologia pobre, lenta e indolor no inicio,
porém com prurido muitas vezes intenso. Ja os sintomas no quadro de otomicose
secundaria ou associada a infec¢do bacteriana, de maneira geral, € mais exuberante,
com prurido, otalgia intensa, secrecdao abundante e grande desconforto, com edema
e hiperemia da pele do meato, em decorréncia do processo inflamatério (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003).

Em pacientes gravemente imunossuprimidos e com profunda neutropenia, pode
ser observada, além dos sintomas citados, erosdo extensa do conduto, com invasao
fungica e ocorréncia de otite externa necrosante. A persisténcia de supuracdo com a
maceracao do epitélio do conduto pode fazer com que a colonizacdo de fungos na
orelha externa de pacientes acarrete em uma otite média (VENNEWALD;
SCHONLEBE; KLEMM, 2003; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A inflamagéo crénica da mucosa na orelha média resulta em uma continua
drenagem de fluidos da cavidade da orelha média para o canal auditivo externo,
ocorrendo a perfuracdo da membrana timpanica e recidiva de otorreia. A persisténcia
da perfuracdo do timpano é uma porta de entrada para a orelha. Nesses casos, as
recidivas fungicas séo bastante frequentes (LACAZ et al., 2002).
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Segundo Aneja, Sharma e Joshi (2010), os sintomas podem apresentar-se de
forma isolada ou em conjunto. Estes pesquisadores observaram que, dentre os 118
casos de otite flngica, em Haryana, na india, a queixa mais frequente pelos pacientes
com otite fangica foi prurido (72%), seguido por otalgia (62%), perda da audicao (57%),
sensacao de plenitude auricular (54%), otorreia (31%) e zumbido (27%).
Aboulmakarim et al. (2010), no Marrocos, de 232 pacientes com infec¢ao na orelha,
recrutou 70 pacientes com suspeita clinica de otite fungica, no entanto, apenas 29
destes foram confirmados pelo exame direto. Os sintomas mais comuns nestes
pacientes foram otorreia (70%), seguido por prurido (62%) e otalgia (62%). J& Zarei
Mahmoudabadi et al. (2010), no Ira, investigaram o acometimento fangico no conduto
auditivo externo em 57 pacientes. Eles observaram que todos os pacientes

apresentavam um ou mais sintomas dentre prurido, otalgia e perda auditiva.

2.5.2 Coleta e manipulacédo das amostras clinicas

Antes da obtencdo da amostra biologica, é necessario coletar dados de cada
paciente que devem ser registrados, como nome, idade, sexo, endereco, ocupacao,
sintomas, histérico, fatores predisponentes (JADHAV; PAL; MISHRA, 2003), além de
tratamentos anteriores (ABOULMAKARIM et al., 2010).

A coleta do material clinico € a primeira etapa do diagndéstico laboratorial e deve
ser realizada corretamente, podendo o profissional inutilizar todo o procedimento
laboratorial, uma vez que amostras colhidas inadequadamente podem acarretar em
resultados falsos (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Considerando que o ouvido externo contém microbiota comensal cutanea, e o
interno e médio sdo estéreis, antes da coleta deve ser realizada uma limpeza do
conduto auditivo com swab esterilizado umedecido com alcool a 70% (PONTES et al.,
2009), evitando a contaminacao do material biologico.

Para a visualizagcdo do conduto auditivo externo é necessaria a utilizagdo de um
otoscépio com espéculo, esterilizado, que permite a visualizacdo ao longo do conduto
até a membrana timpanica no exame clinico para a coleta da amostra clinica, que é
realizada por profissional especializado ndo implicando riscos aos pacientes
(NOGUEIRA et al., 2008; PONTES et al., 2009).

A coleta deve ser realizada usando swab, sendo a secrecéo transferida para

agua destilada esterilizada adicionada de 50 mg.L* de cloranfenicol contido em tubo
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de ensaio. As escamas de pele devem ser coletadas com o auxilio de bisturis. As
amostras clinicas sédo processadas por meio de microscopia direta e cultura. Apds a
obtencdo das amostras clinicas, as mesmas deverdo ser analisadas, para o exame
direto e cultivo, até duas horas apos a coleta (PONTES et al., 2009).

As amostras do canal auditivo (detritos e secre¢des) podem ser utilizados para
0 exame direto e cultura micolégica. A partir do material biolégico de pele e da
membrana timpanica pode-se realizar bidpsia, e amostras da cavidade ouvido médio
pode ser utilizada para o exame histopatoldgico (VENNEWALD; KLEMM, 2010).

e Exame direto

O exame laboratorial direto da amostra clinica pode ser realizado a fresco, sem
clarificante nem corante, em caso de secrecéo, ou clarificado com solu¢cdo aquosa de
hidroxido de potassio a 20%, se o material coletado for cerume ou fragmentos de pele
(TRABULSI et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004; PONTES et al., 2009). Sarvan et
al., (2012) afirmam que é possivel clarificar o material biolégico com hidroxido de
potassio a 10%.

Sempre que estruturas fungicas sdo detectadas em amostras clinicas do
conduto auditivo externo, surge a questdo se estas representam colonizacdo ou
infeccdo clinicamente relevante, sendo estas acompanhadas por inflamacgao
(VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003).

Ao exame direto da otite externa flngica podem ser observadas a presenca de
numerosos filamentos micelianos septados, hialinos, dicotbmicas, podendo ser
visiveis em infeccBes por espécies de Aspergillus, ou varias células de leveduras,
ovais, hialinas isoladas, agrupadas ou com formacéo de pseudomicélio (JACKMAN et
al., 2005; ENOZ; SEVINC; LAPENA, 20009).

e Obtencédo de cultura, isolamento e identificacdo dos agentes etioldgicos

Apés a coleta, o material clinico obtido, concomitante ao exame direto, €
semeado em duplicata, quando for secrecdo, ou inoculado em pontos, quando se
tratar de fragmentos, em placas de Petri contendo meio de cultura agar Sabouraud
dextrose, suplementado de 50 mg.L* de cloranfenicol, incubadas a 25°C e a 37°C
com observacao semanal durante 30 dias (PONTES et al., 2009).
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Desta forma, a obtencéo da cultura é importante para o diagndstico micolégico
da otite externa pois, além de confirmar a presenca de estruturas do micro-organismo
ja observadas ao exame direto, torna possivel a identificacdo do agente causador da
otomicose (LACAZ et al., 2002; NEMATI et al., 2013).

Assim, a observagdo das caracteristicas morfolégicas como macroscopia e
microscopia sédo fundamentais na identificacdo do micro-organismo. Diametro,
bordos, textura, coloracdo do verso e reverso das coldnias, a producdo de pigmentos
podem ser as caracteristicas determinantes na identificacdo da espécie, bem como

0S aspectos microscopicos (micélio, células de leveduras e estruturas reprodutivas).

2.6 TRATAMENTO DA OTOMICOSE

A primeira etapa do tratamento do paciente com otite externa fungica consiste
no desbridamento intenso do conduto auditivo externo, para a remocao do fungo e
detritos acumulados. Nao havendo perfuracao timpanica, a limpeza pode ser feita por
meio de lavagem com agua morna, seguida de secagem completa do CAE e aplicacao
de antifangicos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003;
VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003; MUNGUIA; DANIEL, 2008).

O tratamento adequado para infec¢do fungica deve incluir a formulacédo da
droga, via de administracdo, dose, tempo de tratamento de acordo com o local e a
severidade da doenca. O tratamento deve ser dirigido especificamente contra o
agente da doenca com a finalidade de evitar o desenvolvimento de resisténcia do
patdogeno. A cura deve ser confirmada por repetidas culturas com auséncia de
crescimento fungico (VENNEWALD; KLEMM, 2010).

A infeccéo é raramente fatal e, geralmente, o uso de um antifingico tépico é
suficiente para tratamento (GHARAGHANI; SEIFI; ZAREI MAHMOUDABADI, 2015).
Contudo, o tratamento sistémico deve ser prescrito no caso de otite externa maligna
invasiva (aguda ou crbénica) com complicacdes devido a meningite ou mastoidite
(VENNEWALD; KLEMM, 2010).

Os principais farmacos de uso topico que estdo disponiveis sdo Polienos
(Anfotericina B), Imidazolicos (cetoconazol e miconazol), Piridonas (Ciclopirox
alamina) (KURNATOWSKI; FILIPIAK, 2001; DEL PALACIO et al, 2002
VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003; JACKMAN et al., 2005).
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2.6.1 Antifangicos utilizados no tratamento da otomicose

A disponibilidade de informacdes microbiolégicas e epidemiologicas ajuda
aos medicos a escolher o agente antifingico mais apropriado para o tratamento das
infecgdes. Os testes de susceptibilidade a antifungicos avalia a capacidade de um
agente microbiano inibir o crescimento de micro-organismos in vitro. Desta forma, os
micro-organismos podem ser classificadas em categorias de acordo com a
sensibilidade as drogas (MOLINA et al., 2005).

Vérios agentes antifungicos tépicos estdo disponiveis no mercado para o
tratamento da otite fingica. No entanto, existe controvérsia entre os autores quanto a
selecéo de tratamento em otomicose. Alguns autores acreditam que o tratamento de
otomicose depende da identificacdo de espécie e sua sensibilidade aos antifungicos
(BASSIOUNY et al.,1986; ARTHUR, DREW, PERFECT, 2004). Outros autores
sugerem que o tratamento depende apenas da eficicia da droga, independentemente
do agente causador (ARAIZA; CANSECO; BONIFAZ, 2006; BLYTH;
PALASANTHIRAN; O'BRIEN, 2007)

NAVANEETHAN e YAADHAVAKRISHNAN (2015) avaliaram a eficacia de
clotrimazol, miconazol e fluconazol no tratamento de otomicose em hospital na india.
De 214 pacientes, 116 (54,2%) pacientes foram isolados Aspergillus niger, Candida
albicans em 53 (24,7%), Aspergillus flavus em 9 (4,2%), Aspergillus fumigatus em 6
(2,8%). Eles os separaram em trés grupos que correspondiam aos trés tratamentos,
por duas semanas. Foi relatado que, na primeira semana, clotrimazol teve uma
resposta melhor do que miconazol e, na segunda semana, o fluconazol demonstrou-
se ruim no tratamento dos pacientes, em comparacdo com aqueles que utilizaram
miconazol e clotrimazol. No entanto, este resultado ndo mostrou diferenca estatistica
na eficacia das trés drogas, ou seja, mostraram-se quase a mesma eficacia
terapéutica no tratamento da otomicose. Os pesquisadores concluiram que clotrimazol
(solucao), miconazol (creme) e fluconazol (solucdo) tiveram a mesma eficacia
terapéutica, além de ndo serem ototoxicos.

Nemati et al. (2014) afirmaram que a classe dos azéis, incluindo o clotrimazol,
fluconazol, cetoconazol, além da nistatina, ndo possuirem qualquer ototoxicidade, sao
mais eficazes contra os agentes da otomicose. Além disso, eles demonstaram A.

niger, A. fumigatus, C. albicans e Penicillium sp., foram sensiveis no intervalo de
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0,625-32 ug. mL?, no teste de sensibilidade. Ainda constataram que as trés espécies
de fungos filamentosos foram resistentes a nistatina.

Zarei Mahmoudabadi et al. (2015) revelaram que todos os fungos isolados de
pacientes com otomicose foram altamente sensiveis, in vitro, a terbinafina. Da mesma
forma, Szigeti et al. (2012) relataram que todos os isolados de Aspergillus, obtidos de
pacientes com otomicose, foram altamente sensiveis a terbinafina. No entanto, foram
pouco susceptiveis a anfotericina B, fluconazol e cetoconazol.

MUNGUIA e DANIEL (2008), SAGIT et al. (2013) e ALNAWAISEH et al. (2011),
confirmaram em pesquisas que diversos antifungicos topicos, tais como clotrimazol,
miconazol, bifonazol, nistatina, e terbinafina, sdo potencialmente ativos contra agentes

de otomicose.

2.6.2 Polienos

A classe dos polienos possuem mais de 200 moléculas apresentam atividade
antifiingica, sendo a maioria destas produzidas por bactérias do género Streptomyces.
No entanto, apenas a anfotericina B, nistatina e a natamicina se sobressaem no uso
clinico. Contudo, por causa da alta toxicidade, principalmente devido a afinidade
reduzida com o colesterol, apenas a anfotericina B é utilizada sistematicamente
(VANDEPUTTE et al., 2012).

Os polienos exercem atividade fungicida, principalmente em fungos que estéao
na fase estacionaria do crescimento, pois se unem por interacées hidrofébicas ao
ergosterol, o esterol predominante encontrado na membrana citoplasmatica dos
fungos. O ergosterol € o principal componente da membrana plasmatica dos fungos.
A sua estrutura anfifilica permite que eles se liguem aos lipideos da bicamada e
formem poros, os quais promovem a desestabilizacdo da membrana, modificando a
permeabilidade e causando a morte celular por perda de nutrientes e ions essenciais
(LEMKE; KIDERLEN; KAYSER, 2005.)

A anfotericina B e a nistatina sdo os dois antifiungicos poliénicos mais
amplamente utilizados no tratamento de infec¢des fungicas superficiais e sistémicas
(ZHANG; CAMP; ELEWSKI, 2007). Contudo, além da nistatina apresentar estrutura
quimica e mecanismo de acdo sobre o ergosterol das membranas celulares
semelhantes a anfotericina B, a nistatina ndo é absorvida pelo trato intestinal, pele ou

mucosas sendo sua acao terapéutica restrita a infeccdes mucocutaneas produzidas
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por diferentes espécies de Candida, observadas na boca, eséfago, intestino, vagina
ou &reas intertriginosas (MAFFEI, 2016). O aparecimento de cepas resistentes a esse
grupo de antifungicos € menor quando comparado aos azolicos (ZHANG; CAMP;
ELEWSKI, 2007).

2.6.3 Azdlicos

Os azéis sao agentes sintéticos que reduzem a concentracao de ergosterol, um
esterol essencial na membrana citoplasmatica fangica (MUNGUIA e DANIEL, 2008).
O mecanismo de acdo das drogas azélicas baseia-se na inibicdo de um sistema de
enzimas, o esterol-14-para-desmetilase, dependente do citocromo P450 microsomal,
comprometendo a sintese do ergosterol na membrana plasmatica e levando ao
acumulo de 14-a-metilesterois. Estes, por ndo possuirem a mesma forma e
propriedades que o ergosterol, levam a formagdo da membrana com propriedades
alteradas, que ndo executa as funcdes basicas necessarias para o desenvolvimento
do fungo (GOODMAN; GILMAN, 1996; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Os azois podem causar menos reagfes adversas aos pacientes quando
comparados a anfotericina B, porém sdo menos eficientes, uma vez que, possuem
menor espectro de atividade antifingica. Eles podem ter acdo fungistatica ou
fungicida. Contudo, o uso excessivo de azdis levou ao surgimento de resisténcia nas
espécies antes susceptiveis (GOODMAN; GILMAN, 1996; WILLIAMS; LEMKE, 2002;
BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). No entanto, Munguia e Daniel (2008), afirmaram
que a classe dos azois, tais como clotrimazol, fluconazol, cetoconazol e Miconazol,

sdo antimicéticos mais eficazes no tratamento da otomicose.

2.6.4 Hidroxipiridonas

As hidroxipiridonas sdo compostos quimicamente diferentes de outros agentes
anti-fungicos, como os derivados azodlicos, pois ndo interferem na biossintese de
esterdis. O mecanismo de acdo desta classe de antifungicos envolve a acdo quelante
dos ions de ferro (Fe?* e Fe?®*), ou seja, tem a capacidade de penetrar na membrana
celular e formar complexos com ions de ferro inibindo o metabolismo energético nas

mitocondrias de fungos patogénicos, inibindo as enzimas responsaveis pela
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degradacdo dos peroéxidos toxicos na célula fangica (GUPTA; FLECKMAN; BARAN,
2000; DUBINI et al., 2005; KIM et al., 2011).

Esta classe de antifungicos tem um amplo espectro antifingico e é fungicida
diante, principalmente, de dermatofitos. In vitro, € igualmente eficaz contra espécies
de Candida e fungos filamentosos ndo dermatdfitos, por exemplo, Scopulariopsis
brevicaulis, Aspergillus sp. e Scytalidium hyalinum (GUPTA; FLECKMAN; BARAN,
2000).

Ciclopirox olamina é um derivado de hidroxipiridona, formado a partir de um sal
de etanolamina de 6-cicloexil-1-hidroxi-4-metil-2-piridona (GUPTA; PLOTT, 2004),
tem sido recentemente objeto de varias investigacdes que tém elucidado seu
mecanismo de acao e eficacia em varias doencas causadas por infec¢des fungicas
superficiais (SUBISSI et al., 2010). Esta droga pertence ao grupo das hidroxipiridonas
que tem um amplo espectro de atividade, podendo inibir até o crescimento de espécies
frequentemente resistentes a azolicos. Além disso, atua contra uma ampla gama de
bactérias, incluindo as patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas (NIEWERTH et
al., 2003); exibe leves efeitos anti-inflamatérios (WEIR et al., 2011) e possui baixa
toxicidade, observada em testes experimentais, o que tornou possivel a aplicacédo
topica (SOARES; CURY, 2001; NIEWERTH et al., 2003). Para VENNEWALD e
KLEMM (2010), o antifangico topico ciclopirox olamina € uma escolha segura para o
tratamento de otomicoses, especialmente em pacientes com perfuracdo da membrana
timpanica.

Assim como ciclopirox olamina, a octopirox olamina (piroctone olamina)
também pertence ao grupo das hidroxipiridonas e é formado por um sal etanolamino
(1-hidroxi-4-metil-6- (2,4,4-trimetil) -2- (1H) piridinona), derivado de acido hidroxamico
piroctona (KIM et al., 2011). Este antimicrobiano, em adi¢éo a atividade fungicida,
também exibe uma atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas e
negativas (UNILEVER; UNILEVER, 1998). Esta hidroxipiridona esta presente em
muitos produtos cosméticos para o tratamento da caspa como xampus de grande
atividade fungicida contra dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos néao-
dermatofitos, devido a sua penetracdo na parede celular do fungo. Contudo, ndo ha

relatos sobre seu uso contra patdbgenos no tratamento de casos de otomicose.
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2.6.5 Propostas de novos compostos bioativos no tratamento da otite externa

fungica

As infeccbes por fungos permanecem muito dificeis de se tratar e o
desenvolvimento de novos medicamentos antifungicos tem custos bastente altos. As
abordagens recentes, portanto, procuram aumentar o numero de antifingicos
existentes com agentes sinérgicos que podem diminuir a dose terapéutica, aumentar
a eficacia e evitar o desenvolvimento de resisténcia (LAl et al., 2016).

Devido a este fato, pesquisadores investigam novos COMpPOStOS ou seus
derivados semi-sintéticos, a fim de propor um novo composto ou novas combinacdes
de antifungicos dotados de toxicidade reduzida (CARRADORI et al., 2016).

Assim, a busca por novas substancias naturais, como D-limoneno, e sintéticas,
como derivados tiossemicarbazoénicos, que possuam efeitos sinérgicos a antifingicos
sdo imprescindiveis, pois, além da toxicidade das drogas padrbes, cada vez mais €
constatado uma diminuicdo da susceptibilidade dos fungos no tratamento da

otomicose.

2.6.5.1 D-Limoneno

O crescente numero de doencas infecciosas, somado ao aumento continuo da
resisténcia antimicrobiana de determinados micro-organismos justificam a busca
constante por novos farmacos. Diante dessa situagdo, 0s vegetais representam uma
fonte rica de recursos bioativos de interesse farmacolégico (COSTA et al., 2017). Os
polimeros provenientes dessas fontes naturais sdo materiais de grande interesse,
uma vez que apresentam baixa toxicidade, menor quantidade de formacdo de
residuos durante a fase de sintese e baixo custo de producédo e processamento
(BONON, 2016).

Os Oleos essenciais, extraidos dos vegetais, constituem os elementos volateis
contidos em muitos 6rgéos vegetais, e, estdo relacionados com diversas funcdes
necessarias a sobrevivéncia vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra
micro-organismos (SIQUI et al., 2000).

Os principais constituintes desses 0leos essenciais sdo 0s terpenos, sendo o
limoneno (4-isopropenil-1-metilciclo-hexeno), um hidrocarboneto ciclico insaturado

que pertence a familia dos terpenos, o composto identificado em maior quantidade.
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Esse composto € um liquido incolor, volatil e oleoso naturalmente encontrado nas
cascas de, principalmente, frutas citricas, e € responsavel pelo forte odor
caracteristico destas frutas (FISCHER; PHILLIPS, 2008; ESPINA, et al., 2011; OLEOS
ESSENCIAIS, 2017).

O limoneno apresenta dois isdbmeros configuracionais, o D-limoneno (R), 6leo
essencial da laranja e o L-limoneno (S), 6leo essencial do lim&o. A principal aplicacao
do D-limoneno € como um precursor para a carvona, uma cetona terpénica com
propriedades odoriferas e sapidas muito utilizada pela indastria alimenticia e na
fabricacdo de dentifricios. No entanto, esta crescendo o seu uso como solvente, pois
além de ser biodegradavel, decompondo-se naturalmente pelos micro-organismos
existentes no meio ambiente, possui baixa toxicidade. O principio do D-limoneno tem
chamado a atencao dos profissionais da saude, pois, alguns estudos, tém mostrado a
eficAcia deste composto ativo contra varios tipos de cancer, como cancer gastrico
(ALMEIDA et al., 2015).

Além de ser ativo contra diversos tipos de cancer, o limoneno tem se mostrado
um excelente redutor de populacdo de micro-organismos, sobretudo, os fungos.
Segundo Romero et al. (2012) a inibicdo de micro-organismos por 6leos essenciais
pode ocorrer por diferentes mecanismos de acdo. Os efeitos toxicos na estrutura e
funcdo da membrana celular tém sido utilizados para explicar a agcado antimicrobiana
dos O6leos essenciais e de seus componentes isolados. Esses efeitos estédo
associados ao carater lipofilico dos constituintes dos Oleos essenciais, que sofrem
particdo da fase aquosa para dentro da membrana celular. Isto conduz a expansédo da
membrana, aumento da fluidez e da permeabilidade da célula, permitindo a liberacéo
dos componentes intracelulares vitais a sobrevivéncia do micro-organismo.

Contudo, alguns estudos sugerem que a agdo antimicrobiana dos Oleos
essenciais pode ser consequéncia da inativagcdo de enzimas, incluindo aquelas
envolvidas na producgéo de energia e na sintese de componentes estruturais do micro-
organismo, além da destruicdo ou inativagdo de material genético (ROMERO et al.,
2012).

Dessa forma, torna-se necessario mais estudos tanto sobre os mecanismos de
acao do D-limoneno, quanto de testes de susceptibilidade antifungica para o

conhecimento e uso desse 6leo essencial no tratamento de micoses.
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2.6.5.2 Derivados de tiossemicarbazonas

Outra alternativa é a utilizacdo de derivados de novas formulacdes sintéticas
para o tratamento de micoses, como derivados de tiossemicarbazonas.

Estes compostos sédo geralmente obtidos pela reacdo de condensagéo
quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou cetonas, e recebem a
denominacéo da classe tiossemicarbazona apos o nome do respectivo aldeido ou
cetona condensado (CASAS; TASENDE; SORDO, 2000; HANG; BERTOZZI, 2001).

As tiossemicarbazonas sao uma classe de compostos sintéticos, conhecidas
por possuirem propriedades quimicas bastante versateis, e promissora nas aplicacées
bioldgicas, tais como antitumoral (FEUN et al., 2002), antibacteriana (KASUGA et al.,
2003), antiviral (TEITZ et al., 1994), antiprotozoaria (BHARTI et al., 2002), antifingica
(ARAUJO NETO, et al., 2017), dentre outras. Sua capacidade de formar quelatos com
metais tem grande importdncia em suas atividades biologicas. Sao bastante
conhecidas por suas aplicacdes importantes na pesquisa de novos farmacos, pois sao
empregadas como intermediarios na sintese organica de diversos nudcleos
importantes em funcéo de seu largo espectro de acdo. Sua vasta aplicacao, deve-se,
a sua ja versatilidade de obtencdo e manipulagcédo (SILVA; ALVES; NASCIMENTO,
1998; TENORIO; GOES, 2005).

Contudo, a reacdo de condensacdo entre um aldeido ou uma cetona com
tiossemicarbazidas, que formam diretamente a tiosemicarbazonas, normalmente
produz altos rendimentos de produto, mas o produto ndo tem solubilidade em agua,
tornando uma das principais desvantagens destes sistemas moleculares (GLISONI, et
al., 2012; BACHER et al.,, 2013). De fato, o equilibrio adequado entre uma
hidrofilicidade de farmacos, que favorece a solubilidade e a biodisponibilidade, e a
lipofilicidade, que permite que essas moléculas se difundam através da bicamada
lipidica da membrana celular, € um pré-requisito fundamental para uma absor¢éo
celular eficiente desdes compostos (AKAM; TOMAT, 2016; PALMA et al., 2017).

Bisceglie et al. (2018), analisando formulagbes de derivados
tiossemicarbazonas, afirmaram que novas tiossemicarbazonas foram sintetizadas
com o objetivo de estudar como os grupos substituintes influenciam na sua atividade
biolégica. Eles concluiram que os ligantes livres ndo apresentam qualquer atividade
bioldgica significativa, e que os complexos metélicos é que a define.
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As semicarbazonas e seus analogos de enxofre, as tiossemicarbazonas
formam uma importante classe de nitrogénio, &tomos de oxigénio ou de enxofre que
mostram coordenacdo para uma variedade de ions metalicos (RODRIGUEZ-
ARGUELLES et al., 1997; PATEL; SHAH, 2010). O avango da quimica bioinorganica
aumentou o interesse das pesquisas por esses complexos, e se econhece que as
propriedades biolégicas das semi e tiosemicarbazonas eram muitas vezes
relacionadas a sua capacidade de complexacdo de metais (Beraldo e Gambino, 2004;
Prathima et al., 2010; Suvarapu et al., 2012). Entre os complexos de metais de
transicao, os complexos de Cu (ll) receberam muita atencdo devido as suas atividades
bioldgicas aprimoradas, principalmente em antimicrobianos (BACCHI et al., 1999;
RODRIGUEZ-ARGUELLES et al., 2009). Chan et al., 2017, analisando a atividade de
Complexos de Cu (ll) de derivados de 2- (difenilmetileno) hidrazinecarboxamida como
antifingico, testaram em Fusarium oxysporum, concluiram que tas complexos de Cu
(I1) ligados, apresentaram atividade fungica promissora.

Em outro estudo, Araujo Neto, et al. (2017), apds sintetizarem 12 N-substituido
2- (5-nitro-tiofeno) — tiossemicarbazonas (Figura 1), todas com um anel de tiofeno
aromatico, com um grupamento nitro na sua estrutura quimica, avaliaram a atividade
antifingica e o mecanismo de acao da molécula com melhor atividade antifingica. Os
pesquisadores concluiram, em ensaios in vitro, que todos os compostos exibiram
atividade antifingica sobre espécies de Candida e Cryptococcus. Além disso,
avaliaram o mecanismo de ac¢do da molécula, a qual ndo se ligou ao ergosterol na
membrana (ensaio de ergosterol), e ndo atuaram na inibicdo da sintese de parede
celular fungica (ensaio de sorbitol), o que levou os autores a supor que ha
possibilidade de diferentes mecanismos de acao daqueles descritos para as classes
de polienos e equinocandinas.

Trés (L3, L8 e L9) destas moléculas sintetizadas por estes pesquisadores foram
utilizadas em nossa pesquisa para investigar a atividade antifungica diante de fungos
isolados de pacientes com otomicose. Todos os trés radicais constituintes possuem
anéis aromaticos. A L3 é constituida por dois anéis aromaticos (nafitil) fundidos na
molécula de 2- (5-nitro-tiofeno) — tiossemicarbazonas; L8, p-Mefenil e L9, p-Et-fenil
(Figural).
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Figura 1 — Estrutura quimica do 2- (5-nitro-tiofeno) — tiossemicarbazona e dos radicais (R) constituintes
das moléculas derivados de tiossemicarbazonas.

L)

S~ Nz "N L8

2.7 BIOFILME E RESISTENCIA DO FUNGO AO TRATAMENTO

Na investigacdo micolégica observou-se uma mudanca de paradigma nos
altimos anos, com uma valorizacdo de desenvolvimento dos fungos de importancia
clinica, em relacéo a capacidade de formar e sobreviver em comunidades de biofilme
(JABRA-RIZK et al., 2004; RAMAGE et al., 2009; MARTINEZ; FRIES, 2010).

Biofiilmes sdo comunidades complexas e interdependentes de micro-
organismos associados a uma superficie. Os organismos estdo encerrados em uma
matriz de exopolissacarideos. Estes micro-organismos formam agregados celulares,
gue é um modo protegido de crescimento, permitindo a sobrevivéncia em ambientes
hostis, sendo sua fisiologia e comportamento significativamente diferente das células
planctdnicas (DONLAN; COSTERTON, 2002; SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

Tais estruturas sao estabelecidas em uma superficie apos as seguintes fases
de desenvolvimento: chegada a um adequado substrato, a adeséo, a colonizacéo, a
producéo de polissacarideo, a maturacdo de biofilme e de dispersdo (CHANDRA et
al., 2001; DONLAN, 2002; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

A adesdo e colonizacdo de populacdes fungicas complexas em superficies
bioldgicas e inatas, tais como protese de acrilico, € comum para fungos clinicamente
relevantes (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998).
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Devido a isso, as infec¢des relacionadas com biofilme de fungos filamentosos
também tém sido cada vez mais descritas (RAMAGE et al., 2009), inclusive por
espécies do género Aspergillus (MOWAT et al., 2009). E cada vez mais claro que uma
grande diversidade destes micro-organismos tem a capacidade de formar estes
agregados que, clinicamente sdo importantes, pois, sao refratarios ao tratamento
antifngico, o que representa um grande problema ja& que a dose de farmaco
necessaria para erradicar o bioflme pode exceder o maximo recomendado
(RASMUSSEN; GIVSKOV, 20086).

Uma das caracteristicas do biofilme produzido por estes micro-organismos € o
aumento da resisténcia aos agentes antifungicos. Tré-Hardy et al., (2008), Di
Bonaventura et al. (2006) e Ramage et al. (2001), relataram que biofilmes séo até
1000 vezes mais resistentes a antifiUngicos do que as células plancténicas.

Além da formacao de biofilmes poder trazer consequéncias muito relevantes,
pois conduz a maioria dos agentes antifingicos clinicamente utilizados a altos niveis
de resisténcia, também proporciona um ambiente seguro para células fangicas, que
serve de reservatério para fontes recorrentes de infec¢des (KOJIC; DAROUICHE,
2004; RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006).

Desta forma, a formacao de biofilme representa um dos principais fatores de
viruléncia que contribuem para a patogénese tanto de espécies de Candida (PIERCE
et al., 2015), quanto de fungos filamentosos. E ainda, a eficacia dos agentes
antifangicos por ser limitada devido a problemas de toxicidade e, mais recentemente,
ao surgimento de resisténcia (SANGLARD; ODDS, 2002; PIERCE et al., 2013),
assim, torna-se uma necessidade urgente, o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos, particularmente aqueles com novos mecanismos de acdo (PIERCE et
al., 2015).


https://www.nature.com/articles/npjbiofilms201512#auth-1
https://www.nature.com/articles/npjbiofilms201512#auth-1
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3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 DIAGNOSTICO DE PACIENTES COM OTOMICOSE E DOENCAS ASSOCIADAS

Um total de 130 pacientes compreendendo criangas, jovens e adultos, foram
atendidos no setor de Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco
(UFPE). Destes pacientes, 15 (11%) foram diagnosticados com otite externa fungica,
sendo nove (60%) do sexo masculino e seis (40%) do sexo feminino. Em nossa
pesquisa, nenhum dos pacientes diagnosticados com otite externa flngica fazia uso
de aparelho auditivo.

Sarvan et al. (2012), na india, trabalharam com amostras de 100 pacientes e
relataram que houve prevaléncia da otomicose em pacientes do sexo masculino
(65%), assim como Nandyal, Choudhari e Sajjan (2015), na india avaliando 185
pacientes, observaram que 54,72% dos pacientes eram do sexo masculino, da mesma
forma que constatamos em nosso estudo. Contudo, a prevaléncia da otomicose no
sexo feminino foi observada por Barati et al. (2011), no Ir&, que partir de 171 pacientes
com otomicose, 86 (50,3%) eram do sexo feminino e 85 (49,7%) do sexo masculino;
Jia et al. (2012) quando avaliaram 108 pacientes, na China; Kumar Karn et al. (2014),
na india, avaliaram 246 pacientes, 143 eram do sexo feminino e 103 do sexo
masculino; assim como por Nowrozi et al. (2014), de 114, 67 do sexo feminino e 47
do sexo masculino apresentaram otomicoses. Gharaghani, Seifi e Zarei
Mahmoudabadi (2015), em trabalho realizado no Ird, também concordam com a maior
prevaléncia da otite externa fungica em mulheres.

A idade dos pacientes com a micose variou entre quatro e 48 anos, com média
de 30 a 40 anos de idade, da mesma forma observado por Kumar Karn et al. (2014),
na india, em seus estudos perceberam que a idade dos pacientes com otomicose que
eles avaliaram foi entre 31-40 anos. Gharaghani, Seifi e Zarei Mahmoudabadi (2015),
Ir&, também constataram esta média.

O exame micoldgico foi realizado juntamente com o exame clinico, uma vez
gue um da subsidio ao outro. O exame clinico foi realizado por meio da otoscopia, a
qual consiste na visualizacdo do conduto auditivo externo, assim tornando possivel
um diagndstico mais preciso.

Dos 15 pacientes diagnosticados com a micose, 12 (80%) dos casos estavam

associados a perfuracdo da membrana timpanica, dois estavam acometidos por
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colesteatoma, um tinha hipertrofia das amigdalas (nivel 4) e adendide, e trés com
patologia relacionada a mastoide (Figura 2).

Vennewald, Schonlebe e Klemm (2003) examinando 128 pacientes na
Alemanha com suspeita de otomicose observaram que 115 (90%) pacientes estavam
acometidos por otite média cronica persistindo a perfuracao timpanica. Kurnatowski e
Kilipiak (2001), na Polbnia, analisaram 295 individuos que apresentavam sintomas de
otite, os autores observaram que culturas positivas foram predominantemente de

pacientes com supuracao pos operatéria (52, 8%).

Figura 2 — Frenquéncia de doencas e procedimentos realizados em pacientes com otomicose
atendidos no setor de otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas de Pernambuco.

Diabetes  Hipertrofia de Leséo Colesteatoma Relacionados Perfuracao da
mellitus amigdalase  ecsematosa amastoide  membrana
adenoide timpanica

Dentre os 15 pacientes diagnosticados com otite externa fungica, foram obtidos
19 isolados fungicos devido a ocorréncia de um caso de otomicose bilateral, um caso
de infeccdo mista, por levedura e fungo filamentoso, e um caso de recidiva. No
trabalho realizado por Araiza, Canseco e Bonifaz (2006), no México, eles relataram
que 90,7% dos casos de otite fungica foi unilateral. Garcia-Agudo et al. (2011), na
Espanha, identificaram 228 leveduras e 184 fungos filamentosos como agentes da
otomicose, e ainda observaram infec¢coes mistas em 22 casos (5,6%). Da mesma

forma, Vennewald, Schonlebe e Klemm (2003), relataram que culturas mistas de
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fungos filamentosos e leveduras foram observados em 4% dos casos de otite externa
fungica. Em relagcdo a recorréncia, no estudo de Jia et al. (2012), na China, eles
observaram que a doenca residual ocorreu em 9,26% com recorréncia em 8,89% dos
pacientes.

Os sintomas mais frequentes detectados na nossa pesquisa foram: otorreia, 12
(80%), otalgia, sete (47%), prurido, seis (40%), hipoacusia, um (7%) (Figura 3). Aneja,
Sharma e Joshi (2010), afirmaram que as principais queixas foram prurido (72%),
otalgia (62%), hipoacusia (57%), plenitude auricular (54%), otorreia (31%) e zumbido
(27%). Jia et al. (2012), na China, também concordam que o sintoma mais frequente
foi o prurido (79,63 %), o que diverge dos nossos estudos. Provavelmente o sintoma
mais comum entre nossos pacientes foi a otorreia devido a maioria dos pacientes
terem perfuracdo da membrana timpanica, o que € caracterizada por inflamacéo

exsudativa. Todos estes dados estdo descritos na tabela 2.

Figura 3 — Frequéncia dos sintomas e manifestacdes clinicas relatadas pelos pacientes com otomicose
atendidos no Hospital das Clinicas de Pernambuco.

1
—

Hipoacusia Prurido Otalgia Otorreia
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Tabela 2 — Descricéo dos pacientes com otomicose em relacdo ao sexo, idade, doencas relacionadas

e procedimentos, além dos sintomas.

Pacientes Registro Sexo Idade  Ocupacéo Doencas/ Sintomas/
(MM) (anos) Procedimentos  manifestagde
s clinicas

P1 628 M 22 - Diabetes; Prurido.

Colesteatoma;
Perfuracéo da
membrana

timpanica.

P2 649 M 31 Servente de Timpanomastoide Prurido, otalgia

obras ctomia; mastoide e otorreia.
aberta.

P3 661 M 04 Hipertrofia das Otalgia e
amigdalas (nivel otorreia.

- 4) e adenoide;
otite média
crbnica secretora.
P4 674 M 30 Almoxarifad Perfuragéo da Otorreia.
o] membrana
timpanica.

P5 699 F 22 Do lar Perfuracéo da Prurido;
membrana otorreia.
timpanica;
colesteatoma.

P6 735 F 21 Estudante Perfuracéo da Otalgia;
membrana otorreia.
timpanica

P7 736 F 37 Balconista  Perfuragéo da Otalgia.
membrana
timpéanica

P8 817 F 38 Do lar Perfuracéo da Otorreia.
membrana
timpanica;

Mastoidectomia.

P9 841 M 19 Aviarista Mastoidectomia; Prurido.

P10 864 F 48 Perfuragéo Otalgia,
bilateral da otorreia e

- membrana prurido.
timpéanica; leséo
eczematosa,;

P11 103 M 29 Agricultor Timpanoplastia; Otorreia.

Perfuracéo da
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P12

P13

P14

P15

153

293

294

417

40

15

40

28

Estudante

Confeiteira

Assistente
de suporte

membrana
timpanica

Perfuracéo da
membrana
timpanica.

Perfuracéo da
membrana
timpénica.

Mastoide aberta;
Perfuragcéo da
membrana
timpanica.

Mastoide aberta;
Colesteatoma;

Otorreia.

Otorreia.

Otalgia,
otorreia,
prurido
hipoacusia.

Otalgia
otorreia.

de TI Timpanomastoide
ctomia;
Perfuragcéo da
membrana
timpanica.

e

P=paciente; M=masculino; F=feminino;

3.2 EXAME DIRETO DAS AMOSTRAS CLINICAS E CULTURAS OBTIDAS

e Exame direto

Ao exame direto das amostras biolégicas de pacientes com otomicose, foram
observados numerosos filamentos micelianos hialinos, septados (Figura 4). Nas
amostras também foram observadas hifas com dicotomia (Figura 5), e ainda
estruturas reprodutivas (conidios e conidioforos) (Figura 6), quando o paciente era
acometido por um fungo filamentoso. No entanto, também obtivemos casos de
levedurose nos quais observamos células leveduriformes, ovais, hialinas (Figura 7),
da mesma forma que observado por Jackman et al. (2005) e Enoz; Sevinc; Lapefia
(2009).
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Figura 4 — Exame direto da amostra clinica do paciente com otomicose, evidenciando hifas hialinas,
septadas (A), e o micélio imerso na amostra clinica (B e C).

Figura 5 — Exame direto evidenciando hifa dicotbmica (seta), caracteristico do fungo quando em
parasitismo.
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Figura 6 — Exame direto de amostras clinicas de pacientes com otomicose, evidenciando estruturas
reprodutivas (conidi6foros) de Aspergillus fumigatus (A e B) e A. niger (C e D).

Figura 7 — Exame direto de amostra clinica evidenciando numerosas células de leveduras ovais,
hialinas, caracteristico de levedurose.
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e Obtencao da cultura primaria

Apos o semeio da amostra em meio de cultura em placas de Petri, 0 material
biologico foi mantido nas temperaturas de 28°C e 37°C por até 15 dias (Figura 8).
Segundo Yenisehirli et al., 2009, tal procedimento é imprescindivel devido a natureza
dos agentes causadores da otomicose, uma vez que a maioria destes sao
considerados contaminantes, e esta conduta eliminaria os riscos de contaminacédo da

amostra.

Figura 8 — Isolamento de cultura primaria de Aspergillus sp. com crescimento nas temperaturas de
28°C e 37°C, obtido de amostra clinica de paciente com otomicose.

3.3 IDENTIFICACAO DOS AGENTES ETIOLOGICOS

3.3.1 Identificac&o dos isolados por taxonomia classica

Os agentes etiolégicos fungicos isolados dos pacientes com otomicose
identificados por meio de caracteres morfolégicos, macro e microscoépicos foram:
Aspergillus awamori (1), Aspergillus flavus (6), Aspergillus fumigatus (1), Aspergillus
niger (1) Aspergillus parasiticus (1), Aspergillus pseudonomius (1), Aspergillus sydowii
(2), Aspergillus tamarii (2), Candida parapsilosis (1), Millerozyma farinosa (2) e
Talaromyces funiculosus (1), os quais A. sydowii, A. pseudonomius, Millerozyma
farinosa e T. funiculosus, relatados pela primeira vez causando infec¢cdo no conduto

auditivo externo de paciente com otomicose.
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As espécies de Aspergillus foram identificadas a partir dos caracteres
apresentados por Klich, 2002, com excecédo de A. pseudonomius, T. funiculosus e as

leveduras, que foram identificados, principalmente por taxonomia molecular.

e Aspergillus awamori Nacaz

Diametro (mm) da colbnia até 7 dias: CZ 30-60; CYA (58) 60-70 e MEA (55)
60-70. Cor e textura da colbénia: Os conidios em CYA25 e CZ apresentam-se
marrons escuros quase pretos; micélio branco, inconspicuo e com micélio flocoso
sobreposto. A coloragdo do reverso foi do amarelo ao marrom. A colbnia é baixa,
aveludada a granular, e radialmente sulcada. Em MEA, os conidios sdo marrons
escuros a preto, micélio inconspicuo, colénia plana e as cabecas conidiais bem
separadas (Figura 9). Caracteristicas microscopicas: Cabecas conidiais radiadas,
dividindo em colunas na maturidade. Estipes com paredes lisas, incolor e levemente
pigmentada no apice; vesiculas globosas; predominantemente bisseriados, e a métula
cobrindo a0 menos até a metade superior da vesicula. Conidios esféricos,
suavemente enrugados Caracteristicas que os diferenciam de outras espécies:
Possuem coldnias marrons escuras a preta, com cabec¢as conidiais bisseriadas e

conidios suavemente enrugados.

Figura 9 — Caracteristicas macroscopicas, verso e reverso, e microscopicos de Aspergillus awamori
nos meios de cultura Czapek (A e B), CYA (C e D) e agar malte (E e F), evidenciando os conidi6foros
(G), com sete dias de crescimento a 25°C.
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e Aspergillus flavus Link

Diametro (mm) da coldnia até 7 dias: CZ 55-65; CYA25 (45) 65-70 e MEA
(50) 65-70. Cor e textura da colénia: Os conidios em CYA25 e CZ sao verde escuros,
micélio branco, reverso incolor a marrom claro, colénia & rasteira. Em MEA, o0s
conidios sao verde oliva micélio branco inconspicuo, reverso incolor a amarelo,
colénia flocosa, especialmente no centro (Figura 10). Caracteristicas
microscopicas: Cabecas conidiais radiadas a colunares; estipes com parede
geralmente dura, incolor; vesicula esférica a alongada; em CYA25 pelo menos 20% é
bisseriado; em MEA sdo quase que totalmente unisseriados. O conidio é globoso e

parede bastante enrugada.

Figura 10 — Caracteristicas macroscopicas, verso e reverso, de Aspergillus flavus nos meios de cultura
Czapek (A e B), CYA (C e D) e Agar malte (E e F), e microscopicos em MEA, mostrando conidioforo
(G) e conidios (H), com sete dias de crescimento a 25°C.

e Aspergillus fumigatus Fresen.

Diametro (mm) da colénia até 7 dias: CZ 45-60; CYA (35) 40-70 e MEA (30)
45-70. Cor e textura da coldnia: Os conidios em CYA25 e CZ séo acinzentados a
turquesa mais escuro, micélio branco, reverso incolor a amarelado. Textura aveludada
a flocosa plana. Em MEA a coloracao dos conidios é semelhante quando em CZ e
CYA; micélio branco inconspicuo, reverso incolor a amarelado; textura aveludada a
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flocosa plana (Figura 11). Caracteristicas microscopicas: Cabecas conidiais
predominantemente colunares; estipes incolores, e acinzentados proéximos ao apice,
parede celular lisa, e vesiculas com formato piriforme. S&o uniserriados e ao longo da
metade superior dos dois tercos da vesicula, normalmente curvando-se de tal forma
que todas as fidlides ficam paralelas entre si. Os conidios sao globosos a elipsoidais,
levemente enrugados. Caracteristicas que os diferenciam: Esta espécie se
distingue pela coloracéo acinzentada da col6nia, o formato da vesicula piriforme e o

tamanho dos conidios.

Figura 11 — Caracteristicas macroscopicas, verso e reverso, de Aspergillus fumigatus nos meios de
cultura Czapek (A e B), CYA (C e D) e agar malte (E e F), e microscépicos, mostrando os conidiéforos
(G e H), com sete dias de crescimento a 25°C.

e Aspergillus niger Tiegh

Diametro (mm) da colbnia até 7 dias: CZ 40-62, CYA 55-70, MEA (30) 50-70.
Cor e textura da colénia: Os conidios em CYA25 e CZ sdo pretos a marrons escuros
organizados de forma densa. Micélio inconspicuo, branco. Reverso amarelo; colénia
granular a flocosa, radialmente sulcadas. Em MEA, os conidios sdo pretos, micélio
branco e inconspicuo, reverso incolor, coldénias granular a flocosa (Figura 12).
Caracteristicas microscopicas: Cabecas conidiais radiadas; estipes com paredes
grossas, lisas, hialinas, mas escuras proximo ao apice; Vesiculas largas quase
esférica; bisseriados. Conidios globosos bastante enrugados. Caracteristicas que 0s
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diferenciam: S&o caracteristicas comuns destas espécies coldnias marrons escuras
a pretas, cabecas conidiais bisseriadas com vesiculas largas, métula bastante longa

e conidios irregularmente enrugados.

Figura 12 — Caracteristicas macroscoépicas, verso e reverso, de Aspergillus niger nos meios de cultura
Czapek (A e B), CYA (C e D) e agar malte (E e F), e microscépicos, evidenciando o conidiéforo (G),
com sete dias de crescimento a 25°C.

e Aspergillus parasiticus Speare

Diametro (mm) da coldnia até 7 dias: CZ 45-65, CYA (50) 60-70, MEA (45)
60-70. Cor e textura da coldénia: Em CZ e CYA, os conidios sé@o verde oliva, micélio
branco, inconspicuo, reverso amarelo. Colonias bastante baixas e textura aveludada.
Em MEA, os conidios sdo verde escuros, micélio inconspicuo, com tufos flocosos.
Reverso incolor a um amarelo forte. As colénias em CZ sdo mais aveludadas do que
em CYA (Figura 13). Caracteristicas microscopicas: Cabecas conidiais geralmente
radiadas; Stipes com paredes enrugadas. Vesiculas larga, esférica ou suavemente
alongada; predominantemente unisseriado, sendo observado 20% bisseriados. As
fidlides cobrem até a metade da vesicula. Os conidios sdo globosos e possuem a
parede suavemente enrugadas. Caracteristicas que os diferenciam: A. parasiticus

se diferencia de A. flavus pela formacao de conidios com paredes muito enrugadas.
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Figura 13 - Caracteres macroscopicos, verso e reverso, de Aspergillus parasiticus nos meios de cultura
Czapek (A e B), CYA (C e D) e Agar malte (E e F), e microscopicos, evidenciando o conidi6foro (G) e
os conidios (H), com sete dias de crescimento a 25°C.

e Aspergillus pseudonomius Varga, Frisvad & Samson

Cor e textura da coldénia: Em CZ e CYA, os conidios sdo verde oliva, micélio branco,
inconspicuo, reverso amarelo. Colbnias bastante baixas e textura aveludada no
centro. Em MEA, os conidios sdo verde escuros, micélio inconspicuo, com tufos
flocosos. Reverso amarelo forte. As colonias em CZ sdo mais aveludadas do que em
CYA (Figura 14). Caracteristicas microscoOpicas: Cabecas conidiais geralmente
radiadas; vesicula esférica a alongada; redominantemente unisseriado, sendo
observado 20% bisseriados. As fidlides cobrem até a metade da vesicula. Os conidios
sdo globosos e possuem a parede batante enrugadas. Caracteristicas que o0s
diferenciam: A. pseudonomius de diferencia de A. nomius por analise molecular.


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000061&Rec=53860&Fields=All
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Figura 14 — Caracteristicas macroscopicas do verso e reverso de Aspergillus pseudonomius nos meios
de cultura Czapek (A e B), CYA (C e D) e Agar malte (E e F), e microscoépicos, mostrando conidioforo
(G) e conidios (H), com sete dias de crescimento a 25°C.

e Aspergillus sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church

Diametro (mm) da colbnia até 7 dias: CZ 20-27, CYA 20-30, MEA (16) 22-30.
Cor e textura da colonia: Em CZ e CYA, as colonias esporulam fortemente
acinzentadas. Possuem o micélio branco, reverso alaranjado; col6nias densas,
aveludadas a lanosas, radialmente sulcadas. Em MEA, os conidios sdo acinzentados
a escuros, micélio branco inconspicuo; reverso amarronzados; colénia com textura
aveludada plana (Figura 15). Caracteristicas microscoépicas: Cabecas conidiais
radiadas; estipes lisas com paredes grossas quase incolor. As vesiculas se expandem
de forma piriforme, quase de forma clavata. Geralmente bisseriados e com métulas.
Algumas estruturas menores do que conidios sédo produzidas por muitos isolados. Os
conidios sdo esféricos, muito enrugados. Caracteristicas que os diferenciam:
Possuem colbnias pequenas, conidios esféricos com a parede extremamente

enrugada e cabecas conidiais bisseriadas.
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Figura 15 — Caracteres macroscopicos, verso e reverso, de Aspergillus sydowii nos meios de cultura
Czapek (A e B), CYA (C e D) e agar malte (E e F), e microscopicos, os conidioforos (G), com sete dias
de crescimento a 25°C.

e Aspergillus tamarii Kita

Diametro (mm) da coldnia até 7 dias: CZ 54-70, CYA (45) 55-70, MEA (55)
65-70. Cor e textura da colbnia: Os conidios em CYA25 e CZ sdo marrons oliva,
micélio branco, reverso incolor a amarelado. Colbnias baixas, planas a flocosas. Em
MEA, conidios marrons oliva, micélio branco, inconspicuo, reverso levemente
amarelo; cabecas conidiais bem separadas; estipes desiguais no comprimento, dando
a coldnia uma textura grosseira. Em CZ, o reverso é incolor, que diferencia do fungo
em CYA (Figura 16). Caracteristicas microscépicas: Cabecas conidiais radiadas;
estipes possui a parede enrugada e incolor; Vesiculas globosas a piriformes, largas;
Cabecas conidiais unisseriadas e bisseriadas sdo encontradas na maioria dos
isolados. Métula e fialides geralmente crescem cobrindo toda a superficie da vesicula.
Os conidios sao globosos, grosseiramente enrugados com paredes bastante grossas.
Caracteristicas que os diferenciam: A coloracdo verde amarronzada das colbnias e
os conidios grandes com paredes bastante grossas e enrugadas sao caracteristicas
bastantes peculiares desta espécie.
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Figura 16 — Caracteristicas macroscoépicas, verso e reverso, de Aspergillus tamarii nos meios de cultura
Czapek (A e B), CYA (C e D) e agar malte (E e F), e microscopicos, mostrando conidiéforo (G) e
conidios (H), com sete dias de crescimento a 25°C.

e Talaromyces funiculosus

Cor e textura da colbnia: colénias aparéncia superficial, floccose-funiculos;
geralmente espalhando-se, mas ocasionalmente mais restrita; de cores variadas, com
areas de conidios geralmente em tons amarelo-verde e com micelium vegetativo
aéreo, amarelo-laranja, buff a carne, a rosa a tons avermelhados; o verso geralmente
em tons vermelhos, laranja-castanhos ou avermelhados (Figura 17). Caracteristicas
microscopicas: Conididforos geralmente decorrentes de cordas ou mechas de hifas
aéreas, menos comumente do substrato ou do feltro basal, com paredes lisas ou
ligeiramente asperas, coloridas em algumas espécies e cepas. Esterigma lanceolada
ou acuminada, de longa, caracteristica da simetria Biverticillata. Conidios geralmente
eliptico, variando de subgloboso a globoso; com paredes variaveis, de liso a

conspicuosamente aspero.
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Figura 17 — Caracteres macroscoépicos, verso e reverso de Talaromyces funiculosus nos meios de
cultura Czapek (A e B), CYA (C e D) e agar malte (E e F), e microscopicos, exibindo os conidiéforos
(G), com sete dias de crescimento a 25°C.

e Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice

Cor da colbnia: Possuem colénias branca a creme e textura cremosa.
Caracteristicas microscoépicas: reproducéo vegetativa por brotamento; formacéao de

pseudo-micélio simples a ramificado, e sem reproducéo sexuada (Figura 18).

Figura 18 — Caracteres macroscépicos, no meio de cultura agar Sabouraud dextrose (A), e
microscépicos, evidenciando células de leveduras, ovais, hialinas e pseudo-micélio (B), com 15 dias de
crescimento a 25°C, identificando Candida parapsilosis.
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e Millerozyma farinosa (Lindner) Kurtzman & M. Suzuki

Cor da coldnia: Possuem colonias branca a creme. Caracteristicas
microscopicas: reproducdo vegetativa por brotamento; formacgéo de pseudo-micélio
(Figura 19); ascos contendo 1 a 4 ascosporos lisos, ovais ou arredondados em agar

V8, em agar de malte Difco de 5% e também em agar YM a 25°C.

Figura 19 — Caracteres macroscopicos de Millerozyma farinosa no meio de cultura agar Sabouraud
dextrose (A), e microscopicos (B), evidenciando células de leveduras (a) e formacgédo de pseudo-micélio
(b), ascos (c) e ascésporos. Cultura com 15 dias de crescimento a 25°C.

3.3.2 Identificagdo dos isolados por taxonomia molucular

Apbs o isolamento dos agentes etiolégicos e a identificacdo por meio da
taxonomia classica, foi realizada a identificacdo através de ferramentas moleculares
pela amplificacdo e sequenciamento das regides ITS (Internal Transcribed Spacer),
utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4; para o gene da calmodulina, Cmd5 e Cmd6; o
gene da B-tubulina, bT2a e bT2b, além do LSU (Large Subunit do rDNA), NL1 e NL4,
este ultimo, além do ITS, também foi utilizado para identificacdo das leveduras (Tabela
3).

As ferramentas moleculares, especialmente o reconhecimento de espécies
filogenéticas, sao cada vez mais utilizadas com os espacadores transcritos internos
do nrDNA (ITS) que sdo aceitos como codigo de barras de DNA oficial para fungos
(SCHOCH; SEIFERT; HUHNDORF, 2012). As regides ITS possuem alta variagao
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interespecifica, desse modo, sdo apropriadas para discriminar espécies
proximamente relacionadas (CHEN et al., 2001; ROULAND-LEFEVRE et al., 2002;
NILSSON et al., 2009). No entanto, este locus € insuficiente para identificar
corretamente todas as espeécies de Aspergillus e, portanto, foi necessario um
marcador de identificacdo secundario, com o uso do gene da calmodulina (SAMSON
etal., 2014), além da B-tubulina, distingue espécies de Aspergillus secao Flavi (MASSI
et al., 2014), como A. flavus, A. tamarii e A. nomius.

A porgédo 28S ou LSU (Large Subunit), em eucariotos, estd presente em
multiplas cépias e evolui rapidamente, ou seja, € mais variavel, por esse motivo, é utilizada
para discriminar espécies consideradas tdxons complexos do ponto de vista morfol6gico
(FUNGARO, 2000; CHEN et al., 2001), como € o caso das leveduras.

Portanto, é inquestionavel a importancia da analise dos caracteres morfolégicos e
bioquimicos nos diversos grupos fungicos. No entanto, a utilizacdo de apenas dados
morfologicos € um fator limitante, principalmente entre taxons evolutivamente préximos
(GOES-NETO, 2007).

Tabela 3 — Identificagéo dos fungos isolados de pacientes com diagnostico de otomicose, por meio de
ferramenta molecular, apds o sequenciamento das regides ITS, LSU e os genes da calmodulina e da
B-tubulina, e a comparacao com isolados do banco de dados.

Pacientes  Registro Isolados Regibes/ Genes
P1 MM628 Aspergillus pseudonomius ITS/ Calmodulina
P2 MM649 A. flavus ITS/ Calmodulina
P3 MM6610D A. flavus ITS/ Calmodulina

MM6610E A. flavus ITS/ Calmodulina
P4 MM674 A. sydowii ITS/ Calmodulina
P5 MM699(1) A. tamarii ITS/ Calmodulina

MM699(2) A. tamarii ITS/ Calmodulina
P6 MM735 A. awamori ITS/ Calmodulina

pP7 MM736 A. niger ITS/ Calmodulina
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P8 MM817F A. flavus ITS/ Calmodulina
MM817L Candida parapsilosis ITS/ LSU
P9 MM841 A. sydowii ITS/ Calmodulina
P10 MM8640D Millerozyma farinosa ITS/ LSU
MM8640E M. farinosa ITS/ LSU
P11 MM103 A.fumigatus ITS/ Calmodulina
P12 MM153 A. parasiticus ITS/ Calmodulina
P13 MM293 A.flavus ITS/  Calmodulina/  B-
tubulina
P14 MM294 A. flavus ITS/  Calmodulina/ -
tubulina
P15 MM417 Talaromyces funiculosus ITS/ Calmodulina
P=pacientes;

No que diz respeito ao caso da otomicose bilateral, apos a identificacdo dos

agentes etioldgicos, o teste de similaridade genética, utilizando o iniciador (GTG)5 (5'-

GTGGTGGTGGTGGTG-3'), revelou que provavelmente o mesmo isolado causou

infeccdo nos condutos auditivos direito e esquerdo (Figura 20).

Figura 20 —Imagem do resultado da amplificacdo da regido de sequéncia repetida utilizando o iniciador
(GTG)5, de Millerozyma farinosa (8640D e 8640E) isolados de paciente com otomicose bilateral.
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Aproximadamente 61 espécies de fungos diferentes, entre fungos filamentosos,
leveduras, dermatdfitos e Malassezia sp. foram identificados como agentes etiolégicos
da otomicose (PAKSHIR et al., 2008). Em nosso estudo, podemos observar que
mesmo isolado apenas 19 espécimes, obtivemos uma diversidade grande de
espécies, inclusive trés espécies nunca relatadas antes causando otomicose.

Na literatura muitos autores afirmam que a espécies mais frequente que
causam infeccdo nos condutos auditivos externos é Aspergillus niger (ANEJA,
SHARMA,; JOSHI, 2010; DESHMUKH; SURPAM; BAND, 2014; KUMAR KARN et
al.,2014; NOWROZI et al., 2014; PRASAD et al., 2014. No entanto, as espécies de
Aspergillus secao Nigri sdo dificeis de identificacdo por meio apenas da taxonomia
classica. Desta forma, ndo podem ser confiavelmente identificadas com base apenas
em critérios morfolégicos. O sequenciamento da calmodulina ou B-tubulina s&o
imprescindiveis para identificacdo das espécies dentro da sec¢ao Nigri (SAMSON et
al., 2007).

Além de A. niger, Vennewald, Schonlebe e Klemm (2003) observaram uma
grande frequéncia em A. fumigatus e A. flavus. Outros isolados obtidos por eles foram
A. alliaceus, A. candidus, A. hollandicus, A. janus, A. nidulans, A. terreus, A. versicolor,
Candida albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, Mucor sp., Penicillium sp. e
Rhodotorula rubra.

Por outro lado, Adoubryn et al. (2013), na Costa de Marfim, Barati et al. (2011)
no Ird, Garcia-Agudo et al. (2011), na Espanha, relataram em seus trabalhos que o
agente etioldgico predominante é A. flavus. Assim como foi constatado em nossa
pesquisa.

Na Turquia, Yenisehirli et al. (2009), afirma que o patégeno mais frequente A.
fumigatus (40,6%), seguido de A. niger (35,4%), A. flavus (12,5%) e C. albicans
(11,5%).

Diferente do nosso trabalho, no Brasil, Pontes et al. (2009), descrevem que a
otomicose foi confirmada pela presenca de C. albicans (30%) na maioria dos
pacientes, seguido de C. parapsilosis, A. niger, A. flavus, A. fumigatus, C. tropicalis,
Trichosporon asahii e S. apiospermum. Além desses, organismos endégenos como
Candida albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, Malassezia sp. sdo agentes
patogénicos em alguns casos de infeccdo (PAKSHIR et al., 2008; RAJABNIA et al.,
2010).
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Pesquisadores afirmam que os patdégenos mais comuns desta micose sao
espécies de Aspergillus e Candida (GARCIA-AGUDO et al., 2011). Contudo, em
nosso trabalho obtivemos o primeiro caso de infeccdo no conduto auditivo externo
humana causada por Millerozyma farinosa. Uma reavaliacao da filogenia das espécies
produtoras de enzimas Q9 mudou o nome de Pichia farinosa para Millerozyma
farinosa (KURTZMAN; SUZUKI, 2010).

Millerozyma farinosa foi descrita poucas vezes causando infeccdes. Foi
observado um aumento do numero de casos com M. Farinosa em pacientes
submetidos a radioterapia para cancer de boca (PAULA et al., 1990) e uma cepa de
M. Farinosa foi encontrada como um colonizador de cavidade oral (GARCIA-
MARTOS, 1996), além disso dois outros casos de infec¢cdes humanas associadas a
M. Farinosa foram descritos também associados ao cancer (ANAISSIE et al., 1989;
ADLER, 2007).

Barnett et al. (2000), afirmam que estas leveduras ja foram encontradas na
cerveja, e em alimentos de arroz, na Polonia; fezes de girafa, no Japdao; farinha de
milho, na América do Sul; em vacas com mastite, na Suica; no meio para cultura para
virus da febre aftosa no Reino Unido; em escarro, na Noruega; em molho de soja, na
China e sendo utilizada para fermentar cacau em Trinidad, dentre outros. Entretanto,
relatamos pela primeira vez M. farinosa obtida de amostra clinica de paciente com
otomicose.

Outras duas espécies nunca relatadas causando otomicose foram Aspergillus
pseudonomius e A. sydowii. Massi et al. (2014), relatando sobre a importancia da
exploragcédo e comercializagdo da castanha no Brasil, inferiu que tal comercializagéo
era prejudicada devido a producéo de aflatoxinas por fungos Aspergillus da secéo
Flavi. Eles investigaram cepas de Aspergillus nomius, isolados da castanha, e
utilizaram abordagens diferentes, sobretudo sequéncias de nucleotideos parciais de
B-tubulina e calmodulina. Os resultados mostraram que a maioria dos isolados
pertencem a espécies de A. nomius, mas alguns foram re-identificados como
Aspergillus pseudonomius, uma espécie recentemente descrita por Varga, Frisvad e
Samson (2011).
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3.4 PERFIL DE SENSIBILIDADE DOS AGENTES ETIOLOGICOS DA OTOMICOSE

3.4.1 Perfil de sensibilidade antifungica dos agentes etiologicos frente ao
polieno anfotericina B (ANFB)

As concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos isolados frente a anfotericina B
(ANFB) variaram entre 0,125 e 4 ug/ mL (Tabela 4). Dois isolados de A. flavus
(MM6610D e MM817F) e um de A. parasiticus (MM153), apresentaram CIM acima de
2 ug/ mL.

Szigeti et al. (2012), constataram em seu trabalho sobre otomicose que todos
isolados de A. awamorii e A. tubingensis apresentaram valores baixos da CIM in vitro
para anfotericina B (0,5 e 1 ug/ mL), da mesma forma observados por Kaya e Kiraz
(2007), assim como também foi demonstrado em nosso trabalho, no qual isolados
Aspergillus secao Nigri obtiveram CIM=0,5 pg/ mL.

Segundo o CLSI (2008), geralmente a concentracao inibitéria minima acima de
2ug/ mL de ANFB, pode estar relacionada a tratamentos sem sucesso anteriormente

realizados.

Tabela 4 — Concentracdo Inibitéria Minima de anfotericina B (ANFB) frente a fungos isolados de
pacientes com otomicose.

Registro Espécies Anfotericina B
(hg/mL)

MM628 Aspergillus pseudonomius 2
MM649 A. flavus 0,5
MM6610D A. flavus 4
MM6610E A. flavus 1
MM674 A. sydowii 1
MMG699(1) A. tamarii 0,25
MM699(2) A. tamarii 0,5
MM735 A.awamori 0,5
MM736 A.niger 0,5
MM817L Candida parapsilosis 0,25

MM817F A. flavus 4
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MM841 A. sydowii 1
MM8640D Millerozyma farinosa 0,125
MM8640E M. farinosa 0,125
MM103 A. fumigatus 1
MM153 A. parasiticus 4
MM293 A. flavus 1
MM294 A. flavus 0,5
MM417 Talaromyces funiculosus 1
ATCC90028 C. albicans 0,06

3.4.2 Perfil de sensibilidade antifungica dos agentes etiolégicos frente aos

azolicos, fluconazol (FLZ), cetoconazol (CTZ) e itraconazol (ITZ)

No teste de susceptibilidade antifangica com FLZ, foi observado que a CIM foi
de 16 a >64 pg/ mL entre os fungos filamentosos, CIM=1 pg/ mL, para C. parapsilosis
e 8 ug/ mL, para M. farinosa.

Szigeti et al. (2012) relataram que todos as espécies de Aspergillus isolados de
otomicose tiveram susceptibilidade moderada frente a FLZ e ao CTZ. No entanto,
Nemati et al. (2014), afirmaram que a classe de azdlicos, incluindo fluconazol e
cetoconazol, € mais eficaz contra os agentes de otomicose com CIM entre 0,0625 -
32 pg/mL sem qualquer ototoxicidade. Da mesma forma, Navaneethan e
YaadhavaKrishnan (2015), afirmaram a eficacia do FLZ frente aos patogenos da otite
fungica. Contudo, em nosso trabalho, constatamos que a maioria dos isolados,
principalmente as espécies de Aspergillus, foram pouco sensiveis a resistentes ao
FLZ, o que corrobora com o CLSI (2008), que afirmam que geralmente espécies de
Aspergillus séo resistentes ao FLZ e possuem CIM >64 ug/ mL.

Em nossa pesquisa, ainda podemos observar que a CIM dos isolados, frente
ao CTZ variou de 0,03 a 8 pg/ mL. Aspergillus awamori (MM735) e A. niger (MM736)
foram os isolados menos susceptiveis a este farmaco, apresentando CIM 8 pg/ mL.
Szigeti et al. (2012), também observaram esses valores altos da CIM de 8 a 16 ug/

mL, in vitro, da no trabalho realizado com fungos Aspergillus secao Nigri.
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Diferente dos outros azolicos, o ITZ demonstrou bastante eficacia quando
testado nos patdégenos. As CIMs variaram de 0,03 a 0,5 pg/ mL dentre os fungos
filamentosos e leveduras. Rath (1998), relatou sobre A. niger com CIM de ITZ na faixa
de 0,03-0,5 pug/ mL. No entanto, Kaya e Kiraz (2007) relataram resisténcia ao ITZ in
vitro de A. niger causando otomicose. Dentro de outro estudo, Yenisehirli et al. (2009),
reportaram que os isolados de A. niger exibiram CIM in vitro valores de < 1 pg/ mL
para este antifungico. O que corrobora com nossos resultados sobre o ITZ, tanto em
relagdo a A. niger, quanto aos demais isolados fungicos. Os resultados dos nossos
testes estdo descristos na tabela 5.

Tabela 5 — Concentragdo Inibitéria Minima de fluconazol, cetoconazol e itraconazol frente a fungos
isolados de pacientes com otomicose.

Concentracgéo Inibitoria Minima

Registro Especies Fluconazol Cetoconazol Itraconazol
(Hg/mL) (Hg/mL) (ug/mL)

MM628 Aspergillus pseudonomius 16 4 0,25
MM649 A.flavus 16 1 0,06
MM6610D A.flavus 16 2 0,06
MM6610E A. flavus 16 1 0,06
MM674 A.sydowii 16 0,5 0,125
MM699(1) A tamarii 16 1 0,03
MM699(2) A.tamarii 16 1 0,06
MM735 A.awamori >64 8 0,06
MM736 A.niger >64 8 0,25
MM817 L Candida parapsilosis 1 0,03 0,03
MM817 F A.flavus >64 2 0,125
MM841 A. sydowii 16 2 0,5

MM8640D Millerozyma farinosa 8 0,03 0,03
MM8640E M.farinosa 8 0,03 0,03
MM103 A. fumigatus >64 4 0,125
MM153 A. parasiticus >64 4 0,125
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MM293 A flavus 16 2 0,06
MM294 A.flavus 16 2 0,125
MM417 Talaromyces funiculosus >64 0,5 0,125
ATCC90028 C.albicans 4 0,03 0,03

3.4.3 Perfil de sensibilidade antifungica dos agentes etiolégicos frente as

hidroxipiridonas: Ciclopirox olamina (CPO) e octopirox olamina (OPO)

Nos testes realizados com ciclopirox olamina, observamos que dentre 0s
isolados de fungos filamentosos, a concentracao inibitéria minima (CIM) variou entre
0,5 a 16 pug/ mL. Apenas isolado de A. pseudonomius apresentou CIM 16 pg/ mL, A.
tamarii (MM699(1) e MM699(2), e A. flavus (MM817F) tiveram CIM 8 pg/ mL. Entre
as leveduras a CIM foi de 0,03 a 0,25 pg/ mL.

A Concentracdo Inibitéria Minima de ciclopirox olamina utilizados contra
dermatdfitos e leveduras patogénicas encontradas por Dittmar et al. (1981),
mostraram grande uniformidade nas concentra¢cdes minimas de inibicdo, variando de
0,98 a 3,9 ug/ mL.

Em 2002, Del Palacio et al. ja relatavam sobre a eficiéncia da CPO no
tratamento da otomicose. No entanto, ainda hoje, o CLSI reporta CIM apenas para
fungos dermatéfitos. Contudo, em outros estudos exibem a eficacia deste farmaco em
relacdo a fungos filamentosos ndo—dermatofitos e leveduras (SUBISSI et al. 2010).
Oliveira et al. (2010), em trabalho sobre tratamento in vivo de cryptococcose utilizaram
CPO como alternativa e obtiveram a CIM 0,25 a 1 ug/mL dentre os isolados de
Cryptococcus sp.

Ali Esfandiary et al. (2015), isolaram espécies de Candida (44) de pacientes
com candidiase vulvovaginal, e na avaliacdo da susceptibilidade antifungica utilizando
Ciclopirox olamina (CPO) obtiveram que em em 42 dos 44 isolados a CIM foi de 8
pg/ml, que incluem C. glabrata (29), C. kefyer (8 isolados), C. krusei (3) e C.
parapsilosis (2); e para os 2 isolados de C. Kefyr, a CIM de CPO foi 4 ug / mL. Eles
afirmaram que a CPO poderia ser uma alternativa terapéutica no tratamento da
micose, apesar de os valores no presente estudo serem consideravelmente altas (8ug/

mL), da mesma forma que obtivemos em nossa pesquisa.
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Assim, diante dos nossos dados, podemos verificar uma diminuicdo da
sensibilidade do CPO frente a alguns isolados de pacientes com otite fungica, como
observado em Aspergillus pseudonomius (MM628), A. tamarii (MM699(1) e MM699(2)
e A. flavus (MM817F e MM293). Esta constatacdo € de grande relevancia, uma vez
gue a maioria dos isolados menos sensiveis ao CPO, é pertencente a Aspergillus
secéo Flavi, grupo a que foi pertencente a maioria dos nossos isolados de casos de
otite fungica.

Outra hidroxipiridona € o octopirox olamina (OPO). Os isolados de fungos
filamentosos foram mais sensiveis ao OCO do que a CPO, na qual a CIM variou de
0,5 a 4 pug/ mL. Ja entre as leveduras, 0,03 a 0,25 pg/ mL, semelhante ao que
apresentou as leveduras frente ao ciclopirox olamina. Portanto, os fungos

filamentosos foram mais susceptiveis ao OPO, como mostra na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentragéo Inibitéria Minima de ciclopirox olamina e octopirox olamina frente aos fungos
isolados de pacientes com otomicose.

Concentracéo Inibitoéria Minima

Registro Espécies
Ciclopirox Octopirox

olamina olamina

(hg/mL) (Mg/mL)
MM628 Aspergillus pseudonomius 16 4
MM649 A. flavus 2 0,5
MM6610D A. flavus 4 2
MM6610E A. flavus 4 2
MM674 A. sydowii 1 0,5
MM699(1) A. tamarii 8 4
MM699(2) A. tamarii 8 2
MM735 A.awamori 2 2
MM736 A. niger 1 1
MM817L Candida parapsilosis 0,25 0,25
MMB817F A. flavus 8 2
MM841 A.sydowii 1 0,5
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MM8640D Millerozyma farinosa 0,03 0,03
MM8640E M. farinosa 0,125 0,125
MM103 A. fumigatus 1 2
MM153 A. parasiticus 4 4
MM293 A. flavus 8 4
MM294 A. flavus 4 2
MM417 Talaromyces funiculosus 0,5 1
ATCC90028 C. albicans 0,5 0,25

3.4.4 Perfil de sensibilidade antifUngica dos agentes etiolégicos da otomicose

frente a derivados de 2 (5-nitro-tiofeno) — tiossemicarbazonas

Em nossa pesquisa as concentracfes de L-3 inibiram o crescimento fangico
nas concentracdes de 4 a 1024 ug/ mL, sendo as menores concentracdes observadas
em A.s sydowii (MM674) (4 ug/ mL e 16 pg/ mL), C. parapsilosis (MM817L) (32 ug/
mL), M. farinosa (MM8640D) (16 ug/ mL).

As inibicbes em L-8, ocorreram entre 2 a 256 pug/ mL, sendo as menores
concentracdes obtidas em M. farinosa (MM8640E e MM8640D) (2 pug/ mL e 4 g/
mL), A. sydowii (MM674 e MM841) (2 ug/ mL e 8 ug/ mL), C. parapsilosis (MM817L)
(16 pg/ mL), A. niger (MM736) (32 ug/ mL).

As inibicbes demonstradas por L-9, foram de 2 a 512 pg/ mL. A. sydowii
(MM674 e MM841) (2 pg/ mL e 16 pg/ mL), C. parapsilosis (MM817L) (8 pg/ mL) e M.
farinosa (MM8640E e MM8640D) (2 ug/ mL e 4 pg/ mL), foram os isolados mais
sensiveis a este composto. Nossos resultados estdo descritos na tabela 7.

Carradori et al. (2016), analisando dois compostos bioativos de estigmas
Crocus sativus L., Crocin 1 e safranal (2), e sete derivados semi-sintéticos de Safranal
(3,4,5,6,7,8 e 9). Os nove compostos foram testados frente a cepas de C. albicans.
Apenas safranal (2) e 5 (derivado de tiosemicarbazona de safranal) foram ativos
contra C. albicans com valores de CIM de 1 mg/mL, enquanto que 0S outros
compostos (crocin 1, 3, 4, 6, 7, 8 e 9) mostraram valores de CIM > 8 mg/mL. Valores
semelhantes a CIM para atividade fungicida (MFC) foi reportado (CIM safranal = 4

mg/mL e CIM composto 5 = 1 mg/mL). Também foi observado um efeito sinérgico
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quando usado em combinacdo do safranal com o derivado 5, e concluiram que
algumas modificagdes quimicas renderam compostos mais potentes e promissores.

Sun et al. (2017), identificaram uma tiossemicarbazona (NSC319726) a qual
possuia uma piridina (anel aromatico com nitrogénio) que apresentou ampla atividade
antifingica contra fungos patogénicos, incluindo espécies de Candida, A.fumigatus e
Cryptococcus neoformans na faixa de 0,1 a 2,0ug/ml. A molécula também inibiu
isolados Candida sp. resistentes ao fuconazol. A sinergia entre a molécula e o
fluconazol também foi observada, bem como com caspofungina

Araujo Neto et al. (2017), constataram nas suas pesquisas que a presenca de
dois anéis aromaticos fundidos na molécula L-3 (naftil) reduziu a atividade fungicida
deste composto contra C. parapsilosis URM 7048 (16,0 pg /mL), quando comparado
a atividade de outro composto sintetizado por eles que possui um anel aromatico com
nitrogénio. Os compostos L9 e L8, os quais apresentavam um anel aromatico e
diferenciavam apenas na posigao de um carbono, apresentaram excelentes atividades
antifingicas indicadas pelos valores de CFM de 4,0 ug/ mL a L-9 e 8,0 ug/ mL a L-8
para C. parapsilosis URM 7048. A concentragdo inibitéria minima por esta espécie foi
menor do que a encontrada em nossos estudos utilizando as mesmas moléculas. No
entanto, obtivemos em nossa pesquisa que em outras espécies, nao testadas por
eles, a concentracgao que inibiu o crescimento foi bem menor do que as concentragdes
encontradas por eles como, A. sydowii MM674 e M. farinosa MM8640E, inibiram o
crescimento com concentracdo de 2 pg/ mL, em L-8 e L-9, 0 que torna necessario

mais avaliagcdes de mais espécies fungicas com estas moléculas.

Tabela 7 — Menor concentracao de derivados do tiossemicarbazonas capaz de inibir o crescimento de
fungos isolados de paciente com otite externa flngica.

Concentracéao Inibitoéria Minima

Registro Espécies L-3 L-8 L-9
(ug/mL) (ug/mL)  (ug/mL)

MM628 Aspergillus pseudonomius 256 128 256

MM649 A. flavus 256 128 256

MM6610D A. flavus 256 256 256

MM6610E A.flavus 256 256 512

MM674 A. sydowii 4 2 2
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MM699(1) A. tamarii 256 128 256
MM699(2) A. tamarii 256 256 512
MM735 A. awamori 128 64 64
MM736 A. niger 128 32 64
MM817L Candida parapsilosis 32 16 8

MM817F A. flavus 256 64 256
MM841 A.sydowii 16 8 16
MM8640D Millerozyma farinosa 16 4 4

MM8640E M. farinosa 64 2 2

MM103 A. fumigatus 512 128 128
MM153 A.parasiticus 256 128 128
MM293 A. flavus 256 128 512
MM294 A. flavus 256 64 512
MM417 Talaromyces funiculosus 1024 128 256
ATCC90028 C. albicans 64 32 16

3.4.5 Perfil de sensibilidade antifUngica dos agentes etiol6gicos da otomicose

frente ao D-limoneno

As menores concentracbes do D-limoneno sobre os fungos isolados de
pacientes com otomicose, variaram de 32 a 1024 pg/ mL. Apenas os isolados A. flavus
(MM649, MM293 e MM294) e A. sydowii (MM674), tiveram a concentracao de inibicao
superior a concentracdo do 6leo que utilizamos em nossa pesquisa (Tabela 8).

Segundo Formolo (2009), 6leos com alta concentracdo de carvona/ cariofileno
e limoneno foram particularmente eficientes sobre leveduras. Contudo, no nosso
estudo o D-limoneno teve atividade tanto sobre leveduras quando sobre fungos
filamentosos. Outros autores observaram a atividade antifingica do limoneno em
diversos grupos de fungos.

Tampieri et al., (2005), analisando a composicdo do 6leo essencial de Citrus
limon (lim&o), verificaram que o O6leo possui antividade antifingica, e ainda

descreveram que existem mais de 40 constituintes neste 6leo, sendo 0 mais comum
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o limoneno (62,9%). Eles concordaram que estes humerosos componentes podem
atuar de maneira isolada ou em associa¢do, sendo responsaveis por sua maior ou
menor atividade biolégica (FERHAT et al., 2007; lota et al., 2002). Contudo, esta
complexa composicdo do Oleo essencial mascara as ricas propriedades de cada um
dos seus fitocomponentes (SOUZA et al., 2005; TAMPIERI, et al.,2005). Sua acéo
antifangica frente a leveduras do género Candida, foi comprovada em estudo com
pacientes HIV positivo (WRIGHT et al., 2009).

Almeida et al. (2015) observaram que o 6leo essencial da casca da laranja inibiu
16,7% do crescimento fungico, quando analisavam, in vitro, agentes causadores de
diversas doencas em plantas como a ferrugem do café (Hemileia Vastatrix), requeima
da batata (Phytophthora infestans), pinta preta dos citros (Guignardia Citircarpa), além
de serem responsaveis por varias doencas humanas como as micoses na pele e
mucosas, diversos problemas respiratorios. Da mesma forma, Nunez et al. (2016),
trabalhando com Oleos essenciais, observaram que o 6leo essencial que tinha
predominancia de limoneno (42,27%), possuia alta atividade antibacteriana
contra Corynebacterium glutamicum.

Viriato (2012) avaliou a atividade antifingica de 15 terpendides frente a
espécies de Candida causadoras de infeccfes hospitalares. O autor constatou que os
resultados mais promissores foram obtidos com o terpenoide D-Limoneno com CIM
de 46,87 pg/mL para C. krusei e C. guilliermondii. Para C. albicans e C. parapsilosis
relatou CIM 375 pg/mL.

Freire et al. (2017), analisaram a atividade antifingica de citral, selecionada
pela triagem de produtos naturais contra isolados de Candida albicans de individuos
que utilizam préteses dentarias. Semelhante aos nossos estudos, estes
pesquisadores obtiveram a CIM 256 pg/mL do fitoconstituinte limoneno para C.
albicans. Ainda encontramos este mesmo valor para A. fumigatus (MM103) e A.
awamori (MM735) e valores menores para A. flavus (MM817F), Millerozyma farinosa
(MM8640D e 8640E) e T. funiculosus (MM417).

Padhan, Pattnaik e Behera (2017), em outra pesquisa, analisando a atividade
de do 6leo essencial de Acmella e seu componente isolado D-Limoneno contra
Trichophyton rubrum. Os compostos exibiram agéo fungistatica e fungicida. Os valores
da CIM da Acmella e do limoneno contra este dermatofito foi de 1 p/mL (V/V) e 2
pg/mL (VIV), respectivamente. No entanto, os valores mais elevados de CIM (4 e 6

pg/mL) foram determinados como concentracdes fungicidas.
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O limoneno, presente em 57,5% da composicado do 6leo essencial de Thapsia
villosa (Apiaceae) isolada por hidrodestilacdo das partes aéreas da planta, segundo
Pinto et al (2017). Além da atividade antifungica do 6leo essencial, eles avaliaram os
seus principais componentes, dentre eles, o limoneno. Leveduras clinicamente
relevantes (Candida spp., Cryptococcus neoformans e Malassezia furfur) e fungos
filamentosos (Aspergillus spp. e dermatofitos). As concentracdes inibitérias minimas
(CIM) foram medidas de acordo com os protocolos de macrodiluicdo de caldo pelo
Instituto de Normas Clinicas e de Laboratorio (CLSI). Tanto o 6leo essencial, como o
limoneno apresentaram valores baixos de CIM e CFM (concentragdo fungicida
minima) contra Candida spp., Cryptococcus neoformans, dermatéfitos e Aspergillus
spp. Os autores concluem afirmando que as atividades fungistaticas e fungicidas
reveladas pelo 6leo essencial de T. villosa e seus principais compostos, associados a
sua baixa atividade hemolitica, confirmam seu potencial interesse antimicrobiano
contra espécies de fungos frequentemente associadas a micoses humanas.

Tabela 8 — Menor concentracao de D-limoneno (OL7) capaz de inibir o crescimento de fungos isolados
de paciente com otite externa fangica.

_ Limoneno

Registro Espécies (ug/mL)
MM628 Aspergillus pseudonomius 1024
MM649 A. flavus >1024
MM6610D A. flavus 1024
MM6610E A. flavus 512
MM674 A. sydowii >1024
MM699(1) A.tamarii 1024
MM699(2) A. tamarii 1024
MM735 A. awamori 256
MM736 A. niger 512
MM817L Candida parapsilosis 1024
MM817F A. flavus 128
MM841 A. sydowii 1024
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MM8640D Millerozyma farinosa 32
MM8640E M. farinosa 64
MM103 A.fumigatus 256
MM153 A.parasiticus 512
MM293 A. flavus >1024
MM294 A.flavus >1024
MM417 Talaromyces funiculosus 128
ATCC90028 C. albicans 256

3.5 AVALIACAO DO SINERGISMO DOS AGENTES ANTIFUNGICOS COM O D-
LIMONENO

Para investigar o sinergismo in vitro de cetoconazol (CTZ), ciclopirox olamina
(CPO), octopirox olamina com o D-limoneno (OL7), aplicamos a técnica do tabuleiro
de xadrez para o ensaio para obter a Concentracdo Inibitéria Fraccionada (FIC),
segundo Odds (2003).

O cetoconazol juntamente com o D-limoneno ndo apresentou acao sinérgica
sobre os fungos isolados de pacientes com otite externa fungica. Entretanto
demonstraram atividade aditiva em quatro (20%) isolados, A.niger (MM736), C.
parapsilosis (MM817L) e M. farinosa (MM8640D e MM8640E); 14 (70%) reacbes
indiferentes e duas (10%), antagbnicas em T. funiculosus (MM841) e C. albicans
ATCC90028 (Tabela 9).

Ja a associacdo do D-limoneno com ciclopirox olamina nao exibiu efeito
sinérgico e nem acao aditiva. Apresentaram 19 (95%) interagfes indiferentes e uma
(5%) antagbnica (Tabela 10).

No entanto, quando testamos o octopirox olamina (OPO) com o D-limoneno,
verificamos quatro (20%) casos de interacdes sinérgicas, envolvendo as espécies A.
awamori (MM735), A. flavus (MM6610E) (Figura 21), A. fumigatus (MM103) e um
isolado de M. farinosa (MM8640D). O efeito sinérgico entre o octopirox olamina e D-
limoneno, o qual demonstrou que a CIM de OCO sozinho contra A. awamori (MM735),
A. flavus (MM6610E), A. fumigatus (MM103) foi reduzida de 2 pg/mL para 0,06 pg/mL,

quando o 6leo essencial foi adicionado na concentragao de 256 ug/mL; enquanto que
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em M. farinosa (MM8640D), a concentracdo foi reduzida de 0,25 ug/mL para 0,015
Mg/mL, quando adicionado 32 pg/mL e limoneno. Além disso, também foram
verificados dois casos (10%) de acao aditiva, envolvendo os isolados A. niger
(MM736) e A. sydowii (MM841); 14 (70%), isolados indiferentes. N&o houve agéo
antagodnica (Tabela 11).

Figura 21 — Teste de sensibilidade antifungica utilizando o método tabuleiro de xadrez demonstrando

interacao entre octopirox olamina (0,06-8 pg/ mL) e o limoneno (2-1024 pg/ mL) indicando sinergismo
FIC<0,5 em Aspergillus flavus (MM6610E).

LIMONENO ->
1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2

< VNIWV10 X0dIldO1D0

(+) controle positivo/ crescimento fangico; (-) controle negativo/ sem crescimento flingico.

Em 2010, por Mahboubi e Ghazian Bidgoli, avaliando a atividade antifingica do
Oleo essencial de Myrtus communis, no qual o principal fitoconstituinte € o limoneno,
demonstraram que houve atividade antifingica contra oito isolados clinicos de C.
albicans, C. albicans ATCC10231), A. niger ATCC 16404, A. parasiticus ATCC 15517,
A. flavus (6) utilizando ensaio de micro diluicdo de caldo. Os isolados fungicos
exibiram valores CIM da anfotericina B foram 1 a 2 ug/mL para C. albicans e 4-8 ug/mL
para Aspergillus sp. A CIM exibida pelo éleo de mirtilo sobre os isolados variaram em

8 e 16 ug/mL Os pesquisadores concluiram que o 6leo era bastante ativo contra
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fungos nessas concentracdes. Alé disso, eles avaliaram o efeito sinérgico entre o 6leo
essencial e a anfotericina B, o qual demonstrou que a CIM de anfotericina B sozinha
contra C. albicans foi reduzida de dois a 0,06 ug/mL quando o 6leo essencial foi
adicionado em concentragcédo de 4 ug/mL. O FIC do 6leo de mirtilo em combinagao
com a anfotericina B contra C. albicans 10231 foi de 0,25 ug/mL e 0,03 ug/mL para
anfotericina B. O FIC do 6leo de mirto em combinacdo com anfotericina B contra A.
niger foi de 0,25 pg/mL e 0,015 ug/mL para anfotericina B. O indice FIC mostrou
sinergia marcada da combinacao de 6leo e anfotericina B contra C. albicans e A. niger.

Pinto et al (2017), avaliando o 6leo essencial de Thapsia villosa (Apiaceae) e 0
limoneno presente na composi¢cdo, afirmam que o ambos possuem atividade
antifingica. Ainda avaliam a associacdo de fluconazol juntamente com 6leo de T.
villosa, que ndo mostra antagonismo, mas a combinacdo de limoneno/ fluconazol
exibe sinergismo frente as leveduras clinicamente relevantes (Candida spp.,
Cryptococcus neoformans e Malassezia furfur) e fungos filamentosos (Aspergillus spp.
e dermatofitos). Como azois sdo conhecidos por selecionar resisténcia entre isolados
e espécies, compostos que sinergizam com estes antifiungicos podem ser Gteis ao
prolongar a sua vida util.

Ha alguns estudos sobre a acédo sinérgica do D-limoneno. No entanto, é a
primeira vez que sdo avaliados efeitos sinérgicos utilizando cetoconazol, ciclopirox
olamina e octopirox olamina com o D-limoneno sobre fungos isolados de pacientes
com otomicose. Portanto, estes resultados sugerem que a atividade do octopirox
olamina juntamente com o D-limoneno seja uma alternativa terapéutica para o

tratamento de pacientes com otite externa fungica.

Tabela 9 — Comparacdo entre a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Inibitéria
Fraccionada (FIC), in vitro, dos isolados frente ao cetoconazol e ao D-limoneno (OL7) sobre a reducéo
da populacéo de fungos isolados de pacientes com otomicose.

Registro Cepas *CTZ *QL7 *»*CTZ *QL7 FIC R
(Mg/ mL) (Hg/ mL) (Mg/ mL) (Mg/ mL)
MM628 Aspergillus 8 1024 8 1024 2 In
pseudonomius
MM649 A flavus 2 >1024 0.5 1024 1,25 In
MM6610D A flavus 4 1024 0.25 >1024 1,06 In
2 512 0.5 1024 2,25 In

MM6610E A.flavus
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MM674 A.sydowii 1 >1024 0.5 >1024 15 In
MM699(1)  Atamari 2 1024 0.25 1024 1,125 In
MM699(2)  Atamarii 2 1024 0.5 1024 125 In
MM735 A.awamori 16 256 4 256 1,25 In
MM736 A.niger 16 512 4 256 075  Ad
MMBL7E  Aflavus 4 1024 05 >1024 1,125 In
MM817L  Candida 0.03 128 0.015 2 051  Ad
parapsilosis
MM841 A. sydowii 4 1024 1 1024 125  In
MM8640D  Millerozyma 0.03 32 0.015 2 056  Ad
farinosa
MM864OE  M.farinosa 0.03 64 0.015 2 053  Ad
MM103 A fumigatus 4 256 2 512 25 In
MM153 A.parasiticus 8 512 1 512 1,125 In
MM293 A.flavus 4 >1024 1 >1024 1,25 In
MM294 Aflavus 4 >1024 0.5 >1024 1,125  In
MMAL7 Talaromyces 1 128 0.25 1024 825  An
funiculosus
0,03 256 2 256 68  An

ATCC90028 C.albicans

CTZ = cetoconazol; OL7 = D-limoneno; (*) Substancias testadas separadas; (**) Substancias testadas
juntas; FIC<0,5= sinérgico; 1>FIC>0,5= aditivo; 4>FIC=1= indiferente; FIC=4= antagbnico. Ad=Aditivo;
In= Indiferente; An=Antagdnico; R=interpretacao.

Tabela 10 - Comparacédo entre a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Inibitéria
Fraccionada (FIC), in vitro, dos isolados frente ao ciclopirox olamina e ao D-limoneno sobre a reducéo
da populacado de fungos isolados de pacientes com otomicose.

Registro Cepas *CPO *OL7 *CPO *QL7 FIC R
(Mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)

MM628 Aspergillus 16 1024 16 >1024 2 In
pseudonomius

MM649 A.flavus 2 >1024 4 >1024 3 In

MM6610D A.flavus 4 1024 2 >1024 15 In

MM6610E A.flavus 4 512 2 1024 2,5 In

MM674 A.sydowii 1 >1024 2 1024 3 In
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MM699(1) A.tamarii 8 1024 8 >1024 2 In
MM699(2) A.tamarii 8 1024 8 >1024 2 In
MM735 A.Awamori 2 256 0.5 256 1,25 In
MM736 A.niger 1 512 0.5 256 1 In
MM817F A.flavus 8 1024 8 >1024 2 In
MM817L Candida 0.25 128 0.25 256 2,5 In
parapsilosis
MM841 A.sydowii 1 1024 2 512 2,5 In
MM8640D Millerozyma 0.03 32 0.125 64 6,16 An
farinosa
MM8640E M.farinosa 0.125 64 0.125 64 3 In
MM103 A.fumigatus 1 256 0.125 512 2,125 In
MM153 A.parasiticus 4 512 8 1024 4 An
MM293 A.flavus 8 >1024 4 >1024 15 In
MM294 A flavus 4 >1024 4 1024 2 In
MM417 Talaromyces 0.5 128 1 256 4 An
funiculosus
ATCC90028 C. albicans 0,5 256 0,25 512 2,5 In

CPO = ciclopirox olamina; OL7 = D-limoneno; (*) Substancias testadas separadas; (**) Substancias
testadas juntas; FIC<0,5= sinérgico; 1>FIC>0,5= aditivo; 4>FICz1= indiferente; FICz4= antag6nico. In=
Indiferente; An=Antagdnico; R=interpretacéo.

Tabela 11 - Comparacéo entre a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentrac@o Inibitéria
Fraccionada (FIC), in vitro, dos isolados frente ao octopirox olamina e ao D-limoneno sobre a redugéo
da populacéo de fungos isolados de pacientes com otomicose.

Registro Cepas *OPO *OL7 *OPO *QL7 FIC R
(Mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (ng/mL)

MM628 Aspergillus 4 1024 2 >1024 15 In
pseudonomius

MM649 A.flavus 0.5 >1024 0.25 1024 15 In

MM6610D A flavus 2 1024 0.25 1024 1,125 In

MM6610E A flavus 2 512 <0.06 <2 0,033 Sn

MM674 A.sydowii 0.5 >1024 0.25 1024 15 In

MM699(1) A.tamarii 4 1024 0.5 1024 1,125 In
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MM699(2) A.tamarii 2 1024 0.5 >1024 1,25 In
MM735 A.awamori 2 256 0.06 2 0,037  Sn
MM736 A.niger 1 512 0.25 256 0,75 Ad
MM817F A.flavus 2 1024 1 1024 15 In
MM817L Candida 0.25 128 0.06 256 2,24 In
parapsilosis
MM841 A.sydowii 0.5 1024 0.25 256 0,75 Ad
MM8640D Millerozyma 0.25 32 0.015 2 0,122 Sn
farinosa
MM8640E M.farinosa 0.125 64 0.03 64 1,24 In
MM103 A.fumigatus 2 256 0.06 2 0,037 Sn
MM153 A.parasiticus 4 512 1 1024 2,25 In
MM293 A. flavus 4 >1024 1 >1024 1,25 In
MM294 A.flavus 2 >1024 0.25 1024 1,125 In
MM417 Talaromyces 1 128 0.25 256 2,25 In
funiculosus
ATCC90028 C.albicans 0,25 256 0,06 512 2,24 In

OPO = octopirox olamina; OL7 = D-limoneno; (*) Substancias testadas separadas; (**) Substancias
testadas juntas; FIC<0,5= sinérgico; 1>FIC>0,5= aditivo; 4>FIC=1= indiferente; FIC=4= antagbnico.
Sn= Sinérgico; Ad=Aditivo; In=Indiferente; R=interpretacgéo.

3.6 CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME POR FUNGOS ISOLADOS DE
PACIENTES COM OTITE FUNGICA

Os biofilmes dos isolados foram quantificados nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
com duas metodologias diferentes: o ensaio com Cristal Violeta, que mede a
guantidade de biomassa total do biofilme e o ensaio MTT, que mede a atividade
metabdlica do biofilme.

Todos os isolados testados foram capazes de produzir biofilmes nos trés
tempos com diferencgas significativas entre os tempos de crescimento. Em relacdo a
obtencdo do biofilme pelo método colorimétrico com cristal violeta (CV), todos os
isolados produziram maior quantidade de biomassa com 48 horas de crescimento,
exceto A. sydowii (MM674 e MM841) e M. farinosa (8640D e 8640E), que obtiveram

maior quantidade de biomassa com 72h (Gréfico 1).
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Grafico 1 — Os dados representam a média e 0 desvio padrao (SD) da absorbancia (OD570) do Cristal
violeta durante a producao de biofilme por espécies de Aspergillus, Candida parapsilosis, Millerozyma
farinosa, Talaromyces funiculosus e o controle de Canidida albicans ATCC90028 (C. abicans) com trés
repeticdes, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Para a analise, o teste de comparacGes multiplas de
Tukey foi realizado para todas as medias obtidas com nivel de significAncia de 5%.
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Da mesma forma, foi observado na comparacdo das médias entre os trés

tempos, nos quais houve diferenca significativa (Grafico 2).

Grafico 2 — Relagdo das médias da formacao de biofilme nos tempos 24, 48 e 72 horas, quanto a
quantidade de biomassa, evidenciando diferenca significativa entre 24h/48h e 48h/72h (P < 0.0001) e
24h/72h (P < 0.001).
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Devido ao fato que ensaio de formacao de biofilme utilizando o CV quantificar
apenas a biomassa, foram realizadas as analises de quantificacdo da atividade
metabdlica pelo ensaio colorimétrico de reducdo de sais de tetrazolio, por 3-(4,5-
Dimethyl-2-Thiazyl) -2,5- Diphenyl-2HTetrazolium bromide (MTT). O teste do MTT é
usado para avaliar viabilidade celular. O MTT, quando incubado com células vivas,
tem seu substrato quebrado por enzimas mitocondriais, transformando-se de um
composto amarelo em um composto azul escuro (formazan). A producao de formazan
reflete o estado funcional da cadeia respiratoria.

Quando nos referimos ao método colorimétrico MTT, nossos resultados
demonstraram que a atividade metabdlica dos isolados foi maior com 24h de
crescimento em quase todos os isolados, exceto com A. sydowii (MM674 e MM841),
gue a maior atividade metabdlica foi observada com 48 horas de crescimento (Grafico
3).

Grafico 3 - Os dados representam a média e o desvio padrao (SD) da absorbancia (OD570) do MTT
durante a producéo de biofilme por espécies de Aspergillus, Candida parapsilosis, Millerozyma farinosa,
Talaromyces funiculosus e o controle de Canidida albicans ATCC90028 (C. abicans) com trés
repeticdes, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Para a andlise, o teste de comparag¢fes multiplas de
Tukey foi realizado para todas as medias obtidas com nivel de significAncia de 5%.
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No grafico 4, observamos que houve diferenca significativa entre os trés tempos
em relacdo ao metabolismo do biofilme detectado pelo método MTT, de acordo com

0 teste estatistico.

Grafico 4 — Relacdo das médias da formacédo de biofilme nos tempos 24, 48 e 72 horas, quanto a
atividade metabdlica, evidenciando diferenga significativa entre 24h/48h e 48h/72h (P < 0.001) e
24h/72h (P < 0.01).
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Segundo Mowat et al. (2007), A. fumigatus tem a capacidade de formar
estruturas multicelulares de biofilme em uma maior quantidade em 48 horas. O mesmo
foi achado em nossa pesquisa, tanto para A. fumigatus, quanto para os outros isolados
obtidos por nés. Ele ainda afirma que apds esse tempo, a quantidade de biomassa
estabilizou. O que diferiu dos nossos resultados, uma vez houve uma diminui¢do na
quantidade de biofilme no tempo de 72 horas.

Da mesma forma, Kirchhoff et al. (2017), em outro trabalho, analisando
biofiimes de Exophiala dermatitidis, demonstraram, baseado em violeta de cristal
(CV), que todos os isolados conseguiram formar biofilme. Os pesquisadores, assim
COMO na nossa pesquisa, e na de Mowat et al. (2007), também observaram que a
guantidade de biomassa no biofilme de 48 horas maior do que com 24 horas (P =
0,0098). Estes pesquisadores também fizeram uma comparacdo da atividade
metabdlica, detectada pelo ensaio XTT e da biomassa, detectada por coloragédo CV,
e provaram que a atividade metabdlica do biofilme de E. dermatitidis ndo esta
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associada linearmente a biomassa envolvida no biofilme. Eles concluiram que o
ensaio com XTT e a coloracdo com CV sdo complementares, pois a coloragcdo CV
detecta biomassa no biofilme e o ensaio XTT, assim como o MTT, detecta a atividade
metabodlica (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014).

Silva-Dias et al. (2015), analisando a formacao de biofilme de espécies de
Candida, por meio de ensaio com cristal violeta, relataram que a quantidade de
biomassa obtida por C. albicans e C. parapsilosis foram maiores com 48h, semelhante
a nossos achados. Contudo, para eles a atividade metabdlica destes isolados séo
maiores também com 48h, enquanto, em nossos resultados, C. albicans teve maior
atividade metabdlica com 24h, decaindo bastante em 48h. Eles também afirmaram
que C. parapsilosis foi quem teve menor atividade metabdlica, o que também difere
de nosso trabalho. Eles ainda complementam que espécies que sdo formadores de
biofilme mais rapidamente, indicam que o biofime se torna completamente

estabelecido nas primeiras 24 h.

3.6.1 Avaliacao do tratamento do biofilme frente a cetoconazol, octopirox olamina e D-

limoneno

Em nossas pesquisas também avaliamos a atividade de cetoconazol, octopirox
olamina e D-limoneno contra biofilmes maduros ao longo de 48 h a 35 °C. Os farmacos
e 0 D-limoneno foram adicionados apds dois dias de formacdo de biofiime. O
cetoconazol e octopirox olamina apresentaram atividade sobre o biofilme nas
concentragdes de 8 a 32 pg/ mL, e o limoneno, 256 a 2048 pg/ mL (Tabela 12).

Frente ao cetoconazol, octopirox olamina e ao D-limoneno, todos biofilmes dos
isolados apresentaram inibicdo de crescimento em um valor superior a CIM das
células planctbnicas correlacionadas.

Sherry et al. (2017), analisando cepas de Candida auris, um patégeno
emergente de levedura multirresistente, constataram que esta levedura, altamente
virulenta, tem capacidade para formar biofiimes resistentes a antifiungicos como
fluconazol, voriconazol, caspofungina, micafungina, anfotericina B lipossomal,
anfotericina B. Os agentes antifingicos foram testados nas concentragcées de 0,06-
32,0 mg/L para células plancténicas e sésseis. O fluconazol foi ineficaz com CIM > 32

mg/L contra as comunidades planctdnicas e sésseis, enquanto o voriconazol


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sherry%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28098553
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apresentou atividade minima contra as células planctbnicas. Segundo o0s
pesquisadores, embora a anfotericina B lipossomal tenha sido ativa contra C. auris
planctdénico a 0,25-1,0 mg/L, foi necessaria até 16 mg/L para reduzir a viabilidade
metabdlica do biofilme em 90%. A anfotericina B foi mais eficaz, exigindo 4 mg/L para
matar biofilmes. A micafungina foi a equinocandina mais ativa. Contudo, exigindo <0,5
mg/L para inibir as células plancténicas, em comparacdo com 2-32 mg/L para a
caspofungina. No entanto, estes dois agentes antifungicos foram ineficazes contra
biofilmes, exigindo CIM > 32 mg/L para inibir células sésseis.

A formacéao de biofilme pode causar a persisténcia de infec¢cdes que devido a
exposicdo a antibioticos, ou seja, predispde ao desenvolvimento de resisténcia a
antibioticos aos micro-organismos (CIOFU et al., 2017). Além disso, com a falta de
desenvolvimento de novos agentes antifingicos, a resisténcia a drogas nesses
pacientes ainda tem um problema que é dificil de resolver. Este aumento elevado da
resisténcia vem em associagdo com a descoberta de que os fungos patogénicos sao
capazes de produzir um complexo multicelular conhecido como biofilme (TSEUNG,;
ZHAO, 2016).

Tabela 12 — Concentra¢do Fungicida Minima (CFM) capaz inibir os biofilmes apds 48h de incubagéo
dos fungos isolados de pacientes com otomicose frente ao cetoconazol, octopirox olamina e ao
limoneno.

Biofilme dos Isolados/ Farmacos Cetoconazol Octopirox Limoneno
(Mg/ mL) olamina (Mg/ mL)
(g/ mL)
MM628 Aspergillus 16 16 1024
pseudonomius
MM649 A. flavus >32 >32 2048
MM6610D A. flavus 32 16 1024
MM6610E A. flavus >32 8 1024
MM674 A. sydowii 8 8 1024
MMG699(1) A.tamarii 32 >32 2048
MMG699(2) A.tamarii 32 16 1024
MM735 A. awamori >32 16 1024
MM736 A. niger >32 >32 2048



MM817F

MM817L

MM841

MM8640D

MM8640E

MM103

MM153

MM293

MM294

MM417

ATCC90028

A. flavus

Candida parapsilosis
A.sydowii

Millerozyma farinosa
M.farinosa

A.fumigatus

A. parasiticus

A. flavus

A.flavus

Talaromyces funiculosus

C. albicans

>32

>32

16

16

>32

16

16

16

>32

>32

>32

16

16

>32

32

16

16

16

>32
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>2048
1024
1024
256
128
1024
2048
2048
>2048
256

>2048
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4 CONCLUSOES

De acordo com o que podemos observar nos resultados, concluimos que:

e Pacientes com perfuracio da membrana timpanica, acometidos por
colesteatoma, hipertrofia das amigdalas e adenoide, e com patologia

relacionada a mastoide sdo susceptiveis a micose no conduto auditivo externo;

e Espécies de Aspergillus continuam sendo os agentes etioldgicos mais

frequentes em casos de otite externa fungica, sobretudo, A.flavus;

e Aspergillus pseudonomius, Talaromyces funiculosus, A. sydowii, e Millerozyma

farinosa estdo sendo relatados pela primeira vez causando otomicose;

e O uso da ferramenta da similaridade genética pode ser eficiente para detectar
infeccdo em casos de otomicose bilateral por mesma cepa;

e Os agentes etiolégicos da otomicose sao potencialmente produtores de
biofilmes com 48 horas e possuem maior atividade metabdlica em 24 horas,

exceto A. sydowii e M. farinosa;

e Cepas de A. flavus, isolados do conduto auditivo externo podem apresentar

resisténcia, in vitro, ao tratamento com a anfotericina B;

e Cepas de A. awamorii, A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A. parasiticus,
Talaromyces funiculosus, obtidos de pacientes com otomicose, podem
demonstrar resisténcia ao tratamento, in vitro, ao fluconazol, diferente do que
ocorre com estas espécies de fungos frente a outros azoélicos como cetoconazol

e itraconazol;

e Isolados fungicos de pacientes com otite externa sdo mais susceptiveis ao
octopirox olamina do que ao ciclopirox olamina, sendo o primeiro uma nova

possibilidade de alternativa para o tratamento da otomicose;
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Derivados de tiossemicarbazonas L3, L8 e L9, assim como o D-limoneno,
provocam inibicdo no crescimento de fungos isolados de pacientes com otite

externa fungica;

Octopirox olamina e o D-limoneno apresentam sinergismo frente a espécies de
Aspergillus flavus, A. awamori, A. fumigatus e M. farinosa isolados de pacientes

com otite fungica;

Biofilmes de A. pseudonomius, A. flavus, A. tamarii, A. sydowii, A. parasiticus,

T. funiculosus e M. farinosa sdo susceptiveis ao tratamento com cetoconazol;

Biofilmes de A. flavus, A. sydowii, A. tamarii, A. awamorii, A. parasiticus, M.

farinosa sdo sensiveis a octopirox olamina;

O D-limoneno causa inibicéo no crescimento de biofilmes produzidos por fungos
causadores da otomicose, podendo ser alvo de mais estudos para 0 uso no

tratamento de casos de otomicose.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: "OTOMICOSE: DIAGNOSTICO E NOVAS ESTRATEGIAS
PARA O CONTROLE,
PREVENC}AO E TRATAMENTO"
Pesquisador: Rejane Pereira
Neves Area Tematica:
Verséo: 2
CAAE: 44747515.5.0000.5208
Instituicdo Proponente:Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.117.208
Data da Relatoria: 30/07/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado, apresentado ao PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM BIOLOGIA

DE FUNGOS, pela aluna MARIA DANIELA SILVA BUONAFINA, sob a orientacdo da
Prof2 Dra REJANE

PEREIRA NEVES e co-orientagcdo do Prof DR REGINALDO GONCALVES DE LIMA

NETO

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Detectar, isolar e identificar fungos em amostras clinicas de pacientes com otite
fungica que fazem ou nao uso de aparelho auditivo, e buscar novas estratégias para
0 controle, prevencgao e tratamento da otomicose.

Objetivo Secundario:

Diagnosticar a otite fungica em pacientes que fazem uso ou ndo de aparelho auditivo;
Verificar a associacdo de otomicose com outras doencas da orelha média e externa;
Identificar os isolados fungicos através de metodologias classica e molecular;
Correlacionar, através de similaridade genética, os agentes etiolégicos obtidos do

dispositivo auricular com do conduto auditivo dos pacientes;
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Avaliar a capacidade de formagédo de biofilme, quantitativamente, dos agentes da

otomicose.

Determinar o padrdo de sensibilidade antifUngica dos agentes etioldgicos de
otomicose e do biofilme formado nos dispositivos auriculares, frente a antifingicos

comerciais e novas substancias bioativas.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: 1 - Constrangimento no momento da coleta, entretanto serdo utilizados para
o desenvolvimento da referida pesquisa apenas amostras bioldgicas de secrecédo de
pacientes que terdo solicitacdo médica para diagnostico microbiolégico, independente
de execucdao do projeto.

2 - Possivel perda de alguma das amostras, entretanto a pesquisadora se
compromete com a manipulagdo do material de forma adequada e segura.

3 - Possivel quebra de sigilo ou extravio de algum dado do prontuério do paciente.
Como forma de minimizar esses riscos, a pesquisadora se compromete com a
manipulacdo adequada do prontuério e a confidencialidade dos dados coletados
conforme declaracdo anexada na plataforma Brasil.

Beneficios: 1- os pacientes atendidos no setor de otorrinolaringologia, com suspeita
de otite fungica, terdo acesso a um diagndéstico laboratorial micoldgico rapido e
fidedigno, que sera realizado no Laboratorio de Micologia Médica do Centro de
Ciéncias Biolégicas da UFPE. 2- A identificacdo de todos os agentes etiolégicos da
otomicose norteara um tratamento mais preciso, visto que, ja existe resisténcia por
parte destes organismos aos antifingicos comercialmente disponiveis.

3- Adicionalmente, acredita-se que a avaliacdo do potencial antimicético de
substancias bioativas recentes, que esta sendo proposto e nunca foi utilizado para o
referido sitio anatdémico, podera compor o arsenal terapéutico e contribuir na terapia

desse quadro infeccioso.

Comentéarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa € relevante e trara uma grande contribuicdo para a melhoria de vida dos
pacientes, uma vez que o diagnéstico da otomicose ainda nao é rotina do setor de

otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas.
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Consideracfes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Folha de rosto devidamente assinada e carimbada,

Cartas de anuéncia do Dep de Micologia da UFPE, do Servi¢o de Otorrinolaringologia
do HC/UFPE e do Servico de Arquivos Médicos e estatistica do HC/UFPE (esta ultima
assinada pela chefia do SAME e também pela gerente de Ensino e Pesquisa do
HC/UFPE);

Constam 3 TCLEs (maiores de 18 anos, analfabetos e juridicamente incapazes e
responsaveis para menores de 18 anos e 1 TALE (menores de 12 a 18 anos);

Curriculum Lattes devidamente anexados;

Termo de confidencialidade devidamente datado e assinado; Projetos adequados em
ambos os formatos.

Recomendacdes:

Deixamos como recomendacéo, apenas a correcao da data de inicio da pesquisa, no
texto, ao final da segunda pagina do projeto da plataforma, onde se inicia a
metodologia. (Salientamos que esta data foi devidamente corrigida no cronograma do

projeto da plataforma, bem como no texto projeto do word).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao ha.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

N&o

Consideracges Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta
de dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apds
o envio do Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do
modelo de Relatorio Final para envia-lo via “Notificagcao”, pela Plataforma Brasil. Siga
as instrucbes do link “Para enviar Relatério Final’, disponivel no site do
CEP/CCS/UFPE. ApOGs apreciacdo desse relatorio, o CEP emitird novo Parecer

Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.



125

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme
delineada neste protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao
previsto ao voluntario participante (item V.3, da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).
Eventuais modificacbes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA
ao projeto, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Para projetos com mais de um ano de execuc¢do, € obrigatorio que o pesquisador
responsavel pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios
parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de
sua aprovacéao (item X.1.3.b., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12).

O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos
relevantes que alterem o curso normal do estudo (item V.5. da Resolucdo CNS/MS N°
466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar todas as medidas imediatas e
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, junto com seu posicionamento.

RECIFE, 22 de Junho de 2015

Assinado por:
LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)



