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RESUMO 
Dermatófitos são fungos que apresentam a capacidade de invadir os tecidos queratinizados do 

homem e dos animais, produzindo a dermatofitose. Biofilmes são comunidades estruturadas de 

microrganismos que se agrupam de maneira organizada a uma superfície ou que se aderem uns 

aos outros, dentro de uma matriz extracelular que eles mesmos produzem. Pela primeira vez, 

neste trabalho, foi descrita a formação de biofilmes por isolados clínicos e cepas ATCC de 

dermatófitos. Também se avaliou a sensibilidade das cepas frente aos antifúngicos 

convencionais e derivados sintéticos do ácido protocatecuico, determinando sua toxicidade e 

eficiência, tanto nas formas planctônicas como de biofilme. A identificação molecular dos 

isolados clínicos mostrou concordância com a identificação convencional. Todas as cepas e 

isolados foram capazes de formar biofilmes nos quatro meios testados. Trichophyton. rubrum 

ATCC 28189, ATCC MYA-4438, T. rubrum 143 e Trichophyton. mentagrophytes 66 

produziram mais biomassa e matriz extracelular que T. mentagrophytes ATCC 11481 (p<0.05). 

RPMI 1640, BHI e DMEM estimularam maior produção de biomassa e matriz extracelular que 

o meio de queratinócitos. Todas as espécies foram capazes de formar biofilmes maduros em 72 

h e uma rede de hifas circundadas em vários pontos por uma matriz extracelular foi mostrada 

por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Na microscopia confocal, aparentemente os 

meios RPMI e DMEM produziram biofilmes mais espessos e o meio BHI, biofilmes mais 

densos e compactos. As melhores atividades anti-dermatófitos foram expressas pelos 

protocatecuatos de butila, pentila, hexila, nonila e decila, que exibiram baixa toxicidade para as 

células HaCat, NHOK e HepG2 nas regiões da concentração inibitória mínima (CIM). Nonila 

foi o composto com melhor índice de seletividade para as células HaCat e HepG2; para as 

células NHOK os compostos mais seletivos foram hexila e nonila. Fluconazol, griseofulvina, 

terbinafina e nonila inibiram o crescimento das células planctônicas para todas as cepas. No 

entanto, os biofilmes pré-formados foram resistentes a todos os fármacos, com exceção do 

composto nonila. As células em formato biofilme foram mais resistentes aos antifúngicos que 

as células planctônicas. A maioria dos biofilmes tratados teve redução da espessura quando 

comparada ao não tratado. Nenhum biofilme tratado apresentou 100% de morte celular. Na 

sequência deste estudo, foi verificado o potencial antifúngico in vitro de nanopartículas de 

óxido nítrico (NO-np) e de efinaconazol a 10% (Jublia®) contra as formas planctônicas e 

biofilmes de T. rubrum (cepa MYA-4438 ATCC e um isolado clínico). As NO-np foram 

capazes de inibir in vitro, o crescimento de T. rubrum. O efinaconazol foi o fármaco que melhor 

inibiu o crescimento de T. rubrum, seguido pela terbinafina e o fluconazol. As combinações, 

entre as NO-np, o efinaconazol e a terbinafina produziram interações sinérgicas. A combinação 

entre as NO-np e o efinaconazol teve um comportamento fungistático na cepa ATCC de T. 

rubrum. As NO-np não apresentaram toxicidade para as células HaCat. Todos os fármacos 

testados foram capazes de inibir o crescimento das células planctônicas de T. rubrum; já as NO-

np não foram capazes de inibir o crescimento e reduzir a atividade metabólica. Os biofilmes 

pré-formados foram resistentes a todos os fármacos testados, porém, o biofilme formado pelo 

isolado clínico de T. rubrum foram sensíveis às NO-np na concentração de 40 mg/mL. Já os 

biofilmes da cepa ATCC foram resistentes à mesma concentração de nanopartículas. A grande 

maioria dos resultados da MEV dos biofilmes tratados foi concordante aos resultados mostrados 

pelo ensaio de redução do XTT. Os tratamentos com o efinaconazol e as NO-np causaram 

diminuição das espessuras dos biofilmes formados pelo isolado clínico e pela cepa ATCC. 

Esses resultados representam um avanço para a pesquisa no campo dos dermatófitos e de 

biofilmes e podem contribuir de maneira significativa para a pesquisa de novos fármacos para 

o tratamento dessas micoses.  

 

Palavras-chave: Dermatófitos; biofilmes; ácido protocatecuico; nanopartículas de óxido 

nítrico; efinaconazol 



 

 

ABSTRACT 

Dermatophytes are fungi that have the ability to invade keratinized tissues of human and 

animals, producing a condition called dermatophytosis. Biofilms are structured microbial 

communities that are organized by adhering to a surface, as well as to each other via an 

extracellular polymeric matrix. For the first time, in this work, the biofilm formation by ATCC 

strains and clinical isolates of dermatophytes was described. Also, the susceptibilities of the 

strains to conventional antifungal drugs and to the synthetic derivatives of protocatechuic acid 

were evaluated, determining its toxicity and efficacy. The molecular identification corroborated 

with the conventional one. All strains were able to form biofilms in the four media tested. 

Trichophyton. rubrum ATCC 28189, Trichophyton. mentagrophytes 66, and T. rubrum 143 

produced more biomass, polysaccharide structures and extracellular matrix than T. 

mentagrophytes ATCC 11481 (p <0.05). RPMI 1640, BHI and DMEM stimulated increased 

production of biomass and extracellular matrix when compared to the medium for 

keratinocytes. All species were able to form mature biofilms in 72 hours. The SEM results 

showed a coordinated network of hyphae in all directions, surrounded by an extracellular 

matrix. In confocal microscopy, apparently RPMI and DMEM media produced thicker 

biofilms, while the BHI produced denser and compact biofilms. The greatest anti-

dermatophytes activities were expressed by butyl, pentyl, hexyl, nonyl and decyl, 

protocatechuates, which exhibit low toxicity to HaCat, HepG2 and NHOK cells in the regions 

of minimal inhibitory concentrations (MIC). Nonyl was the compound with improved 

selectivity index for HaCat and HepG2 cells; for NHOK cells, the most selective compounds 

were nonyl and hexyl. Fluconazole, griseofulvin, terbinafine and nonyl inhibited the growth of 

planktonic cells for all strains. However, the pre-formed biofilms were resistant to all antifungal 

drugs tested except to the nonyl compound. The cells in biofilm form were more resistant to 

antifungal drugs than planktonic cells. Most of treated biofilms had reduced thickness when 

compared to the untreated biofilms. In the sequence of this study, the in vitro antifungal activity 

of nitric oxide nanoparticles (NO-np) and efinaconazole 10% (Jublia®) was checked against 

planktonic and biofilm forms of T. rubrum (strain ATCC MYA-4438 and one clinical isolate). 

The NO-np was able to inhibit the in vitro's growth of T. rubrum. Efinaconazole was the best 

drug able to inhibit the growth of T. rubrum, followed by terbinafine and fluconazole. The 

combinations between NO-np, efinaconazole and terbinafine, produced synergistic interactions. 

The combination between NO-np and efinaconazole was fungistatic against the ATCC strain 

of T. rubrum. The NO-np showed no toxicity to HaCat cells. Both clinical isolate and the ATCC 

strain ATCC MYA-4438 were able to form biofilms and 72 hours was the ideal time for biofilm 

maturation. The biofilms formed by ATCC strain produced more biomass than the clinical 

isolate. All the antifungal drugs tested were able to inhibit the growth of planktonic cells of T. 

rubrum; the NO-np concentrations in which the reading on the spectrophotometer was possible, 

were not able to inhibit growth and to reduce the metabolic activity. The pre-formed biofilms 

were resistant to all tested drugs; however, the biofilms formed by the clinical isolate were 

susceptible to NO-np in a concentration of 40 mg/ml. The biofilms formed by the ATCC strain 

were resistant to the same concentration of nanoparticles. The vast majority of the SEM results 

of the treated biofilms were consistent with the results shown by the XTT reduction assay. 

Treatments with efinaconazole and NO-np reduced the thickness of the biofilms formed by the 

clinical isolate and by ATCC MYA-4438 strain. These results represent an advance for the 

research in biofilms field and can contribute significantly to the research of new drugs for the 

treatment of dermatophytosis. 

 

Keywords: Dermatophytes; biofilms; protocatechuic acid; nitric oxide nanoparticles; 

efinaconazole. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. REVISÃO HISTÓRICA 

 Os dermatófitos são um grupo de fungos intimamente relacionados, que possuem a 

capacidade de invadir os tecidos queratinizados do homem e de outros animais, produzindo 

infecção (Weitzman & Summerbell, 1995). 

 Historicamente a micologia médica, especialmente a relacionada à doença humana, se 

iniciou com a descoberta da etiologia fúngica do favus e foi centrada em torno de três médicos 

europeus nos meados do século 19: Robert Remak, Johann L. Schönlein e David Gruby 

(Weitzman & Summerbell, 1995). 

Embora os dermatófitos tenham existido desde tempos pré-históricos e infectado 

animais durante milhões de anos, estas infecções persistiram bem antes que a sua verdadeira 

natureza fosse descoberta. A primeira referência a uma infecção dermatofítica foi atribuída a 

Aulus Cornélio Celsus, um enciclopedista romano, que em seu "De Re Medicina" escrito em 

torno de 30 dC, descreveu uma infecção com lesões supurativas do couro cabeludo que, 

posteriormente, veio a ser conhecida como o quérion de Celsus (Ajello, 1974). 

Da Idade Média até esta época, as várias dermatofitoses foram descritas como tinea. O 

termo foi utilizado pela primeira vez para traças ou mariposas de roupas e, na realidade, o nome 

genérico das diferentes espécies de traças ou mariposas que destruíam a queratina era ñTineaò. 

Uma vez que os buracos feitos por mariposas em vestuário de lã eram circulares e as lesões 

dermatofíticas ocorrem em forma de anel em pele lisa, os nossos antepassados anglo-saxões 

denominaram o termo ñem forma de anelò para essas infecções, pelo menos até o século 16. 

Este termo descreve a forma da lesão, e relaciona-se com o termo romano ñTineaò (Ajello, 

1974). 
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Considerada uma época de descobertas, em 1837, Robert Remak, um médico polonês 

que lecionava na Faculdade de Medicina da Universidade de Berlim, observou hifas nas crostas 

da doen­a conhecida como ñfavusò, porém nunca publicou suas observações, mas permitiu que 

elas fossem citadas na tese de doutorado de Xavier Hube, em 1937 (Ajello, 1974). Remak 

alegou não ter reconhecido as estruturas observadas como fungos e creditou o reconhecimento 

a Schönlein, que descreveu a natureza micótica do favus em 1839. Remak então estabeleceu 

que a natureza do favus era infecciosa e cultivou o microrganismo em fatias de maçã, 

denominando-o em seguida como Achorion schoenleinii em homenagem a Schönlein. Pela 

primeira vez um microrganismo foi associado como causa de doença humana (Ajello, 1974). 

Em 1841, a descoberta de Remak foi confirmada por David Gruby, um médico húngaro que 

atuava em Paris, e que sucintamente e com cautela, passou a descrever vários tipos diferentes 

de infecções dermatofíticas: tinea favosa, os parasitismos ectotrix e endotrix na tricofitose e a 

microsporiose. Gruby também descobriu e nomeou o gênero Microsporum em 1843 e 

descreveu o Microsporum audouinii com base no aparecimento do fungo em materiais clínicos. 

O gênero Microsporum é um dos três gêneros de fungos imperfeitos nos quais os dermatófitos 

são classificados atualmente (Ajello, 1974; Weitzman & Summerbell, 1995). 

O segundo gênero, Trichophyton, foi descrito em 1845 por Per Hendrik Malmsten, um 

investigador sueco e o terceiro e último gênero, Epidermophyton, foi estabelecido por Raymond 

Sabouraud em 1910. No entanto, até que os vários dermatófitos fossem isolados e cultivados 

em cultura pura, os gêneros e espécies desses fungos queratinofílicos não poderiam ser 

caracterizados e definidos baseados nos princípios e critérios taxonômicos (Ajello, 1974). 

 Culturas puras dos dermatófitos foram obtidas autonomamente pela primeira vez por 

volta do ano 1886 por Grawitz, na Alemanha e por Ductaux, na França. Apesar desta conquista 

e do uso rotineiro subsequente das culturas puras no estudo das suas características macro e 

microscópicas, a classificação dos dermatófitos permaneceu em um longo estado insatisfatório. 
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Muitos gêneros e espécies foram descritos baseados nas características triviais e altamente 

variáveis ou em fatores extrínsecos e irrelevantes, como reações clínicas do hospedeiro e das 

espécies animais a partir das quais os dermatófitos foram isolados (Ajello, 1974). 

Raymond Sabouraud, um dos mais conhecidos e influenciáveis micologistas médicos, 

iniciou seus estudos científicos com os dermatófitos em 1890. Entre as contribuições de 

Sabouraud estão os estudos de taxonomia, morfologia, métodos de cultivo e terapia para os 

dermatófitos. Ele também classificou esses fungos em quatro gêneros: Achorion, 

Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, baseando-se nos aspectos clínicos da doença e 

das observações macro e micro morfológicas. O meio de cultura desenvolvido por ele é 

utilizado atualmente para o cultivo de várias espécies de fungos e foi nomeado em sua 

homenagem como ágar Sabouraud dextrose (Weitzman & Summerbell, 1995). 

Em 1934, Chester Emmons modernizou o esquema de taxonomia de Sabouraud e 

estabeleceu a atual classificação dos dermatófitos, baseada na morfologia dos esporos e órgãos 

acessórios, eliminando o gênero Achorium e reconhecendo apenas três gêneros: Trichophyton, 

Microsporum e Epidermophyton (Weitzman & Summerbell, 1995). 

 Até o ano 1935, 118 espécies de dermatófitos foram descritas e classificadas em nove 

gêneros. A morfologia do esporo, características fisiológicas e reprodutivas já substituíram os 

critérios antigos e subjetivos de classificação e levaram ao que hoje pode ser considerado como 

uma sólida e mais objetiva classificação taxonômica dos dermatófitos (Ajello, 1974). 
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1.2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.2.1. Dermatofitoses 

 

Os dermatófitos são fungos filamentosos queratinofílicos que produzem uma 

enfermidade denominada dermatofitose, ou mais comumente, ñtinhaò ou ñtineaò. A 

terminologia médica utilizada para infecções por dermatófitos é determinada pela palavra tinha 

seguida por uma palavra que descreva o local da infecção, como ñtinea pedisò, referindo-se ao 

local dos pés (Weitzman & Summerbell, 1995; Achterman & White, 2012).  

Os fungos dermatófitos possuem três gêneros anamórficos: Trichophyton, Microsporum 

e Epidermophyton e, apesar da distância taxonômica, têm em comum algumas características 

microscópicas e a propriedade de colonizar, co-habitar e infectar estruturas queratinizadas como 

a camada córnea da epiderme, pelos e unhas dos hospedeiros (Weitzman & Summerbell, 1995; 

Moraes et al., 2001; Achterman & White, 2012; Baldo et al., 2012). 

Esses fungos pertencem a um grupo de fungos taxonomicamente relacionados, com um 

total aproximado de 40 espécies. Dependendo da fonte da queratina utilizada, eles podem ser 

divididos em geofílicos (solo), zoofílicos (animais) e antropofílicos (humanos).  Muitos podem 

estar presentes na forma anamórfica (estado assexuado: gêneros Epidermophyton, 

Microsporum e Trichophyton) ou estado imperfeito e teleomórfico ou perfeito (reprodução 

sexuada: maioria das espécies geofílicas e zoofílicas de Microsporum e Trichophyton). A 

maioria dos dermatófitos pertence ao filo Ascomycota, classe Euascomycetes, ordem 

Onygenales e família  Arthrodermataceae (Molina De Diego, 2011).  

Os dermatófitos geofílicos estão associados principalmente a materiais queratinosos 

como pelos, penas, cascos e chifres, como parte de seu processo de decomposição. Já os 

zoofílicos e antropofílicos são adaptados aos animais e aos humanos, sendo assim, são os 

agentes mais frequentes de micoses superficiais. As espécies antropofílicas são responsáveis 

pela maioria das infecções nos humanos, contudo, as espécies pertencentes aos três grupos estão 
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associadas a doenças clínicas. As infecções causadas por espécies antropofílicas em humanos 

tendem a ser crônicas, com pouca inflamação, enquanto que as infecções causadas pelos 

dermatófitos geofílicos e zoofílicos estão sempre associadas com inflamação aguda (Saenz, 

2001; Aquino, Constante & Bakos, 2007; Macura et al., 2010; Achterman & White, 2012; 

Baldo et al., 2012). 

 

1.2.2. Patogenia e fatores de virulência 

A infecção é geralmente cutânea, restrita à camada córnea, devido à incapacidade do 

fungo de penetrar em tecidos profundos ou órgãos de indivíduos imunocompetentes. Porém, 

em indivíduos imunocomprometidos, existem inúmeros relatos de infecções invasivas e 

profundas (Novick, Tapia & Bottone, 1987; Grossman et al., 1995; Squeo et al., 1998; Nir-Paz 

et al., 2003; Rodwell et al., 2008; Achterman & White, 2012). 

A instalação de um processo patogênico em pele glabra inicia-se sempre pela inoculação 

de um artroconídio ou fragmento de hifa depositado sobre a pele, favorecido por uma lesão 

cutânea ou escoriação preexistente, mesmo que mínima (Sidrim & Rocha, 2004). O fungo se 

adere às células, mediado por adesinas que interagem com receptores do hospedeiro. A 

penetração no estrato córneo inicia-se com o desenvolvimento de tubos germinativos a partir 

dos artroconídios. Após sete dias de incubação, as hifas começam a formar artroconídios, 

completando assim, o ciclo vegetativo de crescimento do fungo. O fungo secreta proteases que 

degradam a queratina, auxiliando na invasão (Baldo et al., 2012).  

Os pelos são atacados secundariamente à evolução de uma lesão na pele que apresenta 

em sua superfície uma grande quantidade de folículos pilosos. O dermatófito remove a cutícula 

e tem acesso aos pelos, e só para a sua progressão quando não encontra mais queratina no colete 

do bulbo pilar (Weitzman & Summerbell, 1995; Sidrim & Rocha, 2004). Por último, tem-se o 
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comprometimento das unhas, que ocorre após a penetração do dermatófito no estrato córneo 

(Bristow, 2004). 

Apesar de tudo, os mecanismos de patogenicidade desses fungos ainda não são bem 

compreendidos. Existem vários estudos com foco nas proteases queratolíticas produzidas pelos 

dermatófitos, porém ainda não se sabe como esses fungos regulam o uso dessas proteases para 

obter nutrientes do estrato córneo invadido por eles e quais são os papéis adicionais dessas 

proteínas na adesão e na imunomodulação (Vermout et al., 2008). 

Para o estabelecimento da infecção, o contato do artroconídio ou fragmento de hifa com 

a pele do hospedeiro é essencial. O fungo expressa adesinas carboidrato específicas na 

superfície dos microconídios que reconhecem a manose e a galactose. Outras espécies, como 

T. mentagrophytes, desenvolvem projeções fibrilares longas e curtas que ancoram e conectam 

os artroconídios aos queratinócitos e a outros artroconídios (Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 

2008), além de proteases como as subtilisinas, dipeptidil peptidases e metaloproteinases, que 

estão diretamente envolvidas na adesão aos queratinócitos e na invasão ao estrato córneo. Essa 

adesão é tempo dependente e pode variar dependendo da espécie de dermatófito (Vermout et 

al., 2008; Baldo et al., 2012). As subtilisinas e fungalisinas são queratinases responsáveis pela 

digestão da queratina em oligopeptídeos ou aminoácidos assimiláveis. Durante a degradação da 

queratina, os dermatófitos secretam sulfito (utilizando uma bomba de efluxo de sulfito, 

codificada pelo gene SSU1). O sulfito é um agente redutor que cliva as pontes dissulfito da 

queratina em cisteína e S-sulfocisteína, deixando as proteínas capazes de serem digeridas por 

muitas endo e exoproteases secretadas pelos fungos. A expressão elevada do gene SSU1 é 

característica dos dermatófitos e auxilia na degradação eficiente dos tecidos queratinizados 

pelos dermatófitos (Baldo et al., 2012). 

A maior atividade queratolítica está diretamente relacionada à produção de infecções 

mais sintomáticas e à ativação da resposta imune. A infecção dermatofítica induz a 
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hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), que é caracterizada pela ação dos macrófagos como 

células efetoras e também pela ação de algumas citocinas, como interferon-ɔ (INF- ɔ) (Vermout 

et al., 2008). O padrão de secreção das proteases desempenha um papel importante nas 

respostas imune e inflamatória (Achterman & White, 2012). A intensidade da inflamação 

depende da profundidade da lesão na pele e o dano é dependente da maior ou menor secreção 

de proteases (Vermout et al., 2008). 

Um estudo conduzido por Youngchim e colaboradores (2011), relatou a produção de 

melanina por várias espécies de dermatófitos. Sabe-se que a melanina é considerada um fator 

de virulência em várias espécies de fungos, uma vez que protege os microrganismos dos 

mecanismos de defesa do hospedeiro e do meio ambiente. Contudo, ainda não há evidências 

suficientes para sugerir que a melanina exerça um papel crucial na patogênese desses fungos 

(Youngchim et al., 2011). 

 

1.2.3. Epidemiologia 

A prevalência dos dermatófitos é variável nas diversas regiões do mundo e dentro de 

um mesmo país, devido a fatores como clima, condições socioeconômicas e higiênicas da 

população, urbanização, sistema imunológico do hospedeiro, características fúngicas e ações 

terapêuticas (Ngwogu & Otokunefor, 2007; Neji et al., 2009). As dermatofitoses possuem 

elevada prevalência na América Latina e atingem tanto o homem quanto os animais domésticos 

(Pinheiro, Moreira & Sidrim, 1997). T. rubrum é considerada a espécie mais prevalente 

mundialmente e é o agente mais frequentemente isolado nas onicomicoses, tinea pedis, tinea 

cruris e tinea corporis (Costa-Orlandi et al., 2012; Rivera, Losada & Nierman, 2012).  

Embora os dermatófitos sejam prevalentes em todo o mundo, os sítios de infecção 

variam dependendo da região. Países em desenvolvimento tendem a ter altas taxas de tinea 

capitis, enquanto países desenvolvidos tendem a apresentar altas taxas de tinea pedis e 



36 

 

onicomicoses. Essas últimas têm sido associadas ao aumento da urbanização, utilização de 

banheiros comunitários, prática de atividades esportivas, uso de sapatos fechados, entre outros 

(Achterman & White, 2012; Costa-Orlandi et al., 2012). 

Estudos epidemiológicos no Brasil têm demonstrado a distribuição dos agentes 

etiológicos responsáveis pelas infecções fúngicas superficiais e cutâneas em várias regiões 

geográficas. A literatura contém dados coletados e analisados a partir dos estados de São Paulo 

(Chinelli et al., 2003), Goiás (Costa et al., 2002), Rio Grande do Sul (Aquino, Constante & 

Bakos, 2007), Santa Catarina (Dos Santios et al., 1997), Minas Gerais (Marchi et al., 1983; 

Costa-Orlandi et al., 2012), Distrito Federal (Campbell et al., 1984), Amazonas (Furtado et al., 

1987), Ceará (Brilhante et al., 2000), Pará  (Silveira-Gomes et al., 2013; Pires et al., 2014) e 

Mato Grosso (Araujo et al., 2012).  

 

1.2.4. Diagnóstico  

No diagnóstico laboratorial das dermatofitoses é imprescindível que a coleta do material 

clínico, assim como a sua conservação e transporte, sejam realizados de forma adequada, já que 

influenciarão muito no resultado final do exame laboratorial. É importante que o paciente não 

esteja fazendo uso de medicamentos antifúngicos, mas, caso isso ocorra, é necessário que haja 

a suspensão do uso do mesmo por pelo menos uma semana antes do início da coleta. A 

quantidade de material deve ser suficiente para a realização de pelo menos dois exames 

laboratoriais e na coleta do material biológico, deve-se respeitar a questão do crescimento radial 

do fungo na lesão, evitando colher material em áreas lesionadas mais antigas, como o centro 

das lesões na pele e a região distal das unhas infectadas, pois o fungo geralmente se apresenta 

em menor quantidade ou com pouca viabilidade nestes locais (Weitzman & Summerbell, 1995; 

Robert & Pihet, 2008). 
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O diagnóstico da infecção dermatofítica deve ser feito antes do início da terapia 

antifúngica, devido ao longo tempo de tratamento que é requerido, além do seu alto custo e 

risco de efeitos adversos. Além disso, é fundamental o conhecimento da origem, principalmente 

antropofílica ou zoofílica da espécie de dermatófito, para que medidas profiláticas sejam 

adotadas, como o tratamento de animais de estimação e dos próprios familiares (Robert & Pihet, 

2008). 

 

1.2.4.1. Método convencional 

 No método convencional, após a coleta, condicionamento e transporte adequados, deve-

se realizar o exame micológico direto e o cultivo em ágar Sabouraud dextrose e em ágar 

Mycosel. A identificação é feita pela observação macro e micromorfológica das colônias 

fúngicas e pelo teste da urease, que diferencia T. rubrum e T. mentagrophytes (Weitzman & 

Summerbell, 1995; Robert & Pihet, 2008). Apesar de ser um teste sensível, rápido e de baixo 

custo, o exame micológico direto é limitado devido à possibilidade de ambiguidades na 

interpretação, à necessidade de experiência técnica e de problemas na quantidade e qualidade 

das amostras (Petinataud et al., 2014). 

 A metodologia clássica indicada na literatura para a observação da micromorfologia do 

fungo é o microcultivo em lâmina pela técnica de Ridell, que consiste na obtenção do 

crescimento de fungos filamentosos em meio pobre em nutrientes, favorecendo a esporulação 

e o aparecimento das estruturas de frutificação (Lacaz et al., 2002). O teste da urease é baseado 

na capacidade das espécies produzirem a enzima urease, que hidrolisa a amônia e alcaliniza o 

meio, fazendo com que a coloração do mesmo vire de amarelo para rosa escuro. (Martins et al., 

2006; Robert & Pihet, 2008). 
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1.2.4.2. Método molecular 

A identificação de espécies de dermatófitos pela metodologia clássica tem sido menos 

utilizada nos laboratórios por ser mais demorada e requerer um nível significativo de 

conhecimento e especialização tecnológica. Além disso, deve-se considerar o fato de que as 

espécies de dermatófitos apresentam muita semelhança morfológica, além do polimorfismo e 

variabilidade. Muitas técnicas moleculares foram desenvolvidas para a identificação desses 

fungos, principalmente por produzirem resultados rápidos e serem mais simples e reprodutíveis 

que as técnicas convencionais (Kanbe, 2008).  

Uma vez que o DNA é considerado extremamente resistente e pode persistir mesmo na 

ausência de hifas viáveis, as técnicas de amplificação do DNA, como as reações em cadeia da 

polimerase (PCR), podem ser úteis no auxílio da identificação convencional (Walberg et al., 

2006) 

Muitos pesquisadores têm desenvolvido técnicas que permitem a identificação dos 

dermatófitos em nível de espécie e, várias destas, permitem com que esses fungos sejam 

diferenciados em nível de cepas. Técnicas baseadas no DNA mitocondrial (mtDNA) e no DNA 

ribossomal (rDNA), determinando as relações filogenéticas entre espécies desses fungos, entre 

outras, têm sido descritas, porém, a técnica de RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA) 

tem sido utilizada frequentemente para a análise filogenética e a identificação dos dermatófitos 

(Baeza & Mendes-Giannini, 2004; Baeza et al., 2006; Abdel-Rahman, 2008; Kanbe, 2008; 

Santos et al., 2010).  

Várias abordagens são empregadas para investigar a variação genética de T. rubrum e o 

seu polimorfismo genético está localizado na região NTS ao invés da região ITS. Baeza e 

colaboradores (2004) estudaram o método de RAPD com dois iniciadores e, nesses estudos, 

foram encontrados um total de 12 padrões individuais com o primeiro iniciador e 11 com o 

segundo. Além disso, sugeriram em 2006, que uma combinação de métodos de tipagem como 



39 

 

RAPD e de elementos repetitivos (TRSs) devem ser usados para a diferenciação de T. rubrum 

(Baeza et al., 2006). Já para o complexo T. mentagrophytes, marcadores genéticos para a 

epidemiologia molecular deste grupo têm sido explorados, como a análise de restrição com 

endonucleases (RFLP), hibridização com poli (dG-dT) e métodos de RAPD. Estudos mostram 

que todas essas técnicas são úteis para a distinção das duas espécies. Outros estudos relataram 

que a região NTS do rDNA foi útil para tipagem de várias linhagens de dermatófitos. Além 

disso, também relataram variações genéticas na região NTS, tanto para T. mentagrophytes var. 

mentagrophytes quanto para T. mentagrophytes var. interdigitale. Brilhante e colaboradores 

(2006) analisaram as características moleculares de M. canis isoladas de cão, gato e humanos 

usando as técnicas de RAPD e PCR-RFLP, demonstrando que todos os isolados de M. canis 

eram geneticamente idênticos, apesar das diferentes características morfológicas (Kanbe, 

2008). 

A análise do sequenciamento das regiões variáveis do rDNA, especialmente as regiões 

ITS, definem as sequências de nucleotídeos destas regiões e demonstram as estruturas 

específicas para cada espécie de dermatófito. De acordo com estudos filogenéticos usando estes 

dados, os dermatófitos pode ser considerados como um grupo homogêneo com divergências 

evolutivas recentes, uma vez que todos os dados obtidos a partir de análises moleculares 

mostram baixa diversidade genética entre as espécies que pertencem a um mesmo gênero 

(Kanbe, 2008). 

 

1.2.5. Tratamento 

Para o tratamento das dermatofitoses existem poucos fármacos disponíveis e os novos 

fármacos pertencem basicamente às famílias dos azóis e das anilaminas (Gupta & Cooper, 

2008; Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008). Ambas as famílias de fármacos possuem excelente 

atividade contra os dermatófitos.  Para lesões em estágios iniciais, apenas o tratamento tópico 
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é indicado e os principais fármacos administrados são o ciclopirox, amorolfina, clotrimazol, 

miconazol, econazol, tioconazol, nafitina, terbinafina, cetoconazol e nistatina. A terapia tópica 

usualmente não é tóxica, uma vez que a absorção sistêmica tende a ser mínima. No tratamento 

das onicomicoses, antifúngicos tópicos possuem baixa eficácia quando usados sozinhos ou com 

antifúngicos sistêmicos mais antigos, como o cetoconazol, porém quando associados a 

medicamentos sistêmicos ainda utilizados, como a terbinafina, pode resultar em uma cura mais 

rápida (Kaur, Kashyap & Bhalla, 2008). Nas lesões extensas ou crônicas e nas onicomicoses e 

tinea capitis, a utilização de medicamentos orais associados a um medicamento tópico, é mais 

indicada. Os fármacos sistêmicos mais utilizadas são: cetoconazol, fluconazol, itraconazol, 

terbinafina e griseofulvina (Gupta & Cooper, 2008; Hay, 2009). No tratamento das 

onicomicoses, griseofulvina e cetoconazol não são mais utilizados (Gupta, Paquet & Simpson, 

2013).  

A terbinafina (Fig.1) é um fármaco derivado da alilamina, desenvolvido para uso tópico 

e sistêmico e que tem ação na biossíntese do ergosterol da membrana da célula fúngica através 

da inibição seletiva e específica da enzima esqualeno epoxidase (Balfour & Faulds, 1992). Esse 

fármaco demonstrou-se fungicida contra dermatófitos, Aspergillus spp., Scopulariopsis 

brevicaulis, Blastomyces dermatitidis, H. capsulatum e C. parapsilosis. No entanto, apresentou 

efeito fungistático contra C. albicans (Balfour & Faulds, 1992). 
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Figura 1. Estrutura química da terbinafina (Balfour & Faulds, 1992).*  

 

*  Legenda formatada de acordo com as novas regras da ABNT (Associação Brasileira de Normas Técnicas) de 

2013. 

 

O uso desses medicamentos deve ser feito com cautela e supervisão, devido ao aumento 

da resistência dos fungos aos antifúngicos, além do risco de interações com outros fármacos. 

Além disso, muitos desses medicamentos são tóxicos para as nossas células, uma vez que seus 

alvos celulares são limitados pela sua semelhança com a célula fúngica (ambas eucarióticas) 

(Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008).  Os fármacos antifúngicos podem causar toxicidade 

hepática, problemas raros de pele, como a síndrome de Stevens-Johnson e interação com outros 

fármacos que são metabolizados pelo sistema do citocromo P-450. O uso da terbinafina não é 

recomendado para pacientes com disfunção prévia no fígado. Além disso, o seu uso pode 

exacerbar o lúpus cutâneo e sistêmico eritematoso. O itraconazol também pode causar 

problemas hepáticos e seu uso é proibido em pacientes que tenham alguma disfunção nos 

ventrículos do coração. A administração de fluconazol deve ser feita com cautela em pacientes 

diabéticos do tipo 2, que fazem uso de hipoglicemiantes orais. Em pacientes que fazem uso de 

ciclosporina concomitantemente ao do fluconazol, a creatinina sérica deve ser monitorada, 

assim como o tempo de protrombina quando esse antifúngico for administrado junto a 

cumarínicos (Gupta & Cooper, 2008; Gupta, Paquet & Simpson, 2013). Durante o tratamento 
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prolongado com a griseofulvina e o cetoconazol, as funções hepáticas, renais e hematopoiéticas 

devem ser constantemente checadas (Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008). 

Embora a terbinafina seja o padrão ouro para o tratamento das dermatofitoses, novos 

derivados azólicos sistêmicos têm sido desenvolvidos (Gupta & Simpson, 2012). Alguns 

fármacos tópicos encontram-se em fase clínica, como o ME1111, o qual provou ser efetivo e 

ter pouco potencial de indução de resistência pelos dermatófitos (Ghannoum, Isham & Long, 

2015). Outros como o luliconazol (Feng et al., 2014), efinaconazol (Tosti, 2013) e o tavaborol 

(Zane et al., 2015), mostraram-se seguros e eficazes (Zeichner, 2015). 

O efinaconazol (Fig.2) é um novo triazólico utilizado para o tratamento tópico das 

onicomicoses (Iwata et al., 2014). Possui atividade potente contra os dermatófitos quando 

comparado à terbinafina e à amorolfina, além de apresentar melhor atividade contra Malassezia 

spp, Candida spp. e outros fungos filamentosos que o itraconazol e até mesmo que o fluconazol, 

dependendo da espécie (Lipner & Scher, 2015). A solução tópica a 10%, denominada 

comercialmente como Jublia®, foi desenvolvida pela Valeant Pharmaceuticals International e 

recebeu sua primeira aprovação global no Canadá, em outubro de 2013. Em 2014, o seu uso foi 

aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos e também pelo órgão 

responsável no Japão. O mecanismo de ação do efinaconazol é semelhante ao dos outros 

az·licos, sendo assim, ele atua na inibi­«o da s²ntese do ergosterol, inibindo a enzima 14Ŭ 

demetilase, envolvida na conversão do lanosterol para o ergosterol, resultando em outras 

mudanças degenerativas secundárias nas células (Patel & Dhillon, 2013). 
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Figura 2. Estrutura química do efinaconazol (Patel & Dhillon, 2013). 

 
 

Mesmo com todo o tratamento disponível, a recidiva das infecções fúngicas é um grande 

problema, principalmente na tinea pedis e onicomicoses. Deve ser feito um acompanhamento 

adequado junto ao médico, a fim de controlar e tratar fatores predisponentes a essas micoses 

bem como a educação dos pacientes em relação à manutenção de uma boa higiene (Gupta & 

Cooper, 2008; Kaur, Kashyap & Bhalla, 2008; Costa-Orlandi et al., 2012).  

1.2.6. Biofilmes 

Biofilmes são comunidades sésseis estruturadas de microrganismos que se agrupam de 

maneira organizada em uma superfície ou que se aderem uns aos outros, dentro de uma matriz 

extracelular polimérica que eles mesmos produzem (Ramage et al., 2009). A formação do 

biofilme dá muitas vantagens aos microrganismos, entre elas, a proteção contra o meio 

ambiente; a comunicação microbiana; o aumento da virulência; a promoção da cooperação 

metabólica e o surgimento de uma comunidade baseada na regulação da expressão gênica 

(Percival et al., 2012).  

Nos últimos anos, houve um aumento da valorização do papel que o biofilme 

desempenha na medicina humana, primeiro porque os microrganismos que crescem dentro de 

um biofilme apresentam características fenotípicas totalmente diferentes das que quando esse 

mesmo microrganismo se apresenta na forma planctônica. Além disso, os microrganismos em 
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comunidade também possuem resistência aumentada aos agentes antimicrobianos e maior 

proteção contra as defesas do hospedeiro (Ramage et al., 2009).  

Assim como as bactérias, os fungos também são capazes de formar biofilmes, o que têm 

aumentado sua significância clínica e também causado problemas econômicos, uma vez que 

são organismos eucariotos e, portanto, mais complexos que as bactérias. Além disso, a maioria 

das doenças causadas pelos fungos é negligenciada, dificultando o diagnóstico e o tratamento, 

acarretando altas taxas de mortalidade. Espécies de Candida  (Pires, Santos, et al., 2011; 

Martins et al., 2012; Sardi et al., 2013), Cryptococcus (Martinez & Casadevall, 2006; Ajesh & 

Sreejith, 2012), Malassezia (Figueredo et al., 2012), Trichosporon  (Colombo, Padovan & 

Chaves, 2011), Saccharomyces (Bojsen, Andersen & Regenberg, 2012), Aspergillus 

(Muszkieta et al., 2013), Histoplasma (Pitangui et al., 2012), Fusarium (Machado Vila, Sousa 

Quintanilha & Rozental, 2015), Paracoccidioides brasiliensis (Sardi et al., 2015) entre outras, 

têm sido descritas como capazes de formar biofilmes.  

Os fungos são especialmente adaptados para crescer em superfícies e são excelentes 

candidatos para a formação de biofilmes, porém esse aspecto ainda é pouco entendido quando 

comparado aos estudos com biofilmes bacterianos. Existem muitos modelos, critérios e 

fenótipos bem definidos quando se trata dos biofilmes formados por leveduras (Harding et al., 

2009). Além disso, os biofilmes formados por leveduras são facilmente mais comparáveis aos 

biofilmes formados pelas bactérias do que aos biofilmes formados pelos fungos filamentosos. 

Embora muitas espécies de leveduras sejam dimórficas e possam se converter para a fase 

filamentosa, é esperado que os biofilmes de fungos filamentosos tenham características 

morfológicas distintas tanto dos biofilmes formados por leveduras, quanto dos biofilmes 

formados por bactérias (Harding et al., 2009).  

Embora sejam poucos os relatos na literatura sobre e a utiliza­«o da palavra ñbiofilmeò 

quando se trata dos fungos filamentosos, muitas são as evidências indicativas de formação de 
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biofilmes por esses fungos nas áreas médica, ambiental e industrial. Atualmente sabe-se que 

esses fungos são capazes de formar biofilmes e que esses são diferentes tanto dos biofilmes 

formados por leveduras, quanto dos biofilmes formados por bactérias. Harding e colaboradores 

(2009), propuseram alguns critérios para a evidência de formação de biofilmes pelos fungos 

filamentosos, como o crescimento em forma de agregados complexos, em camadas, diferente 

do crescimento em monocamada; crescimento associado a uma superfície (após a adesão); 

células embebidas em uma matriz extracelular produzida pelo próprio fungo; aumento da 

tolerância a compostos antimicrobianos ou biocidas; presença de mudanças fisiológicas e 

mudanças na secreção de enzimas ou metabólitos. 

Os mesmos autores propuseram um modelo para os biofilmes de fungos filamentosos, 

que inclui seis estágios (Fig. 3): 

1 ï Adsorção, associação ou adesão inicial de células ou conídios a uma superfície (interação 

físico-química dos propágulos, fragmentos de hifas, esporos, entre outros com a superfície); 

2 ï Adesão (através da presença de apêndices e exopolissacarídeos (adesinas) que promovem a 

adesão e a agregação de células); 

3 ï Formação de microcolônia I (multiplicação celular, agregação de célula com célula, o 

recrutamento de células que estejam flutuando no meio, produção aumentada de 

exopolissacarídeos que permitem que o biofilme cresça fortemente aderido ao substrato); 

4 ï Formação de microcolônia 2 (formação de redes de hifas compactas, em camadas, 

embebidas por matriz extracelular polimérica e a formação de canais de água); 

5 ï Maturação ou desenvolvimento reprodutivo (Máxima cobertura da superfície pelas colônias, 

máxima espessura e, dependendo da espécie fúngica, desenvolvimento de corpos de 

frutificação); 

6 ï Dispersão dos esporos, microconídios ou dos fragmentos de hifas (as células planctônicas 

são lançadas do biofilme para completar um novo ciclo). 
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Figura 3. Modelo de formação de biofilmes em fungos filamentosos. (i) adsorção, (ii) adesão, 

(iii) formação de microcolônia 1, (iv) formação de microcolônia 2, (v) desenvolvimento do 

biofilme maduro, (vi) dispersão (Harding et al, 2009). 

 

 

 
  

 

Os biofilmes possuem estruturas difíceis de erradicar e tratar com o arsenal atual 

disponível de agentes antifúngicos. Além disso, não existem protocolos definidos para a gestão 

clínica desses biofilmes e não há treinamento para o diagnóstico e a identificação de uma 

infecção fúngica em formato de biofilme. Evidências clínicas podem mostrar claramente um 

papel significativo para as infecções por biofilmes fúngicos, nos quais a remoção do dispositivo 

infectado e ou a intervenção cirúrgica podem ser as únicas opções para uma gestão eficaz da 

infecção. As equinocandinas e as formulações lipossomais de anfotericina B são atualmente as 

terapias anti-biofilme mais eficazes contra os biofilmes fúngicos. O azólicos, no entanto, 

geralmente não são capazes de destruir essas comunidades (Ramage, Robertson e Williams, 

2014). 

 

1.2.7. Ácido protocatecuico 

 

O ácido protocatecuico (ácido 3,4- dihidroxibenzóico) é um composto fenólico, 

derivado do ácido benzóico, produzido pelo metabolismo secundário de plantas. Os ácidos 

fenólicos caracterizam-se pela presença de um anel benzênico, um grupamento carboxílico e 

um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na estrutura. Pode ser encontrado em quase 
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todos os materiais vegetais, incluindo alimentos, frutas e nozes. Juntamente com os seus 

derivados naturais e sintéticos, tem sido associado a um amplo espectro de ações biológicas e 

é conhecido por ter funções antioxidantes, pró-apoptóticas, anti-inflamatórias, funções 

antimelanogênicas, anticarcinogênicas, entre outras (Soares et al., 2014). 

No entanto, o principal interesse do ácido protocatecuico e seus derivados é por suas 

propriedades antimicrobianas. Tem sido reportado que o ácido protocatecuico possui atividade 

contra Campylobacter spp. e Helicobacter pylori susceptíveis e resistentes aos antibióticos, 

além de apresentar uma atividade fungicida contra Saccharomyces cerevisiae. Além disso, 

nosso grupo tem estudado a atividade do ácido protocatecuico e de seus derivados 

semissintéticos contra várias espécies de fungos. Soares e colaboradores (2014) comprovaram 

a atividade anti-dermatofítica in vitro de seis protocatecuatos contra linhagens de T. rubrum e 

T. mentagrophytes e demonstraram que o emprego dessas substâncias pode ser promissor para 

o desenvolvimento de novos protótipos antifúngicos. 

 

1.2.8. Nanopartículas de óxido nítrico (NO-np) 

 

 O óxido nítrico (NO) é uma molécula endógena, diatômica, simples, com funções 

fisiológicas importantes, principalmente com relação às defesas durante a infecção (Friedman 

et al., 2008; Schairer et al., 2012). Cada isoforma (eNOS ï óxido nítrico sintase endotelial, 

nNOS- óxido nítrico sintase neuronal e iNOS ï óxido nítrico sintase induzida) difere 

consideravelmente em relação à regulação, amplitude e duração da produção de NO, assim 

como na sua distribuição celular e tecidual (Schairer et al., 2012). Na pele, as isoformas de NO 

são sintetizadas e liberadas por diversos tipos celulares, como melanócitos, adipócitos, células 

endoteliais, macrófagos, neutrófilos, fibroblastos e queratinócitos. A reatividade do NO é 

diversificada e extensa, devido em grande parte à sua composição eletrônica que permite 

interações variadas e reações com numerosos reagentes biomoleculares (Friedman et al., 2008). 
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O NO é um gás instável em ambiente com oxigênio, portanto, reage com o oxigênio e/ou 

radicais superóxido, resultando em espécies reativas de óxido de nitrogênio (RNOS) e em 

intermediários de oxigênio (ROS) que causam danos oxidativos e nitrosativos através da 

alteração do DNA, inibição de enzimas e indução da peroxidação lipídica, que são responsáveis 

pela maioria das propriedades antimicrobianas do óxido nítrico (Schairer et al., 2012). Por 

serem lipofílicas, as moléculas de NO atravessam facilmente as barreiras fisiológicas e, 

consequentemente, atingem a maioria das células-alvo com certa facilidade. O NO pode se 

difundir ao longo de um gradiente de concentração, o que lhe permite um movimento rápido a 

partir de uma célula para outra, independente de receptores e de canais. Além disso, ele possui 

alta reatividade e meia-vida curta e é rapidamente eliminado por moléculas onipresentes, como 

a mioglobina e hemoglobina, sendo assim, o seu local de ação deve ser muito próximo ao local 

onde ele é gerado (Friedman et al., 2008). 

Dependendo da sua concentração, o óxido nítrico exerce efeito antimicrobiano de duas 

maneiras: em concentrações baixas, o NO age como molécula sinalizadora que promove o 

crescimento e a atividade de células do sistema imune e, em concentrações altas (acima de 

1µM), as moléculas de NO se ligam covalentemente ao DNA, proteínas e lipídios, inibindo ou 

matando os patógenos alvos (Schairer et al., 2012).  

Sistemas de entrega de NO exógeno utilizam as propriedades imunorreguladoras e 

antimicrobianas do óxido nítrico para tratar doenças infecciosas. Vários sistemas de liberação 

de óxido nítrico têm sido desenvolvidos na tentativa de proporcionar a entrega de óxido nítrico 

de uma forma segura, eficaz e conveniente (Schairer et al., 2012). Friedman e colaboradores 

(2008) desenvolveram uma plataforma de liberação de óxido nítrico estável e de baixo custo, 

utilizando nanotecnologia baseada em um hidrogel de silano. Além disso, essa plataforma é 

beneficiada a partir da presença de quitosana, que também possui atividade antimicrobiana. A 

quitosana é um polímero derivado do exoesqueleto de crustáceos que se liga e rompe a parede 
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celular e membrana de microrganismos devido à sua carga catiônica em ambientes fracamente 

ácidos (Schairer et al., 2012). A base fundamental destas nanopartículas envolve moléculas de 

nitrito (NO3
-) envolvidas dentro de uma matriz estrutural, cuja composição consiste de 

tetrametil ortossilicato, polietilenoglicol, quitosana e uma rede de vidro de açúcar. Como parte 

da síntese de nanopartículas, o NO3
- é termicamente reduzido para facilitar a produção da 

intrapartícula de NO (Sanchez, Nosanchuk & Friedman, 2012). Posteriormente, durante o 

processo de liofilização, o sol-gel é convertido a um pó fino, que convenientemente apresenta 

uma vida útil longa. Quando introduzidas em ambiente aquoso, as nanopartículas se inturmesce, 

formando poros que permitem a liberação sustentada do NO em diferentes períodos de tempo.  

Os estudos de caracterização dessas nanopartículas evidenciaram populações 

homogêneas medindo aproximadamente 10 nm por partícula e cerca de 130 nm por agregado 

(Fig. 4), sendo assim, essas partículas em nano escala podem atingir o alvo contra os agentes 

infecciosos, que são guardados por uma variedade de barreiras fisiológicas. Para validação do 

seu potencial terapêutico, estudos citotóxicos foram realizados in vitro e in vivo. Cultura de 

fibroblastos submetidos ao tratamento por nanopartículas de óxido nítrico (NO-np) 

demonstraram pouca ou nenhuma toxicidade; quando as NO-np foram introduzidas em modelos 

de ratos e hamsters topicamente e por via intravenosa, nenhuma citotoxicidade foi revelada 

(Friedman et al., 2008; Sanchez, Nosanchuk e Friedman, 2012). Observando seu custo 

relativamente baixo, facilidade de síntese e durabilidade, esta plataforma em nano escala 

fornece um veículo promissor para a entrega antimicrobiana. 
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Figura 4. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) das nanopartículas de óxido nítrico 

(NO-np) (Friedman, et al., 2008). 

 

 
 

 

A atividade antimicrobiana dessas nanopartículas de óxido nítrico tem sido relatada com 

sucesso na literatura, apresentando atividade bacteriostática ou bactericida contra 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) (Martinez et al., 2009), Acinetobacter 

baumannii (Mihu et al, 2010), Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli 

e Klebsiella pneumoniae (Friedman et al, 2011). Além das bactérias, essas nanopartículas foram 

também eficazes contra espécies de fungos como Candida albicans (Macherla et al, 2012) e 

Trichophyton mentagrophytes (dados não publicados) (Schairer et al., 2012).  

É importante também ressaltar o papel do NO na cicatrização de feridas, funcionando 

como mediador na maturação dos queratinócitos, angiogênese e na deposição do colágeno. 

Baseado nessa função, as nanopartículas também foram testadas in vivo em feridas causadas 

por microrganismos e foi demonstrada uma diminuição no infiltrado de neutrófilos e da carga 

bacteriana, resultando em cura rápida (Martinez et al., 2009; Sanchez, Nosanchuk e Friedman, 

2012). 

 Os fungos são organismos eucariotos e as suas células são muito semelhantes à célula 

animal. As exceções são a presença de parede celular e do ergosterol em lugar do colesterol 
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como lipídio de membrana, o que faz com que ambos sejam os principais alvos dos fármacos 

antifúngicos. O aumento da resistência aos antimicrobianos, em conjunto com o número restrito 

de antifúngicos disponíveis comercialmente e que ainda apresentam muitos efeitos adversos, 

são a causa do aumento da morbidade e mortalidade pelas infecções fúngicas (Martins et al., 

2009), portanto, há a necessidade do desenvolvimento de antifúngicos novos e mais eficazes. 

No caso das bactérias, apesar das muitas estratégias de desenvolvimento de 

antimicrobianos eficazes contra bactérias planctônicas, a maioria raramente é testada ou eficaz 

contra os biofilmes formados por elas (Hetrick et al., 2009) e pode-se dizer que o mesmo 

acontece com os fungos. Em relação a estes, a formação de biofilmes é cada vez mais evidente 

em diversas espécies, o que clinicamente é muito importante, pois essa formação é refratária ao 

tratamento antifúngico, representando um grande problema, pois a dose necessária para 

erradicar o biofilme pode exceder as mais altas concentrações terapêuticas recomentadas aos 

antimicrobianos (Ramage et al., 2012). Logo, novas abordagens para o tratamento de biofilmes 

são uma necessidade urgente. 

A habilidade dos dermatófitos na formação dos biofilmes ainda não foi descrita, porém 

acredita-se que ela esteja relacionada com a resistência desses fungos à terapia antifúngica 

(Vlassova et al., 2011). Sendo assim, esse trabalho objetiva verificar a capacidade dos 

dermatófitos de formação de biofilmes e desenvolver protótipos com atividade contra as células 

planctônicas e em formato biofilme desses fungos. 

Para melhor compreensão, o presente trabalho foi dividido em duas partes: a primeira 

relacionada ao doutorado no Brasil, sob a orientação da Prof.ª Dra. Maria José Soares Mendes 

Giannini e co-orientação da Prof. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida e a segunda, referente ao 

doutorado sanduíche realizado na Albert Einstein College of Medicine da Yeshiva University 

sob a orientação do Prof. Dr. Joshua Daniel Nosanchuk. 
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Parte I: Caracterização dos biofilmes de dermatófitos e desenvolvimento de protótipos anti-

dermatófitos nas formas planctônica e biofilme a partir de derivados sintéticos do ácido 

protocatecuico. 
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Objetivos 
(Parte I) 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

Caracterizar a formação de biofilmes por dermatófitos, avaliar a sensibilidade das cepas 

ATCC e isolados clínicos desses fungos frente aos antifúngicos fluconazol, griseofulvina, 

terbinafina, itraconazol, nistatina, miconazol e derivados sintéticos do ácido protocatecuico e 

desenvolver protótipos anti-dermatófitos nas formas planctônica e biofilme a partir do derivado 

do ácido protocatecuico com melhor índice de seletividade, determinando sua toxicidade e 

eficiência in vitro. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

¶ Confirmar a identificação morfofisiológica dos isolados clínicos de dermatófitos através 

do sequenciamento da região ITS (Internal Trancribed Spacer); 

¶ Verificar e caracterizar a formação de biofilme in vitro pelas diversas espécies de 

dermatófitos; 

¶ Avaliar a sensibilidade dos derivados sintéticos do ácido protocatecuico e dos fármacos 

de referência mais utilizados na clínica (miconazol, nistatina, itraconazol, fluconazol, 

terbinafina e griseofulvina) contra os isolados clínicos e cepas ATCC de dermatófitos; 

¶ Verificar a citotoxicidade dos derivados do ácido protocatecuico em linhagens celulares 

HaCat (queratinócitos de pele humana), NHOK (queratinócitos normais de mucosa oral 

humana) e HepG2 (células de hepatoma humano); 

¶ Avaliar a sensibilidade in vitro dos fármacos convencionais e dos derivados do ácido 

protocatecuico contra células planctônicas e biofilmes pré-formados de dermatófitos; 

¶ Avaliar a interação da combinação entre o composto derivado do ácido protocatecuico 

e o fármaco com melhor atividade anti-biofilme nas células de dermatófitos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1. AMOSTRAGEM 

Para a realização desse trabalho foram utilizadas cepas de referência de T. rubrum, T. 

mentagrophytes, M. gypseum e M. canis (T. rubrum ATCC 28189, T. mentagrophytes ATCC 

11481, M. gypseum ATCC 14683 e M. canis ATCC 32903), pertencentes à coleção do 

Laboratório de Micologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas, da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da UNESP e isolados clínicos de pacientes do Ambulatório de 

Dermatologia da Santa Casa de Misericórdia de Belo Horizonte, MG (T. rubrum 13, T. rubrum 

34, T. rubrum 65, T. rubrum 69, T. rubrum 70, T. rubrum 143, T. mentagrophytes 66 e M. 

gypseum 180, pertencentes ao Laboratório de Micologia, do Departamento de Microbiologia, 

do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG (COEP/UFMG/ETIC Proc. No. 0476.0.203.000-

09 e CEP/Santa Casa Proc. No. 094/2009).  

3.2. CULTIVO DOS DERMATÓFITOS 

Todas as cepas e isolados clínicos foram cultivados em ágar Sabouraud dextrose (Difco, 

BD biosciences) acrescido de cloranfenicol a 0,1% e/ou em ágar Mycosel (Difco, BD 

biosciences) e incubadas à temperatura de 28ºC por até 15 dias (Costa-Orlandi et al., 2012). 

3.3. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

A maioria dos isolados utilizados nesse trabalho foi identificada pela observação das 

características macro e micro morfológicas e pela utilização de testes bioquímicos, como a 

prova da urease. No entanto, nos últimos anos, as características genotípicas provaram ser mais 

eficazes e precisas na identificação dos dermatófitos do que as características fenotípicas, além 

do fato de muitas linhagens perderem sua atividade sexual com o tempo e não desenvolverem 

as estruturas de frutificação, fundamentais na identificação microscópica (Santos et al., 2010). 
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Sendo assim, faz-se necessária a confirmação da espécie pelo método molecular. Para a 

identificação molecular foi utilizado o sequenciamento da região ITS. 

3.3.1. Extração e purificação do DNA 

 

Para a extração do DNA, as cepas foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose 

(Difco, BD biosciences) suplementado com cloranfenicol a 0,05% e incubadas com agitação 

(100 RPM) à temperatura de 28ºC por até 10 dias. Os micélios foram retirados com a ajuda de 

uma alça estéril descartável e colocados em um gral de porcelana estéril contendo nitrogênio 

líquido e macerados com um pistilo. Aproximadamente 500 µL de cada micélio pulverizado 

com nitrogênio foram transferidos para um tubo de Eppendorf contendo 500 µL de tampão de 

lise (10 mM Tris/HCl; 1 mM EDTA; 1% de dodecil sulfato de sódio- SDS) e 100 µg/mL de 

proteinase K. Os microtubos foram agitados e incubados a 37ºC por 1 hora.  Em seguida, 200 

µL de NaCl 5M foram adicionados e a mistura foi novamente incubada por 10 minutos, à 

temperatura de 65ºC. Cem microlitros de brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) a 10% foram 

adicionados, com incubação a 65ºC, por 20 minutos. A solução foi então tratada com 7,5 µL de 

solução de RNAse A na concentração final de 50 µg/mL, incubada a 37ºC por 1 hora, 

finalmente extraída com um volume igual de solução de fenol clorofórmio-álcool isoamílico 

(25:24:1) e centrifugada a 12.000 rpm, a 4ºC, por 15 minutos. Esse procedimento foi repetido 

por no mínimo três vezes, dependendo da quantidade de pigmento do isolado. O DNA foi 

precipitado com a adição 1/10 de volume de acetato de sódio 3M (NaOAc) e 2 volumes de 

etanol absoluto, com incubação a -20ºC por 3 horas e ressuspendido com 50 µL de tampão de 

extração (40 mM Tris/HCl, pH=8; 2 mM EDTA). Por fim, o DNA foi dosado e teve sua pureza 

avaliada em espectrofotômetro NanoVueÊ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare 

Lifescience). Além disso, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 0,8% (Baeza e 

Giannini, 2004; Baeza et al., 2006). 
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3.3.2. Amplificação da região ITS pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 As reações de amplificação da região ITS foram realizadas utilizando-se 10 pmol de 

cada primer ITS1 (5´-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3´) e ITS4 (5-́

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´); 2,5 µL de MgCl2 (25 mM); 0,5 µL de um mix de dNTPôs 

(5 mM); 5 µL de tampão da Taq 10 X; 1U unidade de Taq DNA Polimerase e 20 ng de DNA 

em uma reação de volume total de 50 uL. As reações foram realizadas em termociclador Veriti 

96-Well Thermal Cycler (Life Technologies), seguindo o seguinte programa: 95°C por 5 

minutos, seguidos de 45 ciclos de 95°C por 30 segundos; 56°C por 15 segundos e 72°C por 65 

segundos. Após os ciclos, as amostras foram incubadas por 5 minutos a 72°C, seguido de 

resfriamento a 4°C. A reação foi então verificada em gel de agarose 1% em tampão TAE (Tris-

Acetato-EDTA) 1X e, em seguida, as amostras foram coradas com GelRedÊ Nucleic Acid Gel 

Stain (Biotium), sendo as bandas visualizadas com o auxílio de luz UV. Após a verificação da 

amplificação, os produtos das PCRs foram purificados utilizando o kit de purificação QIAquick 

PCR Purification Kit (Qiagen), de acordo com as instruções do fabricante. Após a purificação, 

os produtos de PCR foram dosados e tiveram a pureza avaliada utilizando-se o aparelho 

NanoVueÊ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Lifescience).  

3.3.3. Sequenciamento e análise dos produtos da PCR 

 

O sequenciamento dos produtos de PCR foi feito de acordo com Sanger, Nicklen & 

Coulson (1977), com modificações, como a utilização de dideoxinucleotideos fluorescentes e 

o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), utilizando 

sequenciador automático modelo ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). Em resumo, as reações 

de sequenciamentos foram realizadas separadamente para cada iniciador, com a adição de 1 µL 

de iniciador (5 µM); 2 µL de tampão de sequenciamento 2X; 40 ng de produto de PCR e 2 µL 

de BigDye® (mix com a enzima para amplificar e os nucleotídeos com a fluorescência). As 
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reações foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies), 

seguindo o seguinte programa: 96°C por um 1 minuto; seguido por 25 ciclos de 96°C por 10 

segundos; 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Após a reação, os produtos foram 

purificados utilizando o kit BigDye X Terminator® Purification Kit (Applied Biosystems), que 

contém uma resina que purifica o DNA e retém as impurezas, como sais e nucleotídeos que não 

foram incorporados. Em seguida, os produtos incorporados à resina foram vortexados por 30 

minutos e os sobrenadantes foram aplicados em placas específicas para o sequenciador ABI 

Prism 3130. As sequências obtidas foram analisadas utilizando os programas Basic Local 

Alignment Search Tool (BLASTn) (Altschul et al., 1990), disponível no site 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

 

3.4. OBTENÇÃO DOS FÁRMACOS ANTIFÚNGICOS E DOS COMPOSTOS DERIVADOS 

DO ÁCIDO PROTOCATECUICO 

 

Os fármacos antifúngicos fluconazol, griseofulvina, terbinafina, itraconazol, nistatina e 

miconazol foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich) e os compostos sintéticos 

derivados do ácido protocatecuico foram cedidos pelos grupos de pesquisa da Prof.ª Dra. Dulce 

Helena Siqueira Silva, do Instituto de Química da UNESP-Araraquara e do Prof. Dr. Luís 

Octávio Regasini, do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas da UNESP-São José do 

Rio Preto. Inicialmente o ácido protocatecuico foi isolado da planta Cupania oblongifolia, 

conhecida popularmente como pau-magro, por meio dos projetos Biota e Bioprospecta ï 

FAPESP. Esse composto sofreu modificações em sua estrutura com a adição de cadeias 

carbônicas através de reações de esterificação, como descrito por Soares e colaboradores (2014) 

(Fig. 5). 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 5. Estrutura molecular do ácido protocatecuico e seus ésteres (Soares, 2011). 
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                Ácido protocatecuico   R = H 

                Protocatecuato de metila   R = CH3 

               Protocatecuato de etila   R = CH2CH3 

              Protocatecuato de propila   R = (CH2)2CH3 

              Protocatecuato de butila   R = (CH2)3CH3 

              Protocatecuato de pentila   R = (CH2)4CH3 

              Protocatecuato de hexila   R = (CH2)5CH3 

              Protocatecuato de heptila   R = (CH2)6CH3 

              Protocatecuato de octila   R = (CH2)7CH3 

            Protocatecuato de nonila   R = (CH2)8CH3 

            Protocatecuato de decila   R = (CH2)9CH3 

             Protocatecuato de dodecila   R = (CH2)11CH3 

            Protocatecuato de tetradecila   R = (CH2)13CH3 

            Protocatecuato de hexadecila   R = (CH2)15CH3 

            Protocatecuato de octadecila   R = (CH2)17CH3 

 

 

Nesse trabalho, foram utilizados todos os compostos descritos na Fig. 5, com exceção 

dos protocatecuatos de heptila e octila, que não puderam ser produzidos até a realização dos 

testes. 

3.5. AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE DE DERMATÓFITOS AOS ANTIFÚNGICOS E 

COMPOSTOS SINTÉTICOS PELA TÉCNICA DE MICRODILUIÇÃO 

3.5.1. Diluição dos fármacos 

 

Para todos os fármacos, foram preparadas soluções-estoque considerando sua pureza, 

através de cálculos preconizados no documento M38-A2, proposto pelo CLSI (2008a). Em 

seguida, as soluções-trabalho foram preparadas através da diluição das soluções-estoque em 

meio RPMI-1640 com glutamina, sem bicarbonato e com vermelho de fenol como indicador de 

pH (Gibco®) e tamponado com MOPS - [ácido 3-(N-morfolina) propanossulfônico] (Sigma-

Aldrich), pH=7, nas proporções de 1:100 (fármacos diluídos em DMSO - griseofulvina, 

terbinafina, itraconazol, nistatina e miconazol) ou 1:10 (fármacos diluídos em solventes 

aquosos - fluconazol) e colocadas nas placas de 96 poços. Para o teste de sensibilidade dos 
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fungos dermatófitos, os fármacos foram testados nos seguintes intervalos de concentração: 64 

a 0,125 mg/L para griseofulvina e fluconazol; 16 a 0,0313 mg/L para nistatina e miconazol e 

0,5 a 0,001 mg/L para terbinafina e itraconazol. 

3.5.2. Diluição dos compostos derivados do ácido protocatecuico 

 

Os compostos foram diluídos assepticamente em DMSO e solubilizados com o auxílio 

do vórtex. Foram realizados cálculos para determinação da quantidade de cada substância 

testada para que a concentração inicial na placa de microdiluição fosse 62,5 mg/L. Em seguida, 

foram realizadas diluições seriadas até que a concentração final na placa fosse de 0,06 mg/L. 

3.5.3. Preparo do inóculo  

 

Para o preparo do inóculo, os dermatófitos foram cultivados em ágar batata dextrose 

(Difco, BD biosciences) e incubados à temperatura de 28-30ºC por sete dias ou até que houvesse 

esporulação. As culturas foram então cobertas com 5 mL de solução salina estéril a 0,85%, e 

uma suspensão de conídios foi preparada com a ajuda de uma zaragatoa estéril, gentilmente 

passada nas colônias. Os inóculos foram preparados em meio RPMI-1640 tamponado e 

ajustados com a contagem dos conídios no hematocitômetro, de modo a atingir uma 

concentração final na placa de 3x103 células/mL.  Em seguida, 100 µL foram distribuídos nas 

placas de 96 poços, juntamente aos seus respectivos controles: o controle de esterilidade do 

meio, contendo 200 µL do meio RPMI-1640 e o controle de crescimento, contendo 100 µL do 

meio RPMI e 100 µL do inóculo. Por fim, as placas foram incubadas sem agitação a 35ºC por 

5 dias e foram realizadas leituras visual e espectrofotométrica na densidade óptica de 490 nm. 

Todos os testes foram realizados em triplicata. 
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3.5.4. Controle de qualidade 

 

 Para o controle de qualidade dos testes com os fármacos antifúngicos, foram utilizadas 

as cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258, de acordo com o 

documento M27-A3, proposto pelo CLSI (2008b). As cepas foram subcultivadas em ágar 

Sabouraud dextrose (Difco, BD biosciences) e incubadas por 24 horas a 35ºC. Em seguida, 

foram preparadas suspensões das colônias em solução salina estéril a 0,85% e os inóculos foram 

ajustados com a contagem das células leveduriformes no hematocitômetro de modo a atingir 

uma concentração final na placa de microdiluição correspondente a 2,5 x103 células/mL. As 

suspensões foram preparadas em meio RPMI, colocadas em contato com os fármacos e os 

compostos nas placas de microdiluição, juntamente com seus respectivos controles e incubadas 

a 35ºC sem agitação, por 48 horas. 

3.5.5. Análise morfológica da sensibilidade dos isolados clínicos e cepas ATCC frente aos 

derivados do ácido protocatecuico 

 

Para a melhor visualização do teste de sensibilidade e verificação do comportamento 

dos isolados clínicos e cepas ATCC de dermatófitos frente aos compostos e aos antifúngicos 

comerciais, as placas de microdiluição foram analisadas após as 96 horas de incubação no 

equipamento In Cell Analyser 2000 (GE Healthcare). As imagens de microscopia óptica foram 

capturadas e analisadas no software In Cell Investigator Image Analysis (GE Healthcare). 

3.6. CONCENTRAÇÃO FUNGICIDA MÍNIMA (CFM)  

 

A determinação da Concentração Fungicida Mínima foi realizada conforme descrito por 

Soares e colaboradores (2014). Placas de Petri contendo ágar Sabouraud Dextrose (Difco, BD 

biosciences) foram previamente demarcadas de acordo com as posições das diluições dos 

compostos e controles positivos na placa de 96 poços. Uma alíquota do conteúdo dos poços foi 
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transferida para o respectivo local na placa de Petri com o auxílio de um palito de madeira 

estéril e as placas foram incubadas a 35ºC por 96 horas. A concentração fungicida mínima é 

definida como a menor concentração do composto ou fármaco onde não ocorre o 

desenvolvimento de microrganismos. 

3.7. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO MÉTODO COLORIMÉTRICO DA 

SULFORODAMINA B 

3.7.1. Cultura de células 

 

 

 Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas linhagens de células NHOK (normal 

human oral keratinocytes - queratinócitos de mucosa oral humana normais, imortalizados com 

o gene h-tert, doadas pelo Departamento de Medicina da Harvard Medical School- Dr. Karl 

Munger), HepG2 (células de hepatoma humano, obtidas do banco de células do Rio de Janeiro) 

e HaCat (queratinócitos normais de pele humana). As linhagens foram mantidas em garrafas 

próprias para cultivo de células, juntamente com o meio específico (NHOK-meio para 

queratinócitos; HepG2 e HACAT-DMEM), contendo 10% de soro fetal bovino e 10 mL/L de 

uma solução de antibióticos A5955 (Sigma-Aldrich), contendo estreptomicina 10 mg/mL, 

penicilina 10000 u/mL e anfotericina B 25 µg/mL e incubadas em estufa em condições padrão 

(37ºC, 5% CO2) (Escobar, Afonso & Aristizabal, 2009). 

3.7.2. Montagem das placas 

 

 As culturas celulares que obtiveram 90% de confluência tiveram os seus meios de 

cultivo retirados e foram lavadas com 4 mL PBS para que fosse eliminado o excesso de meio 

com o soro fetal bovino. Em seguida, foram tratadas com 2 mL de solução de tripsina durante 

5 minutos a 37ºC. As células tripsinizadas foram colocadas em tubos Falcon estéreis de 50 mL 

e centrifugadas, a fim de separá-las da tripsina. As linhagens foram então ressuspensas em seus 
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meios de cultura para serem contadas na câmara de Newbauer, de forma a obter uma 

concentração de 1 x 105 células por poço na placa de microdiluição. Cem microlitros das 

suspensões de NHOK e HepG2 foram semeados em placas de 96 poços incubados a 37ºC com 

tensão de 5% de CO2. Após 24 h de incubação para a HepG2 e 48 horas para a NHOK, 100 µL 

das várias concentrações das diluições seriadas dos derivados do ácido protocatecuico nos 

meios específicos de cada célula (nas concentrações de 62,5 a 0,06 mg/L), foram colocados em 

contato com as células. As placas foram então incubadas por mais 24 horas nas mesmas 

condições. Fluconazol foi utilizado como controle, no intervalo de concentração de 64 a 0,125 

mg/L. O crescimento celular foi avaliado através do método colorimétrico de sulforodamina B, 

previamente descrito por Skehan e colaboradores (1990), com algumas modificações. 

3.7.3. Método colorimétrico da sulforodamina B 

 

As c®lulas foram fixadas com 50 ɛL de §cido tricloroac®tico a 50% ¨ temperatura de 

4ºC por 1h, lavadas de 3 a 4 vezes com água destilada e secas à temperatura ambiente. Em 

seguida, foram adicionados 50 ɛL de solu­«o de sulforodamina B a 0,4% em cada poço e as 

placas foram incubadas a 4ºC por 20 min. Os poços foram cuidadosamente lavados por cerca 

de 3 a 4 vezes com solução de ácido acético a 1%, até que o excesso de corante fosse removido. 

Para avaliação do crescimento celular, foram adicionados 100 ɛL de Tris base 10 mM em cada 

poço, as placas foram levemente agitadas e as leituras realizadas em leitor de ELISA (BioRad 

modelo 3550) em densidade óptica (DO) de 570 nm. A porcentagem de células viáveis foi 

calculada através da seguinte fórmula: 

% Células viáveis = média do teste X 100 / média do controle negativo 

Como controles de cada placa foram utilizados peróxido de hidrogênio a 10%, 

considerando sua potência (controle positivo) e células não tratadas (controle negativo). Após 

a análise da viabilidade, foram calculados os valores de IC50 (concentração onde ocorre 50% 
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de morte celular) e o índice de seletividade (IS), que é determinado pela razão dos valores de 

IC50 pela concentração inibitória mínima (CIM). 

 

3.8. ENSAIO DE FORMAÇÃO DO BIOFILME in vitro 

O ensaio foi realizado baseado no método descrito por Mowat e colaboradores (2007) 

para a formação de biofilme de Aspergillus fumigatus, com modificações. Em resumo, as cepas 

de dermatófitos foram cultivadas em ágar batata dextrose (Difco, BD biosciences) e incubadas a 

28ºC por 7 dias ou até que houvesse esporulação. Os inóculos foram preparados cobrindo as 

culturas com 5 mL de solução salina estéril a 0,85% e ajustados com a contagem dos conídios no 

hematocitômetro, de modo a atingir uma concentração final de 1x106 UFC/mL. Em seguida, 1000 

ɛL do in·culo foram adicionados a placas de 24 po­os (TPP®, Trasadingen, Switzerland) 

contendo ou não lamínulas previamente esterilizadas. Para as placas de 96 poços, foram 

adicionados 200 ɛL de in·culo.  Em seguida, as placas foram incubadas a 37ºC por 3 a 4 horas, 

sem agitação, para que fosse realizada a pré-adesão do biofilme. Após esse período, o 

sobrenadante foi gentilmente removido dos poços e os mesmos foram lavados por cerca de 2 a 3 

vezes com solução salina estéril para a remoção das c®lulas n«o aderentes. Por fim, 1000 ɛL e 

200 ɛL de meio RPMI 1640 foram adicionados aos po­os das placas de 24 e 96 poços, que foram 

novamente incubadas a 37ºC por até 96 horas.  

3.8.1. Análise morfológica do biofilme  

Os biofilmes formados foram observados através de microscopia óptica no equipamento 

In cell Analyser (GE Healthcare), nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas. A análise das imagens 

foi feita pelo software In Cell Investigator Image Analysis. 
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3.8.2. Determinação da atividade metabólica do biofilme pelo ensaio de redução de XTT 

 

As atividades metabólicas dos biofilmes de 04 cepas clínicas (T. rubrum 143, T. rubrum 

108, T. rubrum 65 e T. mentagrophytes 66) e de 2 ATCCôs (T. rubrum 28189 e T. 

mentagrophytes 11481) foram verificadas através do ensaio de redução de XTT. Em seguida 

foram feitas as curvas de crescimento dos biofilmes das cepas com os melhores valores. O 

ensaio de redução do XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[carbonilo(fenilamino)]-

2H-tetrazólio-hidróxido) é reprodutível, sensível, rápido e está diretamente relacionado à 

atividade metabólica do biofilme. Em resumo, foram preparadas soluções-estoque de XTT (1 

mg de sal/mL de PBS) e menadiona (1mM em etanol). Os biofilmes foram formados em placas 

diferentes para os diversos tempos: 0, 3, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Em seguida, 50 µL de solução 

de XTT + 4 uL de solução de menadiona foram adicionados aos poços das placas 96 poços e 

incubadas a 37ºC por 3 horas.  A atividade da desidrogenase mitocondrial fúngica reduz o sal 

de tetrazólio XTT a sais de formazana, resultando em alteração colorimétrica que se 

correlaciona com a viabilidade celular. A mudança colorimétrica foi medida utilizando um 

leitor de ELISA (iMarkTM Microplate Reader; BIO-RAD) na densidade óptica de 490nm. Em 

todos os experimentos, o meio RPMI 1640 isento da formação de biofilme foi incluído como 

controle negativo (Mowat et al., 2007; Pitangui et al., 2012). 

3.8.3. Quantificação do biofilme 

3.8.3.1. Quantificação da massa biofilme por coloração com cristal violeta 

 

A quantificação dos biofilmes através da coloração por cristal violeta foi adaptada de 

acordo com o descrito por Mowat e colaboradores (2007). O biofilme foi formado em meios 

diferentes (RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratinócitos) em placas de 96 poços (TPP®, 

Trasadingen, Switzerland). Após as 72 horas de formação, o meio de cultura foi retirado de 

cada poço e as células aderidas lavadas três vezes com PBS. Após a secagem em temperatura 
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ambiente, foram adicionados a cada poço, 100 µL de solução de cristal violeta a 0,5% por 5 

minutos. Em seguida, os poços foram novamente lavados com água até que o excesso de 

coloração fosse removido e os biofilmes foram descorados pela adição de 100 µL de etanol a 

95% em cada poço. O etanol foi então gentilmente homogeneizado com a pipeta até que o 

restante do cristal violeta fosse completamente solubilizado (aproximadamente 1 minuto). Por 

fim, as soluções de cada poço foram transferidas para uma nova placa de 96 poços, que foi lida 

em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 570 nm. Os valores da absorbância serão 

proporcionais à quantidade de biomassa do biofilme, compreendida por hifas e material 

extracelular (quanto maior a quantidade de material biológico, maior a coloração e o valor da 

absorbância). 

3.8.3.2. Quantificação da matriz extracelular pela coloração com safranina. 

 

As matrizes extracelulares produzidas pelos biofilmes foram quantificadas pela 

coloração com safranina, como descrito por Seidler, Salvenmoser & Muller (2008). Os 

biofilmes maduros formados com RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratinócitos nas 

placas de 96 poços tiveram suas matrizes extracelulares coradas através da adição de 50 µL de 

solução de safranina a 1%, por 5 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas cuidadosamente 

com a adição de 200 µL de solução salina estéril a 0,85%, até que os sobrenadantes ficassem 

límpidos. Por fim, as placas foram lidas no espectrofotômetro, no comprimento de onda de 492 

nm. 

3.8.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 Para a MEV, o biofilme formado nas lamínulas em 4 meios diferentes, foi processado 

conforme descrito por Martinez e colaboradores (2010), com algumas modificações. 

Inicialmente, as amostras foram lavadas três vezes com PBS para remoção das células 

planctônicas e fixadas com 800 µL de solução de glutaraldeído (Sigma-Aldrich) a 2,5%, por 30 
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minutos a 4°C. Em seguida, foram realizadas três lavagens com água destilada estéril. As 

amostras foram então desidratadas com concentrações crescentes de álcool etílico, de 50% a 

etanol absoluto à temperatura ambiente. Por último, realizou-se a secagem em dessecador a 

vácuo. Antes da análise ao microscópio, as amostras foram montadas em cilindros de alumínio 

com prata (stubs) e colocadas em um evaporador de alto vácuo (Denton Vacuum Desk V, Jeol 

USA) para o revestimento de ouro. As características topográficas dos biofilmes foram 

analisadas em microscópio eletrônico de varredura Jeol JSM-6610LV. 

3.8.5. Microscopia confocal de varredura a laser 

 

Para microscopia confocal foi preparada uma solução de CAAF (Concanavalina A ï 

conjugada ao Alexa fluor 488 ï Molecular Probes) e FUN 1 (Molecular Probes, USA). Essa 

mistura foi adicionada aos poços contendo os biofilmes formados nas lamínulas e as placas 

foram incubadas a 37ºC, por 45 minutos, protegidas da luz. Em seguida, as lamínulas foram 

lavadas com água destilada, retiradas dos poços e vertidas sob 4 µL de Fluoromount-G (Sigma-

Aldrich), anteriormente depositado sobre lâminas de microscopia para observação em 

microscópio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) com programa 

de captura e processamento de imagem LAS AF 1.8.2 build 1465 Leica Microsystems CMS 

Gmgh (Martinez & Casadevall, 2006). 

3.8.6. Efeito dos fármacos antifúngicos e dos derivados do ácido protocatecuico nas células 

planctônicas  

 

Para a avaliação dos efeitos dos fármacos e dos compostos nas células planctônicas dos 

dermatófitos, os inóculos foram preparados na mesma concentração dos biofilmes, em meio 

RPMI 1640, de modo a atingir uma concentração final na placa de 96 poços correspondente a 

1x106 UFC/mL e colocados em contato com as soluções-trabalho do derivado do ácido 

protocatecuico com melhor índice de seletividade (IS), fluconazol, terbinafina e griseofulvina, 
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nas seguintes concentrações: derivado do ácido protocatecuico: 250 ï 0,005 mg/L; fluconazol 

e griseofulvina: 512-0,0625 mg/L; terbinafina: 32-0,001 mg/L. Em seguida, as placas foram 

incubadas a 37ºC por 72 horas. Após esse período, a atividade metabólica foi quantificada 

através do ensaio de redução do XTT, como descrito no item 3.8.2. As análises dos resultados 

foram feitas conforme descrito por Martinez & Casadevall (2006), para as células de 

Cryptococcus neoformans. 

3.8.7. Efeito dos fármacos antifúngicos e dos derivados do ácido protocatecuico frente aos 

biofilmes pré-formados 

 O teste de sensibilidade dos biofilmes foi realizado baseado no que foi descrito por Pierce 

e colaboradores (2008), com algumas modificações. Os biofilmes foram formados em placas de 

96 poços, como descrito no item 3.8. Após a maturação, o meio de cultura foi cuidadosamente 

aspirado e o biofilme lavado por 3 vezes com 200 ɛL de solução salina estéril a 0,85% para a 

remoção das células planctônicas remanescentes nos poços. Em seguida, foram realizadas 

diluições seriadas dos derivados do ácido protocatecuico e dos fármacos (fluconazol, terbinafina 

e griseofulvina) em meio RPMI-1640, nas mesmas concentrações descritas no item 3.8.6. Cem 

microlitros de cada diluição foram distribuídos nas placas de 96 poços, juntamente aos seus 

respectivos controles e as placas foram incubadas a 37ºC por 72 horas. Para a verificação da 

atividade metabólica, foram preparadas soluções-estoque de XTT e menadiona como descrito no 

item 3.8.2. Cem microlitros dessa solução foram adicionados aos poços após o meio de cultura 

ser retirado e o biofilme lavado com solução salina estéril a 0,85%. As placas foram então 

incubadas a 37ºC por 3 horas, protegidas da luz. Com a ajuda de uma pipeta multicanal, cerca de 

80 ɛL foram removidos e transferidos para uma nova placa, lida em leitor de ELISA, na 

absorbância de 490 nm. A redução do crescimento foi então comparada ao controle de 

crescimento do biofilme, que corresponde a 100% de crescimento, livre de tratamento. 
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3.8.8. Comparação entre células planctônicas e em formato biofilme quanto à sensibilidade aos 

fármacos antifúngicos e compostos sintéticos. 

Os efeitos dos compostos sintéticos e dos fármacos na prevenção da formação do biofilme 

e nos biofilmes maduros foram comparados através da determinação da porcentagem das 

atividades metabólicas das células planctônicas co-incubadas com os compostos e fármacos e 

das atividades metabólicas dos biofilmes maduros (Martinez & Casadevall, 2006; Nett et al., 

2008). 

3.8.9. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) dos biofilmes tratados 

 

 Para melhor visualização dos danos causados pelos compostos aos biofilmes, foi 

realizada a microscopia eletrônica de varredura. Os biofilmes foram formados em placas de 24 

poços. Após a maturação, foram colocados em contato com as soluções trabalho dos fármacos 

e dos derivados do ácido protocatecuico, em concentrações baseadas nos resultados do item 

3.8.8. Inicialmente, as amostras foram lavadas de duas a três vezes com solução salina estéril a 

0,85% para remoção das células não aderentes e fixadas com 800 ɛL de solu­«o de 

glutaraldeído a 2,5% por 1 h em temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas 

e desidratadas com concentrações crescentes de álcool etílico, de 50% a etanol absoluto em 

temperatura ambiente. Os fundos das placas foram cortados com a ajuda de um bisturi e, em 

seguida, foram secos em dessecador. Os fundos das placas foram fixados em fita de carbono, 

montados em cilindros de alumínio com prata (stubs) e colocados em um evaporador de alto 

vácuo para o revestimento de ouro e então, as características topográficas dos biofilmes foram 

analisadas em microscópio eletrônico de varredura (Martinez et al., 2010). 
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3.8.10. Microscopia confocal de varredura a laser dos biofilmes maduros tratados com os 

fármacos e o composto derivado do ácido protocatecuico com melhor índice de seletividade 

 

 Para microscopia confocal, biofilmes foram formados em placas de 24 poços contendo 

lamínulas circulares previamente esterilizadas. Após a maturação (72 h), o meio foi 

cuidadosamente aspirado e as soluções-trabalho nas mesmas concentrações utilizadas na MEV 

foram adicionadas aos poços (terbinafina ï 32 mg/L; nonila ï 256 mg/L). As placas foram 

incubadas por mais 72 h a 37ºC e a preparação para a microscopia confocal foi realizada 

conforme descrito no item 3.5.8. As imagens foram feitas em microscópio confocal Leica TCS 

SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) e processadas no programa de captura e 

processamento de imagem LAS AF 1.8.2 build 1465 Leica Microsystems CMS Gmgh  

(Martinez & Casadevall, 2006; Costa-Orlandi, 2014). 

3.9. ATIVIDADE in vitro DA COMBINAÇÃO ENTRE TERBINAFINA E O 

PROTOCATECUATO DE NONILA CONTRA T. rubrum e T. mentagrophytes 

 

A interação in vitro entre a terbinafina e o protocatecuato de nonila (o fármaco e o 

composto com melhor atividade anti-biofilme) foi verificada contra cepas ATCC de T. rubrum 

e T. mentagrophytes através do método do tabuleiro de xadrez. O inóculo e as soluções trabalho 

do fármaco e do composto foram preparados conforme descrito nos itens 3.5.1; 3.5.2 e 3.5.3 e 

de acordo com o que foi preconizado no documento M-38A2, proposto pelo CLSI (2008). 

Todos os testes foram conduzidos em placas de 96 poços e em meio RPMI 1640 com L-

glutamina e sem bicarbonato de sódio, tamponado com MOPS. As concentrações finais testadas 

nas placas variaram de 0,5 a 0,002 mg/L para a terbinafina e de 8 a 0,25 mg/L para o 

protocatecuato de nonila. O inóculo foi preparado de modo a obter uma concentração final de 

3 X 103 UFC/mL. Em seguida, as placas foram incubadas sem agitação à temperatura de 35ºC 

por até 120 horas. Foram realizadas leituras visual e espectrofotométricas a 490 nm. A interação 
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foi classificada como sinérgica, indiferente (aditiva) ou antagonista, baseada nos valores do 

índice de concentração inibitória fracionada (ICIF). O ICIF corresponde à soma das 

concentrações inibitórias fracionadas (CIF) do fármaco e do composto testados. O CIF 

corresponde ao valor da CIM da combinação, dividido pelo valor de CIM do fármaco ou 

composto sozinho, como mostrado a seguir: 

ICIF = CIF Terbinafina + CIFNonila 

CIFTerbinafina  = CIMcombinação / CIMTerbinafina      CIFNonila = CIMCombinação / CIMNonila 

Valores de ICIF Ò 0,5 correspondem a uma intera­«o sin®rgica. Se os valores de ICIF 

forem > 0,5 e Ò 4, a interação é considerada indiferente (aditiva). Valores de ICIF > 4 a interação 

é considerada antagonista (Barchiesi, Falconi Di Francesco e Scalise, 1997; Johnson et al., 

2004; Santos & Hamdan, 2006; Chaturvedi et al., 2011; Soares et al., 2014). 

3.10. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Para todos os testes foram realizados pelo menos três experimentos independentes, com 

exceção do item 3.9. Os dados foram submetidos à análise estatística utilizando o teste t ou 

análise de variância com pós-teste de Bonferroni, através do software GraphPad Prism 5.0. Os 

valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

 A confirmação da identificação morfofisiológica dos isolados clínicos de 

dermatófitos foi realizada através da análise da região ITS (Internal Transcribed Spacer), que 

separa os genes 18S e 28S do RNA ribossomal. A região ITS do DNA consiste em sequências 

altamente conservadas interespecificamente, mas variável entre diferentes espécies, que 

permitem a identificação de relações filogenéticas além da distinção de espécies (Fungaro, 

2000). Desta forma, a identificação molecular no presente trabalho, através da sequência de 

nucleotídeos da região ITS1-5.8S-ITS4 do rRNA, teve o objetivo de confirmar a identificação 

fenotípica dos isolados clínicos de dermatófitos feita previamente por Costa-Orlandi e 

colaboradores (2012). Os resultados mostram que a identificação molecular corroborou com a 

identificação morfofisiológica (Tabela 1).  

A identificação dos dermatófitos através dos meios convencionais nem sempre é fácil e 

rápida, especialmente devido à capacidade de pleomorfismo desses fungos (Hryncewicz-

Gw·ŦdŦ et al., 2011). Eckert e colaboradores (2015) identificaram espécies de dermatófitos a 

partir de 121 biópsias de 92 pacientes através de reações em cadeia da polimerase (PCR) com 

alvo na região ITS2 de dermatófitos, com subsequente sequenciamento. O sequenciamento 

detectou 94,3% de infecções por dermatófitos, comparado a 79,2% de infecções identificadas 

pelo método tradicional. Makimura e colaboradores (1998) analisaram as sequências de 

nucleotídeos das regiões ITS1 de dermatófitos e sugeriram que essas sequências de nucleotídeos 

são úteis não apenas para entender as relações filogenéticas, mas também para a identificação 

dos dermatófitos em nível de espécie. Rezaei-Matehkolaei e colaboradores (2016) mostraram 

que o sequenciamento da região ITS também é adequado para a identificação em nível de 

espécie e também para a análise filogeográfica do complexo M. gypseum. Giudice e 
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colaboradores (2012) realizaram o sequenciamento da região ITS do rDNA de isolados de M. 

gypseum e revelaram a presença de duas espécies teleomórficas de M. gypseum: Arthroderma 

gypseum e A. incurvatum. Gräser e colaboradores (1999; 2000; 2000) utilizaram técnicas de 

sequenciamento das regiões ITS, fingerprint de PCR e PCR-RFLP para definir estruturas 

precisas dos complexos de T. mentagrophytes e T. tonsurans, que foram identificados pelos 

métodos tradicionais. Através desse estudo, 24 espécies ou variedades dos complexos, foram 

reduzidas a apenas 5 espécies. As mesmas técnicas foram empregadas aos complexos T. rubrum 

e M. canis. Foi sugerido que 15 espécies ou variedades de T. rubrum poderiam ser re-

classificadas como T. rubrum ou T. violaceum, assim como cinco espécies do complexo M. 

canis poderiam ser reclassificadas como M. canis (Arthroderma otae), M.ferrugineum e M. 

audouinii (Graser, Kuijpers, El Fari, et al., 2000; Kanbe, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 

 

 

 Tabela 1. Confirmação da identificação fenotípica dos isolados clínicos de dermatófitos, através do sequenciamento da região ITS. 

 

Isolados/Cepas ID Fenotípica ID Genotípica (Após sequenciamento da região ITS) Identidade 

(%) 

Número de 

Acesso 

 

Tr ATCC 28189 

 

T. rubrum 

 

T. rubrum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 

 

100% 

 

AB305111.1 

Tr 143 T. rubrum T. rubrum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 99% AB305111.1 

Tr 34 T. rubrum T. rubrum 18S ribosomal RNA gene, ITS1, 5.8S ribosomal RNA gene 100% JX431933.1 

Tr 13 T. rubrum T. rubrum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; ITS1, 5.8S rRNA gene 100% EF631619.1 

Tr 65 T. rubrum T. rubrum 5.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2, strain IFM 45885 100% AJ270805.1 

Tr 69 T. rubrum T. rubrum 18S ribosomal RNA gene, ITS1, 5.8S ribosomal RNA gene 100% JX431933.1 

Tr 70 T. rubrum T. rubrum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 99% AB305111.1 

Tm ATCC 11481 T. mentagrophytes T. mentagrophytes 5.8 rRNA gene and ITS1 and ITS2 DNA (strain CBS 318.56) 100% Z97995.1 

Tm 66 T. mentagrophytes T. mentagrophytes 5.8 rRNA gene and ITS1 and ITS2 DNA (strain CBS 106.67) 99% Z98000.1 

Mg ATCC 14683 M. gypseum M. gypseum ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, strain CCF 4626 100% LN878968.1 

Mg 180 M. gypseum M. gypseum 5.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2 100% AJ970141.1 

Mc ATCC 32903 M. canis M. canis mRNA for 5.8S ribosomal RNA, strain ATCC MYA-4605 100% AJ252329.1 

 

Tr: T. rubrum; Tm: T. mentagrophytes; Mg: M. gypseum; Mc: M. canis 
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4.2. AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE DOS DERMATÓFITOS AOS ANTIFÚNGICOS E 

DERIVADOS DO ÁCIDO PROTOCATECUICO PELA TÉCNICA DE MICRODILUIÇÃO 

E DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO FUNGICIDA MÍNIMA (CFM) 

 

A atividade antifúngica de 13 derivados sintéticos do ácido protocatecuico foi 

determinada contra quatro cepas ATCC e oito isolados de dermatófitos. Também foram 

testados os fármacos fluconazol, griseofulvina, terbinafina, itraconazol, nistatina e miconazol. 

As cepas de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6259 foram utilizadas como 

controle de qualidade dos testes (Tabelas 2 e 3). O protocatecuato de nonila foi o composto 

que melhor inibiu o crescimento fúngico na placa de microdiluição, seguido pela decila, com 

concentrações inibitórias mínimas variando entre 0,49 a 1,9 mg/L. Nonila teve um 

comportamento fungicida para a maioria dos fungos testados, com valores de concentração 

fungicida mínima correspondentes aos valores de CIM. Pentila e hexila apresentaram atividades 

inibitórias semelhantes, com as CIMôs variando entre 1,9 a 15,6 mg/L para todos os fungos 

testados. Já o ácido protocatecuico, assim como os protocatecuatos de metila, etila e propila 

demonstraram atividade anti-dermatofítica fraca (CIM >62,6 ï 31,2 mg/L), de acordo com 

Scorzoni e colaboradores (2007), apresentando, para a maioria das amostras, atividade 

fungicida. Butila apresentou melhor atividade antifúngica contra M. gypseum ATCC 14683, 

com um valor de CIM de 3,9 mg/L. Os protocatecuatos de dodecila, tetradecila, hexadecila e 

octadecila também apresentaram fraca atividade contra os dermatófitos testados, com valores 

de CIM entre 15,6 - >62,5 mg/L.  

Com relação aos fármacos antifúngicos, observamos que T. rubrum ATCC 28189 e M. 

gypseum 180 foram resistentes ao fluconazol (CIM = 64 mg/L). T. rubrum ATCC 28189 

também apresentou resistência ao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L). T. rubrum 34 e T. rubrum 70 

apresentaram-se resistentes ao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L); o miconazol apresentou melhor 



78 

 

atividade contra a cepa ATCC 11481 de T. mentagrophytes (CIM = 0,125 mg/L), porém 

mostrou-se resistente quando testado contra o isolado clínico T. rubrum 143 (CIM > 16 mg/L). 

T. mentagrophytes 66 também se mostrou resistente ao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L) e M. 

gypseum 180, além do fluconazol (CIM = 64 mg/L), também apresentou resistência à nistatina 

(CIM = 16 mg/L), como já descrito. Os valores de concentração inibitória mínima para os 

fármacos ficaram dentro do esperado e corroboraram com o que foi preconizado no documento 

M-38 A2. C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6259 tiveram um valor de MIC como 

esperado para fluconazol (1 e 64 mg/L) e itraconazol (0,12 e 0,25 m/L), validando assim a 

qualidade do teste.  

É importante ainda salientar que, além de ser o derivado mais potente, nonila também 

apresentou, no geral, valores de CIM menores que os fármacos fluconazol, nistatina e 

miconazol. Os resultados dos testes de sensibilidade dos compostos frente aos dermatófitos 

também mostraram a influência da cadeia carbônica na atividade anti-dermatofítica. A maioria 

dos resultados corroborou com o estudo anterior realizado em nosso laboratório por Soares e 

colaboradores (2014), com cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes. Nele concluiu-se que, para 

essas linhagens, os ésteres mais potentes foram aqueles que possuíam uma quantidade de seis 

a nove carbonos na cadeia alquílica lateral. Nesse estudo foi verificado que a atividade 

antifúngica foi significante nos ésteres que possuíam entre quatro e dez carbonos para todas as 

linhagens clínicas e ATCC dos dermatófitos testados. É sabido que o efeito antimicrobiano de 

compostos derivados de ácidos fenólicos aumenta com o acréscimo da cadeia alquílica lateral 

(Merkl et al., 2010; Soares et al., 2014). No entanto, observa-se que a adição de mais de 10 

carbonos leva à redução da atividade antifúngica. Uma explicação plausível está no fato de que 

à medida que a cadeia carbônica cresce, sua lipossolubilidade é aumentada e o composto 

consegue atravessar a membrana plasmática e a parede celular fúngica, porém, após certo ponto, 

o composto fica tão lipossolúvel e tão grande, que não consegue realizar mais a travessia, 

diminuindo ou impedindo sua atividade. De acordo com Kubo, Fujita & Nihei (2003), a porção 
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hidrofílica do composto se conecta à porção hidrofílica da membrana, capacitando a porção 

hidrofóbica a entrar na bicamada lipídica, gerando uma desordem na membrana. Os mesmos 

protocatecuatos utilizados no presente trabalho foram testados quanto à sua atividade 

antioxidante por De Faria e colaboradores em 2012. A mesma relação estrutura-atividade foi 

observada, sendo assim, a cadeia carbônica apresenta um papel chave não só na atividade 

antifúngica, mas também na atividade antioxidante (Soares et al., 2014). 
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Tabela 2. Valores da concentração inibitória mínima (CIM) e da concentração fungicida mínima (CFM), expressos em mg/L para o ácido 

protocatecuico e seus derivados e fármacos antifúngicos contra espécies de T. rubrum. 

Compostos / 

Fungos 

Tr*  ATCC 

28189 
Tr* 34 Tr*  65 Tr*  69 Tr*  70 Tr*143 Tr* 13 

 CIM   CFM  CIM   CFM  CIM    CFM  CIM  CFM CIM     CFM  CIM   CFM  CIM   CFM  

Ácido 

Protocatecuico 
>62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 

Metila 31,2 31,2 >62,5 >62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 62,5 62,5 

Etila 31,2 31,2 >62,5 >62,5 62,5 >62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 

Propila 31,2 31,2 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 

Butila 7,8 7,8 15,6 15,6 15,6 15,6 7,8 7,8 7,8 62.5 7,8 7,8 15,6 15,6 

Pentila 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6 3,9 3,9 7,8 7,8 

Hexila 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 15,6 3,9 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 

Nonila 0,97 0,97 1,9 1,9 1,9 1,9 0,49 0,49 1,9 1,9 3,9 3,9 3,9 3,9 

Decila 3,9 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 7,8 7,8 7,8 

Dodecila > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 > 62.5 > 62.5 >62,5 >62,5 > 62.5 > 62.5 >62,5 >62,5 

Tetradecila > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 15,6 15,6 > 62.5 >62,5 15,6 15,6 > 62.5 >62,5 

Hexadecila > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 62,5 62,5 > 62.5 >62,5 62,5 62,5 > 62.5 >62,5 

Octadecila > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 

Fluconazol 64 >64 32 >64 16 >64 8 32 32 >64 32 >64 32 >64 

Griseofulvina 1 8 0,25 0,25 <0,125 <0,125 0,5 0,5 0,25 0,5 <0,125 <0,125 0,25 0,25 

Terbinafina 0,03 0,03 0,125 0,125 0,06 0,06 0,015 0,015 0,06 0,06 0,125 0,125 0,06 0,06 

Itraconazol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,06 0,06 0,125 0,125 

Nistatina 8 16 16 16 16 16 8 8 16 16 2 2 4 4 

Miconazol 2 4 4 4 4 4 2 2 4 4 >16 >16 8 8 

 
*Tr: T. rubrum 
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Tabela 3. Valores de CIM e CFM, expressos em mg/L para o ácido protocatecuico e seus derivados e fármacos contra espécies de T. mentagrophytes, 

M. gypseum, M. canis, C. parapsilosis e C. krusei. 

 

Compostos / 

Fungos 

Tm**  ATCC 

11481 
Tm** 66 Mg*** ATCC 14683 Mg*** 180 Mc**** ATCC 32903 

 

C. parapsilosis 

ATCC 22019 

 

 

C. krusei 

ATCC 6259 

 

 CIM   CFM  CIM   CFM  CIM   CFM  CIM   CFM  CIM   CFM  CIM  CFM  CIM   CFM  

Ácido Protoc. > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 - - - - 

Metila 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - - 

Etila 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - - 

Propila 31,2 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - - 

Butila 7,8 7,8 15,6 31,2 3,9 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 - - - - 

Pentila 3,9 15,6 15,6 15,6 1,9 1,9 7,8 7,8 7,8 7,8 - - - - 

Hexila 3,9 15,6 7,8 7,8 1,9 1,9 7,8 15,6 3,9 3,9 - - - - 

Nonila 1,9-0,49 1,9 0,97 0,97 0,49 0,49 1,9 1,9 0.97 0,97 - - - - 

Decila 1,9 1,9 3,9 3,9 1,9 3,9 > 62,5 > 62,5 1,9 7,8 - - - - 

Dodecila 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6 62,5 > 62,5 > 62,5 15,6 > 62,5 - - - - 

Tetradecila 15,6 > 62,5 31,2 31,2 >62,5 >62,5 > 62,5 > 62,5 15,6 > 62,5 - - - - 

Hexadecila > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 31,2 >62,5 > 62,5 > 62,5 15,6 > 62,5 - - - - 

Octadecila > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 > 62,5 - - - - 

Fluconazol 1 4 4 32 8 32 64 >64 4 32 1 - 64 - 

Griseofulvina 0,5 4 1 1 0,5 4 0,5 0,5 0,25 32 >64 - >64 - 

Terbinafina 0,0075 0,0075 0,03 0,03 0,06 0,06 0,25 0,25 0,125 0,125 >64 - >64 - 

Itraconazol 0,0075 0,03 0,5 0,5 0,125 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,12 - 0,25 - 

Nistatina 2 2 8 8 16 16 16 16 16 16 1 - 4 - 

Miconazol 0,125 0,125 1 8 0,5 0,5 4 4 0,25 2 >64 - 0,03 - 

 

** Tm: T. mentagrophytes; *** Mg: M. gypseum; ****Mc: M. canis 
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Os produtos naturais são a base para a maioria das terapias antimicrobianas utilizadas 

atualmente. Um exemplo disso são os polienos e as equinocandinas, que são antifúngicos potentes 

derivados de produtos naturais (Butts & Krysan, 2012).  Nos últimos anos, nosso grupo tem trabalhado 

na descoberta de novos possíveis agentes antifúngicos a partir de compostos originados de produtos 

naturais. Além dos dermatófitos, os ácidos protocatecuicos mostraram-se potentes contra 

Cryptococcus spp; Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides spp. (dados não publicados). De 

Paula e Silva e colaboradores (2014) testaram a atividade de quatorze derivados do ácido gálico contra 

diversas espécies de fungos patogênicos, entre eles, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. 

neoformans, C. gattii, T. rubrum, T. mentagrophytes, A. fumigatus, A. niger, H. capsulatum, P. 

brasiliensis e P. lutzii. Contra os dois dermatófitos testados, os derivados que tiveram melhor atividade 

foram os galatos de octila, decila, undecila, dodecila e tetradecila. Para todas as espécies fúngicas 

testadas, o aumento da cadeia alquílica dos galatos, assim como ocorreu nos derivados do ácido 

protocatecuico, foi diretamente proporcional à sua atividade antifúngica. Além disso, Gullo e 

colaboradores (Gullo et al., 2012) testaram a atividade antifúngica de dois metabólitos secundários 

(maitenina e prismiterina), obtidos da planta Maytenus ilicifolia, popularmente conhecida no Brasil 

como espinheira santa. As melhores atividades foram obtidas pela maitenina, com valores de CIM e 

CFM variando entre 1,9 a 3,9 mg/L quando testadas contra T. rubrum e T. mentagrophytes. 

A literatura indica que nos últimos anos, a busca de compostos de origem natural com atividade 

anti-dermatofítica tem sido crescente. Entre os compostos descritos, destacam-se extratos 

hidroalcoólicos obtidos das folhas de Rosmarinus officinalis e Tetradenia riparia (Endo et al., 2015); 

quitosana (Egusa et al., 2015); óleos essenciais obtidos de Litsea cubeba, Origanum majorana vulgare 

e Thymus serpyllum (Nardoni et al., 2015); derivados de chalconas (Gupta & Jain, 2015); Lawsonia 

inermis (henna) (Gozubuyuk, Aktas & Yigit, 2014); geraniol e citronelol (Pereira et al., 2015), entre 

outros. 
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 Os derivados alquílicos do ácido benzoico ou ácido protocatecuico, também chamados de 3,4 

dihidroxibenzoatos têm sido reportados na literatura há vários anos por suas atividades biológicas e 

antioxidantes. Nihei, Nihei e Kubo (2003) relataram a atividade antifúngica do protocatecuato de 

nonila contra Saccharomyces cerevisiae (CIM = 12,5 mg/L). Além da atividade antifúngica, esse 

derivado também possui atividade bactericida contra Staphylococcus aureus resistente ou não à 

meticilina. O mesmo protocatecuato também se mostrou capaz de inibir o consumo de oxigênio e a 

enzima NADH oxidase de Pseudomonas aeruginosa (Kubo, Fujita & Nihei, 2003). 

 As recidivas nas infecções causadas pelos dermatófitos são frequentes, principalmente nas 

onicomicoses. Uma das razões da reincidência se deve à interrupção do tratamento longo que 

usualmente é necessário. No entanto, as recidivas também podem ocorrer devido à aquisição de 

resistência pelo fungo, principalmente em casos envolvendo tratamentos longos com baixas 

concentrações de fármacos (Ghelardi et al., 2014). 

O fluconazol é geralmente considerado um agente fungistático e tem boa atividade 

principalmente contra Candida spp (com exceção da C. krusei, que possui resistência intrínseca a esse 

fármaco) e Cryptococcus spp., porém, não possui boa atividade contra fungos filamentosos, com 

exceção dos dermatófitos (Clsi, 2008a; Sharma & Bhatia, 2011). A resistência dos dermatófitos ao 

fluconazol não é rara (Mendez-Tovar et al., 2007; Santos & Hamdan, 2007), porém os mecanismos 

ainda são pouco entendidos, mas acredita-se que podem estar relacionados à bomba de efluxo e 

tamb®m ¨ super express«o do gene ERG11, que aumenta a regula­«o da enzima lanosterol 14Ŭ-

demetilase (Mendez-Tovar et al., 2007; Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008; Hryncewicz-Gwozdz 

et al., 2013). 

Nenhum dos isolados clínicos apresentou-se resistente à terbinafina, porém a resistência à 

terbinafina, embora rara, é reportada na literatura (Mukherjee et al., 2003; Osborne et al., 2003). Esse 

fármaco inibe a enzima esqualeno epoxidase, bloqueando a síntese de esqualeno epóxido, resultando 

no acúmulo de níveis tóxicos de esqualeno e consequente diminuição dos níveis de produção de 
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ergosterol. A alta concentração intracelular de esqualeno pode interferir na função da membrana 

fúngica e também na síntese da parede celular.  

A resistência dos dermatófitos ao itraconazol também é rara, mas a resistência de isolados 

clínicos e de mutantes selecionados in vitro ao itraconazol é reportada (Mukherjee et al., 2003; Khan 

e Ahmad, 2011; Hryncewicz-Gwozdz et al., 2013; Ghelardi et al., 2014). 

 

4.3. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO MÉTODO COLORIMÉTRICO DA 

SULFORODAMINA B 

Os compostos com os menores valores de CIM (butila, pentila, hexila, nonila e decila) foram 

testados quanto à sua toxicidade em três linhagens celulares: HaCat (queratinócitos de pele humana 

imortalizados), NHOK (queratinócitos de mucosa oral humana) e HepG2 (células de hepatocarcinoma 

humano). Como controle de morte celular, foi utilizado peróxido de hidrogênio a 10%, considerando 

sua potência e a citotoxicidade foi avaliada utilizando como pontos de corte 50 e 80% de viabilidade 

celular. 

Nas linhagens de células HaCat, a viabilidade celular foi acima de 60% para todos os 

compostos nas concentrações compreendidas entre 0,12 ï 31,2 mg/L (Fig.6). Na concentração 

correspondente a 62,5 mg/L, apenas os protocatecuatos de butila e pentila apresentaram viabilidade 

celular maior que 50%. Nas concentrações da CIM (0,49 a 15,6 mg/L), todos os compostos 

apresentaram viabilidade celular maior que 80%, sendo assim, nessa região, todos apresentaram baixa 

toxicidade para os queratinócitos de pele humana. Nas concentrações acima de 31,25 mg/L hexila, 

nonila e decila mostraram-se tóxicos. Ainda nessa linhagem celular, o peróxido de hidrogênio 

mostrou-se apropriado como controle de morte, apresentando uma viabilidade, em média, de apenas 

10%. 
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Figura 6. Citotoxicidade dos compostos derivados do ácido protocatecuico em linhagens celulares 

HaCat (queratinócitos normais de pele humana).  
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Para as c®lulas NHOK, butila, pentila e hexila apresentaram viabilidade maior ou igual a 50% 

em todas as concentra­»es testadas, portanto, esses compostos n«o apresentaram toxicidade para os 

queratin·citos de mucosa oral (Fig.7). J§ nonila e decila apresentaram atividade citot·xica nas 

concentra­»es acima de 15,6 mg/L (40% de viabilidade). Contudo, nas concentra­»es correspondentes 

¨s regi»es da CIM (0,49 a 15,6 mg/L), nenhum composto foi t·xico. O per·xido de hidrog°nio n«o se 

apresentou como um bom controle de morte celular, resultando em uma m®dia de viabilidade de 

aproximadamente 50% para os queratin·citos de mucosa oral humana. 
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Figura 7. Citotoxicidade dos compostos derivados do ácido protocatecuico em linhagens celulares 

NHOK (queratinócitos normais de mucosa oral humana). Butila, pentila e hexila n«o foram t·xicos, 

apresentando viabilidade celular Ó 50%. Nonila e decila apresentaram toxicidade nas concentra­»es 

maiores que 15,6 mg/L.  
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Nas linhagens de hepatocarcinoma humano (HepG2), o composto menos t·xico foi o 

protocatecuato de butila, que, na maior concentra­«o testada (62,5 mg/L), apresentou viabilidade 

celular de aproximadamente 50% (Fig.8). Nas regi»es da CIM, considerando as margens de erro, 

todos os compostos tiveram viabilidade celular acima de 50%. Nas concentra­»es maiores que 15,6 

mg/L, pentila, hexila, nonila e decila demonstraram ser t·xicos para as c®lulas tumorais. O per·xido 

de hidrog°nio, assim como nas c®lulas HaCat, tamb®m se mostrou adequado como controle de morte, 

apresentando uma m®dia de viabilidade celular em torno de 12%. Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata e de forma independente e os valores mais pr·ximos foram considerados.  
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Figura 8. Citotoxicidade dos compostos derivados do ácido protocatecuico em linhagens celulares 

HepG2 (células de hepatocarcinoma humano).  
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O fluconazol foi utilizado como controle em todos os experimentos de citotoxicidade e, nas 

tr°s linhagens celulares testadas, apresentou viabilidade acima de 90%. 

 Para todas as linhagens celulares, foi utilizado o m®todo colorim®trico da sulforodamina B, 

pois esses derivados do §cido protocatecuico reagem com o MTT, produzindo resultados falso-

positivos. O método de coloração com a sulforodamina B foi desenvolvido pelo Instituto Nacional do 

Câncer dos Estados Unidos e descrito por Skehan e colaboradores (1990), como uma alternativa à 

utilização do método de redução de MTT, no programa de triagem in vitro para a descoberta de novos 

agentes anti-neoplásicos (Escobar, Afonso & Aristizabal, 2009). É um método barato, sensível e 

rápido, que mede o conteúdo proteico de células aderentes e em suspensão. 
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Em seguida, foram calculados os valores do IC50 e do índice de seletividade de cada composto 

para as três diferentes células. O IC50 corresponde ao valor da concentração do composto que resulta 

em inibição de 50% da viabilidade celular e o índice de seletividade corresponde à razão do IC50 pela 

concentração inibitória mínima (CIM). Os valores de IC50 e o cálculo do índice de seletividade foram 

representados na Tabela 4. Nonila foi o composto com o melhor índice de seletividade nas células 

HaCat e HepG2 para a grande maioria das cepas. Já nas células NHOK, os compostos com os melhores 

IS entre as diversas cepas foram hexila e nonila. 

As provas de citotoxicidade são essenciais para as fases iniciais de desenvolvimento de novos 

fármacos antimicrobianos, uma vez que definem a concentração a ser utilizada em etapas posteriores 

de avaliação. Além disso, evitam danos celulares e asseguram a seletividade dos microrganismos in 

vitro (Araújo et al., 2008). 

Na busca de novos compostos com propriedades antifúngica, a avaliação da citotoxicidade 

pelo método colorimétrico da sulforodamina B tem sido utilizada. Ishida e colaboradores (2006) 

verificaram a toxicidade do extrato de barbatimão, com atividade contra Candida spp, em células 

VERO, macrófagos murinos e células vermelhas do sangue. O barbatimão apresentou baixa 

toxicidade para todas as células testadas. Martins e colaboradores (2008), testaram a toxicidade em 

células VERO e pulmonares (V79), de enantiômeros de goniotalamina com atividade anti 

Paracoccidioides. Os compostos apresentaram mínima ou nenhuma toxicidade nas concentrações 

testadas. Matysiak (2005) testou a toxicidade de benzotiazinas com excelente atividade contra 

dermatófitos em células de câncer de mama, linhagemT47D. Os compostos apresentaram excelente 

atividade antitumoral. Nesse trabalho, os compostos com melhor atividade anti-dermatofítica foram 

também os que apresentaram maior toxicidade para as células de hepatocarcinoma humano.  
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Tabela 4. Representação do IC50 e IS em células HaCat, NHOK e HeG2 dos compostos butila, pentila, hexila, nonila e decila.  

   IS (IC50/CIM)  
H

a
C

a
t 

Compostos 

IC50 

(mg/L) 

Tm ATCC 

11481 
Tm 66 

Mg ATCC 

14683 
Mg 180 

Mc ATCC 

32903 

Tr ATCC 

28189 
Tr 34 Tr 65 Tr 69 Tr 70 Tr 143 Tr 13 

Butila > 62,5 > 8 > 4 > 16 > 8 > 8 > 8 > 4 > 4 > 8 > 8 >8 >4 

Pentila > 62,5 > 16 > 4 > 33 > 8 > 8 > 16 > 4 > 8 > 16 > 4 >16 >8 

Hexila 62,5 16 8 33 8 16 16 4 8 16 8 8 8 

Nonila 62,5 128 64 128 33 64 64 33 33 128 33 16 16 

Decila 62,5 33 16 33 < 1 33 16 8 8 16 4 8 8 

   IS (IC50/CIM)  

N
O

H
K

 

Compostos 

IC50 

(mg/L) 

Tm ATCC 

11481 
Tm 66 

Mg ATCC 

14683 
Mg 180 

Mc ATCC 

32903 

Tr ATCC 

28189 
Tr 34 Tr 65 Tr 69 Tr 70 Tr 143 Tr 13 

Butila > 62,5 > 8 > 4 > 16 > 8 > 8 > 8 > 4 > 4 > 8 > 8 >8 >4 

Pentila 62,5 16 4 33 8 8 16 4 8 16 4 16 8 

Hexila > 62,5 > 16 8 33 > 8 > 16 > 16 > 4 > 8 > 16 > 8 >8 >8 

Nonila 15,6 32 16 32 8 16 16 8 8 32 8 4 4 

Decila 15,6 8 4 8 < 0,2 8 4 2 2 4 1 2 2 

   IS (IC50/CIM)  

H
e

p
G

2
 

Compostos 

IC50 

(mg/L) 

Tm ATCC 

11481 
Tm 66 

Mg ATCC 

14683 
Mg 180 

Mc ATCC 

32903 

Tr ATCC 

28189 
Tr 34 Tr 65 Tr 69 Tr 70 Tr 143 Tr 13 

Butila 62,5 8 4 16 8 8 8 4 4 8 8 8 4 

Pentila 31,25 8 2 16 4 4 8 2 4 8 2 8 4 

Hexila 7,8 2 1 4 1 2 2 0,5 1 2 1 1 1 

Nonila 15,6 32 16 32 8 16 16 8 8 32 8 4 4 

Decila 31,25 16 8 16 < 0,5 16 8 4 4 8 2 4 4 

 

 
Tr: T. rubrum; Tm: T. mentagrophytes; Mg: M. gypseum; Mc: M. canis; CIM: concentração inibitória mínima; IS: índice de seletividade; IC50:  concentração 

onde ocorre 50% de inibição da atividade celular
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4.4. ENSAIO DE FORMAÇÃO DO BIOFILME 

4.4.1. Análise morfológica dos biofilmes  

O desenvolvimento dos biofilmes das cepas T. rubrum ATCC 28189 e T. mentagrophytes ATCC 

11481 foi avaliado por meio de microscopia óptica, em diferentes intervalos de tempo, utilizando o 

equipamento In Cell Analyser 2000 (GE healthcare). A Fig. 9 mostra que ambas as espécies foram 

capazes de aderir ao fundo das microplacas de poliestireno e formar biofilmes em meio RPMI 1640. 

Nesta figura, a,b,c e d representam o biofilme de T. rubrum ATCC 28189 após 12, 24, 48 e 72 horas, 

enquanto e, f, g e h, representam o mesmo período de desenvolvimento do biofilme de T. 

mentagrophytes ATCC 11481. Uma massa mais densa e compacta foi observada na cepa referência de 

T. rubrum após 72 horas de incubação (Fig. 9d).  

 

Figura 9. Análise morfológica dos biofilmes de T. mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum ATCC 

28189 no equipamento In Cell Analyser (GE Healthcare). a= Morfologia do biofilme de T. rubrum  

após 12h; b= Morfologia do biofilme de T. rubrum após 24 h; c= Morfologia do biofilme de T. rubrum 

após 48h; d= Biofilme de T. rubrum após 72h; e= Morfologia do biofilme de T. mentagrophytes após 

12h; f= Morfologia do biofilme de T. mentagrophytes após 24h; g= Morfologia do biofilme de T. 

mentagrophytes após 48h; h= Biofilme de T. mentagrophytes após 72h. 
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4.4.2. Determinação da atividade metabólica do biofilme pelo ensaio de redução do XTT 

Os resultados das atividades metabólicas dos biofilmes maduros das quatro cepas clínicas e das 

duas ATCC estão dispostos na Fig. 10. Todas as cepas foram capazes de formar biofilmes. Observa-se 

que os biofilmes maduros de T. rubrum 65 e T. rubrum 108, formados em meio RPMI, tiveram atividade 

metabólica inferior quando comparadas a T. rubrum ATCC 28189 (p<0,01 e p<0,05). Para T. rubrum 

143, não houve significância estatística quando comparada à mesma referência. O biofilme maduro da 

cepa clínica de T. mentagrophytes (Tm 66) teve atividade metabólica superior a T. mentagrophytes 

ATCC 11481 (p<0,001) e T. rubrum 28189 (p<0,05). Para as demais não houve significância.  

 

Figura 10. Comparação entre as atividades metabólicas dos biofilmes maduros formados em meio 

RPMI 1640, de cepas clínicas e ATCC de T. rubrum e T. mentagrophytes. *p<0.05; **p<0.01; 

+++p<0.001. 
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As curvas de crescimento dos biofilmes foram realizadas com os dois isolados clínicos de cada 

espécie que apresentaram melhor atividade metabólica no item anterior (T. rubrum 143 e T. 

mentagrophytes 66) e as duas cepas de referência (T. rubrum ATCC 28189 e T. mentagrophytes 11481). 

Os resultados indicam que as atividades metabólicas iniciais dos biofilmes ocorreram após 3 horas de 

incubação. No período compreendido entre 12 a 24 horas, observou-se um ligeiro aumento e, após 48 

horas, verificou-se um aumento significante. Após as 72 horas, as células começaram a se destacar da 

superfície de poliestireno e, com isso, as atividades metabólicas tenderam a atingir um plateau, sendo 

assim, o período de 72 horas foi considerado o tempo ideal para a maturação dos biofilmes. Todas as 

cepas obtiveram resultados semelhantes e, no geral, nenhuma significância estatística foi observada 

(p>0.05) (Fig. 11).  

Figura 11. Cinética da formação de biofilme em T. rubrum e T. mentagrophytes em microplacas de 

96 poços. Na análise geral, as quatro cepas mostraram resultados semelhantes. Nenhuma diferença 

significante foi observada (p>0,05). 
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Os ensaios colorimétricos são ferramentas importantes para o estudo da viabilidade de células 

eucarióticas. O XTT é um sal de tetrazólio amarelo que, na presença de atividade metabólica, é 

convertido a sais de formazana de coloração laranja, solúveis em água e facilmente medidos nos 

sobrenadantes celulares. Isso faz com que essa técnica seja importante no estudo dos biofilmes, sem o 

envolvimento na estrutura das comunidades celulares, permitindo o estudo dos biofilmes intactos (Jin 

et al., 2003; Kuhn et al., 2003). Muitos autores afirmam que a mudança colorimétrica do sal de 

tetrazólio é proporcional ao número de células vivas, no entanto, Kuhn e colaboradores (2003), 

descreveram algumas limitações para o uso do XTT nos estudos de crescimento e metabolismo dos 

biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis. De acordo com eles, não se pode afirmar que exista 

necessariamente uma relação linear entre o número de células do microrganismo e o sinal colorimétrico. 

Além disso, os autores afirmam que diferentes cepas ou isolados clínicos podem ser capazes de reter 

intracelularmente os sais de formazana em quantidades maiores ou menores, causando alterações nas 

leituras das atividades metabólicas.  Jin e colaboradores (2003) ao contrário, confirmaram a linearidade 

entre o número de células e a atividade celular medida pelo ensaio de redução do XTT. No entanto, é 

preciso considerar a presença da matriz extracelular envolvendo o biofilme, que pode limitar o acesso 

de nutrientes e oxigênio às células, podendo possivelmente causar alterações metabólicas (Henriques, 

Azeredo & Oliveira, 2006). Diante desse contexto, é preciso utilizar diferentes métodos na 

caracterização dos biofilmes. 

Apesar disso, o ensaio de redução do XTT ainda é amplamente utilizado no estudo do 

desenvolvimento dos biofilmes das diversas espécies fúngicas e bacterianas, nos testes de sensibilidade 

e na verificação da resistência aos fármacos (Ramage et al., 2001; Martinez & Casadevall, 2006; Mowat 

et al., 2007; Peeters, Nelis & Coenye, 2008; Pierce et al., 2008; Seidler, Salvenmoser & Muller, 2008; 

Martinez et al., 2010; Pires, Montanari, et al., 2011; Pitangui et al., 2012; Sardi et al., 2015). 
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4.4.3. Quantificação do biofilme 

4.4.3.1. Quantificação da massa do biofilme por coloração com cristal violeta 

 

 Os resultados da quantificação das biomassas mostraram que na análise geral, todos os meios 

testados foram bons para o desenvolvimento da biomassa.  T. mentagrophytes ATCC 11481 foi a cepa 

que produziu menor quantidade de biomassa quando comparada a T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 

143 e T. mentagrophytes 66, nos quatro meios testados (p<0.001) (Fig. 12). 

 

Figura 12. Quantificação da biomassa pela coloração com cristal violeta. Nos quatro meios diferentes, 

T. mentagrophytes ATCC 11481 produziu menos biomassa que T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 

143 e T. mentagrophytes 66. ***p<0.001 

 

 

R
P
M

I
B
H
I

D
M

E
M

 +
 B

FS

K
er

at
in
oc

yt
es

 M
ed

iu
m

0

1

2

3

4

T. rubrum ATCC 28189

T. rubrum 143

T. mentagrophytes ATCC 11481

T. mentagrophytes 66

**
*

**
*

**
* **

*

**
*

**
* **

*
**

*

**
*

**
*

**
*

**
*

A
b
s
o

rb
â

n
c
ia

 D
O

 5
7

0
 n

m

C
ri

s
ta

l 
V

io
le

ta

 

 



95 

 

A influência dos meios foi também verificada individualmente para cada cepa. Observa-se na 

Fig. 13 que para as três cepas (T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 143 e T. mentagrophytes 66), os 

meios RPMI 1640, BHI e DMEM foram ótimos para a produção de biomassa quando comparados ao 

meio de queratinócitos (p<0,05). Para a cepa de T. mentagrophytes 11481, o meio que melhor 

estimulou a produção de biomassa foi o BHI quando comparado ao meio de queratinócitos (p<0,05). 

Ainda para essa última cepa, não há significância estatística na comparação entre os meios RPMI, 

DMEM e meio de queratinócitos. As análises mostraram que, para a maioria das cepas, os meios que 

melhor estimularam a produção de biomassa em T. rubrum e T. mentagrophytes foram RPMI 1640, 

BHI e DMEM. 

O cristal violeta foi descrito primeiramente por Christensen e colaboradores (1985) e, desde 

então tem sido modificado para permitir a quantificação de toda a massa do biofilme dentro dos poços 

das microplacas (Stepanovic et al., 2000; Mowat et al., 2007). O cristal violeta é um corante básico, 

que se liga às moléculas carregadas negativamente da superfície do biofilme e aos polissacarídeos da 

matriz extracelular. Tanto as células vivas quanto as mortas são coradas e, devido a isso, essa 

coloração não é indicada para a avaliação da viabilidade celular e sim para a quantificação da massa 

total do biofilme microbiano e para dosar a concentração celular (Jin et al., 2003; Peeters, Nelis & 

Coenye, 2008). Essa técnica é amplamente empregada na quantificação da massa dos biofilmes 

fúngicos (Henriques, Azeredo & Oliveira, 2006; Martinez & Casadevall, 2006; Mowat et al., 2007; 

Marcos-Zambrano et al., 2016; Vandecandelaere, Van Acker & Coenye, 2016).
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Figura 13. Influência de RPMI, BHI, DMEM e meio de queratinócitos na produção de biomassa nos biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes. 

Para T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 143 e T. mentagrophytes 66, os meios RPMI, BHI e DMEM foram ótimos para a produção da biomassa 

quando comparados ao meio de queratinócitos. Para T. mentagrophytes ATCC 11481, o meio que melhor estimulou a produção de biomassa 

quando comparado ao meio de queratinócitos, foi o caldo BHI. 

 

 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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4.4.3.2. Quantificação da matriz extracelular e estruturas polissacarídicas pela coloração com 

safranina. 

 

As estruturas polissacarídicas e as matrizes extracelulares produzidas pelos biofilmes em 

RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratinócitos foram quantificadas pela coloração com safranina. 

Os resultados mostram que nos meios RPMI, BHI e DMEM com soro fetal bovino (SFB), a cepa e o 

isolado clínico de T. rubrum e o isolado clínico de T. mentagrophytes produziram mais material 

polissacarídico que T. mentagrophytes ATCC 11481 (p<0,001) (Fig. 14).  No meio de queratinócitos, 

todas as cepas e isolados clínicos produziram matrizes extracelulares em quantidades estatisticamente 

equivalentes (p>0,05) e inferiores aos demais meios. 

 

Figura 14. Quantificação da matriz extracelular e estruturas polissacarídicas pela coloração com 

safranina. 
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A influência do meio de cultura na produção de matriz por cada cepa também foi verificada 

(Fig. 15). Nos biofilmes de T. rubrum ATCC 28189, os meios que mais estimularam a produção de 

matriz foram RPMI 1640 e o caldo BHI, quando comparados ao meio de queratinócitos (p<0,05 e 

p<0,01) (Fig. 15a). Para o isolado clínico de T. rubrum, além dos meios anteriores, DMEM foi maior 

estimulador da produção de material polissacarídico que o meio de queratinócitos (p<0,01) (Fig. 15b). 

O mesmo comportamento foi observado na cepa clínica de T. mentagrophytes (Fig. 15c). Por fim, 

para T. mentagrophytes ATCC 11481, a maior quantidade de matriz foi produzida no biofilme 

formado em caldo BHI (p<0,05) (Fig. 15d). 

A habilidade da safranina de corar as estruturas polissacarídicas fúngicas e a matriz 

extracelular foi reportada por Seidler e colaboradores (2006; 2008), em biofilmes de Candida e A. 

fumigatus e, desde então, essa técnica tem sido empregada no estudo da matriz produzida nos 

biofilmes fúngicos (Simitsopoulou et al., 2013).  

A matriz extracelular dos biofilmes é um arranjo altamente complexo de microambientes. Os 

diferentes componentes dentro do biofilme, como água, polissacarídeos e outras macromoléculas, 

oferecem uma gama de efeitos localizados e em constante mudança que geram gradientes osmóticos 

e de nutrientes. Em qualquer biofilme, essas características contribuirão para a composição 

heterogênea da matriz e também para a sua função multicelular (Sutherland, 2001). 
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Figura 15. Influência de RPMI, BHI, DMEM e meio de queratinócitos na produção de matriz extracelular e estruturas polissacarídicas nos 

biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes. Para T. rubrum ATCC 28189, os meios que melhor estimularam a produção de matriz extracelular 

foram RPMI e BHI quando comparados ao meio de queratinócitos. Para T. rubrum 143 e T. mentagrophytes 66, além dos meios RPMI e BHI, 

DMEM também foi bom estimulador da produção de matriz. Já para T. mentagrophytes ATCC 11481, o caldo BHI foi o melhor meio para a 

estimulação da produção de estruturas polissacarídicas quando comparado ao meio de queratinócitos. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 
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4.4.4. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A topografia dos biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes formados em meio 

RPMI, BHI e DMEM foi observada através de microscopia eletrônica de varredura. Para todas as 

cepas, notou-se a formação de biofilmes na presença de uma matriz extracelular altamente organizada, 

às vezes densa, às vezes fina, cobrindo e interligando as hifas em várias partes dos biofilmes. A figura  

16 representa o biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado no meio RPMI. Observou-se 

uma biomassa compacta, formada por hifas cobertas em alguns pontos por grande quantidade de uma 

matriz extracelular densa, dando muitas vezes, um aspecto enrugado à hifa (B, C e D). O mesmo pôde 

ser visto nos biofilmes de T. rubrum ATCC 28189 formados nos meios BHI (Fig. 17) e DMEM (Fig. 

18). Para essa cepa, os resultados da MEV foram concordantes com os resultados anteriores no que 

diz respeito à biomassa e à produção de matriz extracelular. Os três meios foram ótimos para a 

formação de biofilme por essa cepa, produzindo uma biomassa compacta e satisfatória e material 

polissacarídeo em quantidade razoável. 
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Figura 16. Microscopia eletrônica de varredura (MEV) do biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado em meio RPMI. As setas apontam 

a matriz extracelular densa, dando um aspecto enrugado às hifas. 
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Figura 17. Microscopia eletrônica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado em meio BHI. As setas apontam a matriz 

extracelular. 
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Figura 18. Microscopia eletrônica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado em DMEM com soro fetal bovino. As 

setas apontam a matriz extracelular. Nota-se a presença de artroconídios e microconídios presos ao material polissacarídico. 
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As figuras 19, 20 e 21 representam os biofilmes maduros de T. rubrum 143 formados nos 

meios RPMI, BHI e DMEM com soro fetal bovino, respectivamente. Nota-se também, nos três meios, 

a formação de uma biomassa compacta e a presença de material polissacarídico cobrindo e conectando 

as hifas. 

 

Figura 19. Microscopia eletrônica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum 143 formado em 

meio RPMI. As setas apontam a matriz extracelular. 
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Figura 20. Microscopia eletrônica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum 143 formado em meio BHI. As setas apontam a matriz 

extracelular. 
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Figura 21. Microscopia eletrônica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum 143 formado em meio DMEM com soro fetal bovino. As setas 

apontam a matriz extracelular. 

 

 
 

 














































































































































































































































