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RESUMO

Os fungos representam um dos grupos de organismos mais diversos existentes
e desempenham papéis cruciais na decomposicdo de matéria organica, ciclagem de
nutrientes e na producdo de medicamentos. No entanto, eles também podem atuar
como patogenos de humanos e os fungos oportunistas, em particular, provavelmente
evoluiram devido as pressdes de selecdo, permitindo assim o estabelecimento no
hospedeiro mamifero. Contudo, esses organismos possuem uma capacidade de viruléncia
inerente baixa e causam doencgas em hospedeiros com um sistema imune enfraquecido. O
tratamento de infeccbes fungicas € desafiador devido a restrita diversidade de agentes
antifingicos, bem como ao aumento da resisténcia a esses medicamentos. As mudancgas
ambientais, como o aquecimento global e a poluicédo, contribuem para a propagacao de
fungos resistentes, o que representa um problema de salude publica. Dessa forma, o
presente trabalho avaliou a susceptibilidade de fungos oportunistas isolados de ambientes
impactados por atividade antrépicas ao antifUngico Anfotericina B (AmB), com base na
metodologia de referéncia E.DEF. 9.4 do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) e analisou o impacto das alteracbes ambientais na
possivel aquisicdo de resisténcia dos fungos ao agente antifungico. Foram avaliados 27
fungos filamentosos depositados na Cole¢ao de Cultura de Microrganismos de Importancia
Biotecnoldgica e Ambiental (CCMIBA), isolados de sedimentos a partir de trés pontos da
regido de Arroio Dourado, em Foz do Iguacu, Parana. O primeiro ponto de coleta (P1) esta
localizado antes do antigo lixao, influenciado pelas grandes areas de cultivo de milho e soja;
0 segundo ponto (P2) esta localizado ap6s a regido do antigo lixao e com grande influéncia
da atividade antropica, como assentamentos, moradias ilegais e descarte de esgoto
doméstico sem tratamento; jA o terceiro ponto de amostragem (P3) se localiza onde o
cérrego se junta ao Rio Tamandua, onde seu fluxo aumenta substancialmente. A maioria
dos fungos testados, 51,9%, apresentaram alta resisténcia a Anfotericina B. A média e a
baixa resisténcia foram identificadas em 22,2% e 25,9% dos fungos, respectivamente.
Esses resultados sugerem que, para a maioria dos fungos, € necessdaria uma concentracao
elevada de Anfotericina B para exercer uma acao antifungica eficaz. Ao relacionar os
resultados com os pontos de coleta, o P1 teve a maior contribuicdo para a alta resisténcia,
25,9%, seguido pelo P2 (14,8%) e pelo P3, que apresentou a menor contribuicdo para a
resisténcia alta, 11,1%. Ja em relacdo aos géneros testados, os isolados do género
Trichoderma apresentaram a segunda maior proporcdo de resisténcia alta (14,8%),
seguidos por Aspergillus (3,7%) e Penicillium (3,7%). Além disso, a maior propor¢ao para
alta resisténcia (18,5%) foi observada em isolados ainda nao identificados, o que destaca
a importancia da identificagdo taxondmica para compreender melhor os mecanismos de
resisténcia. O trabalho evidenciou a capacidade de sobrevivéncia e adaptacdo dos fungos
frente as pressdes ambientais, cenario que ressalta a importancia de desenvolver praticas
mais sustentaveis, como a reducdo do descarte inadequado de contaminantes, uma vez
gue esses fatores podem contribuir para o desenvolvimento de cepas resistentes.

Palavras-chave: Fungos oportunistas; Susceptibilidade antifingica; Anfotericina B;
Poluicdo ambiental; Resisténcia antimicrobiana.
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RESUMEN

Los hongos representan uno de los grupos de organismos mas diversos que existen y
desempeiian papeles cruciales en la descomposicion de la materia organica, el ciclo de los
nutrientes y la produccién de medicamentos. Sin embargo, también pueden actuar como
patdgenos del ser humano y, en particular, los hongos oportunistas probablemente han
evolucionado debido a presiones de seleccion, lo que les ha permitido establecerse en el
hospedador mamifero. Sin embargo, estos organismos tienen una baja capacidad de
virulencia inherente y causan enfermedades en huéspedes con un sistema inmunitario
debilitado. El tratamiento de las infecciones flungicas supone un reto debido a la restringida
diversidad de agentes antifungicos, asi como al aumento de la resistencia a estos farmacos.
Los cambios ambientales, como el calentamiento global y la contaminacién, contribuyen a
la propagacion de hongos resistentes, lo que representa un problema de salud publica. Por
lo tanto, este estudio evalud la susceptibilidad de hongos oportunistas aislados de entornos
afectados por actividades antropogénicas al farmaco antifungico Anfotericina B (AmB),
basandose en la metodologia de referencia E.DEF. 9.4 del European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) y se analizdé el impacto de los cambios
ambientales en la posible adquisicion de resistencia fangica al antifingico. Se evaluaron 27
hongos filamentosos depositados en la Coleccién de Cultivos de Microorganismos de
Importancia Biotecnolégica y Ambiental (CCMIBA), aislados de sedimentos de tres puntos
de la region de Arroio Dourado, en Foz do Iguacu, Parand. El primer punto de colecta (P1)
esta localizado antes del antiguo basurero, influenciado por grandes areas de cultivo de
maiz y soja; el segundo punto (P2) esta localizado después del antiguo basurero y esta
fuertemente influenciado por la actividad antropogénica, como asentamientos, viviendas
ilegales y eliminacion de aguas residuales domeésticas no tratadas; mientras que el tercer
punto de muestreo (P3) esta localizado donde el arroyo se une al rio Tamandud, donde su
caudal aumenta sustancialmente. La mayoria de los hongos analizados, el 51,9%,
mostraron una alta resistencia a la anfotericina B. Se identifico resistencia media y baja en
el 22,2% y el 25,9% de los hongos, respectivamente. Estos resultados sugieren que, para
la mayoria de los hongos, se requiere una concentracion elevada de Anfotericina B para
ejercer una accion antifungica eficaz. Al relacionar los resultados con los puntos de
recogida, P1 tuvo la mayor contribucion a la alta resistencia, un 25,9%, seguido de P2
(14,8%) y P3, que tuvo la menor contribucién a la alta resistencia, un 11,1%. En cuanto a
los géneros analizados, los aislados del género Trichoderma presentaron la segunda mayor
proporcion de alta resistencia (14,8%), seguidos de Aspergillus (3,7%) y Penicillium (3,7%).
Ademas, la mayor proporcion de resistencias elevadas (18,5%) se observo en aislados que
aun no habian sido identificados, lo que pone de relieve la importancia de la identificacion
taxondmica para comprender mejor los mecanismos de resistencia. El trabajo puso de
relieve la capacidad de los hongos para sobrevivir y adaptarse a las presiones
medioambientales, un escenario que subraya la importancia de desarrollar practicas mas
sostenibles, como la reduccion de la eliminacién inadecuada de contaminantes, ya que
estos factores pueden contribuir al desarrollo de cepas resistentes.

Palabras clave: Hongos oportunistas; Sensibilidad a los antifungicos; Anfotericina B;
Contaminacion ambiental; Resistencia a los antimicrobianos.
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ABSTRACT

Fungi represent one of the most diverse groups of organisms in existence and play crucial
roles in the decomposition of organic matter, nutrient cycling and the production of
medicines. However, they can also act as pathogens of humans and opportunistic fungi, in
particular, have probably evolved due to selection pressures, thus allowing establishment in
the mammalian host. However, these organisms have a low inherent virulence capacity and
cause disease in hosts with a weakened immune system. The treatment of fungal infections
is challenging due to the restricted diversity of antifungal agents, as well as the increase in
resistance to these drugs. Environmental changes, such as global warming and pollution,
contribute to the spread of resistant fungi, which represents a public health problem.
Therefore, this study assessed the susceptibility of opportunistic fungi isolated from
environments impacted by anthropogenic activities to the antifungal drug Amphotericin B
(AmB), based on the reference methodology E.DEF. 9.4 of the European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) and analyzed the impact of environmental
changes on the possible acquisition of fungal resistance to the antifungal agent. The study
evaluated 27 filamentous fungi deposited in the Culture Collection of Microorganisms of
Biotechnological and Environmental Importance (CCMIBA), isolated from sediments from
three points in the Arroio Dourado region, in Foz do Iguacu, Parand. The first collection point
(P1) is located before the old dump, influenced by large areas of corn and soybean
cultivation; the second point (P2) is located after the old dump and is heavily influenced by
anthropogenic activity, such as settlements, illegal housing and the disposal of untreated
domestic sewage; while the third sampling point (P3) is located where the stream joins the
Tamandua River, where its flow increases substantially. Most of the fungi tested, 51.9%,
showed high resistance to Amphotericin B. Medium and low resistance were identified in
22.2% and 25.9% of the fungi, respectively. These results suggest that, for most fungi, a
high concentration of Amphotericin B is required to exert an effective antifungal action. When
relating the results to the collection points, P1 had the highest contribution to high resistance,
25.9%, followed by P2 (14.8%) and P3, which had the lowest contribution to high resistance,
11.1%. In terms of the genera tested, isolates from the genus Trichoderma had the second
highest proportion of high resistance (14.8%), followed by Aspergillus (3.7%) and Penicillium
(3.7%). In addition, the highest proportion of high resistance (18.5%) was observed in
isolates that had not yet been identified, which highlights the importance of taxonomic
identification in order to better understand resistance mechanisms. The work showed the
ability of fungi to survive and adapt to environmental pressures, a scenario which highlights
the importance of developing more sustainable practices, such as reducing the inappropriate
disposal of contaminants, since these factors can contribute to the development of resistant
strains.

Keywords: Opportunistic fungi; Antifungal susceptibility; Amphotericin B; Environmental
pollution; Antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

Os fungos representam cerca de 170 mil espécies catalogadas (Index Fungorum,
2025), embora estima-se que estes organismos cheguem a 3,8 milhdes de espécies,
representando um dos grupos de organismos mais diversos existentes (HAWKSWORTH e
LUCKING, 2017). Esses organismos essenciais na decomposicdo de matéria organica e
na ciclagem de nutrientes, além de algumas espécies possuirem aplicagcdes em beneficio
humano. Porém, muitas espécies também podem atuar como patégenos de plantas e
animais, incluindo os seres humanos, o que leva a necessidade da existéncia de
medicamentos que possam combaté-los e ao monitoramento de fungos que apresentem
resisténcia a estes farmacos (MORAES, et al. 2009).

A micologia médica € o ramo da microbiologia que estuda os fungos patogénicos e
busca estabelecer o diagndstico da infeccdo com base na coleta e processamento das
espécies (MORAES, et al. 2009; OLIVEIRA, 2021). As infec¢cbes mais relevantes do ponto
de vista médico causadas pelos fungos sado as micotoxicoses, ocasionadas pela ingestao
de fungos produtores de substancias toxicas como alcaldides e aflatoxinas, e as micoses,
por sua vez ocasionadas pelo crescimento excessivo de fungos e que séo classificadas em
micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas e sistémicas, de acordo com os tecidos que o
patégeno coloniza (FERNANDES e MUNOZ [s.d]).

Essas infeccbes representam um problema de salude global, em especial as micoses
sistémicas, que estdo associadas a niveis de mortalidade significativos. Elas, em sua
maioria, ocorrem em casos de imunodeficiéncia do hospedeiro, estando estreitamente
associadas com o conceito de infeccdo oportunista (IDEMYOR, 2003). Sendo assim, 0s
estudos com fungos oportunistas tém se mostrado cada vez mais relevantes devido ao
namero crescente de infecgdes flngicas, sobretudo causadas por espécies anteriormente
nao classificadas como patogénicas humanas (RODRIGUES et al., 2022).

Gostincar et al. (2018) elucidaram que os patdgenos oportunistas de humanos
provavelmente sofreram um processo de exaptacédo, ou seja, originalmente evoluiram para
propaositos diferentes que ndo a infec¢gdo do hospedeiro humano, como a tolerancia ao
stress ambiental e as altas temperaturas. Porém, juntamente a essa adaptagéo, os fungos
podem ter desenvolvido a capacidade de prevalecer no corpo de mamiferos, sugerindo que
os fungos termotolerantes, em geral, podem ser vistos como potenciais agentes
patogénicos oportunistas, evidenciando a importancia do monitoramento, diagndstico e

tratamento adequado dessas infeccoes.
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Os compostos disponiveis para o tratamento de infec¢des fungicas séo restritos.
Esse problema € atribuido a natureza eucariotica dos fungos e a semelhanca da membrana
plasmaticas deles com a dos mamiferos, 0o que torna os antifingicos intrinsecamente
dificeis de atingir seus alvos sem causar efeitos toxicos as células humanas (MSG ERC,
s.d.). O crescente desafio da resisténcia aos medicamentos e as possiveis interacdes
adversas entre eles sao fatores que também tém limitado a eficacia das opcoes
terapéuticas disponiveis (CARMO et al., 2023).

A resisténcia de um patégeno a um medicamento pode ser definida como a
capacidade de sobrevivéncia e crescimento de um agente infeccioso em presenca de
concentracfes deste composto que normalmente seriam suficientes para suprimir ou matar
a sua populacdo. Ou seja, € a capacidade do patégeno de resistir aos efeitos do
medicamento, resultando em uma possibilidade elevada de falha terapéutica (PFALLER,
2012). Essa resisténcia representa um problema de saude publica devido a limitagdo dos
tratamentos disponiveis, aumentando assim o0s niveis de morbidade e mortalidade
(CARMO et al., 2023).

As alteragdes ambientais sao fatores extremamente relevantes ao falarmos da
prevaléncia das infec¢bes flngicas e da resisténcia de fungos aos agentes antimicrobianos.
O aumento da temperatura média global e as consequéncias geradas impactam na
adaptacdo do comportamento humano e na expansado das areas nas quais os fungos
conseguem sobreviver no ambiente (RHIJN e BROMLEY, 2021).

Além disso, diversos estudos tém relatado a relevancia da poluicdo ambiental no
surgimento e propagacao de agentes patogénicos resistentes a medicamentos. Isso fica
evidente nas estacdes de tratamento de aguas residuais, que possuem uma grande
diversidade de microrganismos e elevadas cargas de antimicrobianos, metais pesados e
outros biocidas, criando um ambiente propicio para o desenvolvimento de microrganismos
oportunistas resistentes (SERAPICOS, 2008; SAMROT et al., 2023; KALLI et al., 2023).

Visto que a resisténcia antifangica representa um problema de salde publica devido
a limitacdo dos tratamentos disponiveis, torna-se evidente a necessidade urgente de
acompanhar e conhecer a suscetibilidade antifangica de microrganismos ambientais
(BERTO e HERMES, 2023). Desta forma, o presente trabalho visa determinar a ocorréncia
de fungos oportunistas resistentes a antimicrobianos, isolados a partir de regides
impactadas, o que contribuird para a compreensdo da prevaléncia de organismos
resistentes nesses ambientes e para politicas publicas que previnam ou mitiguem situacdes

semelhantes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a susceptibilidade ao antifangico Anfotericina B (AmB) de fungos oportunistas

isolados do Arroio Dourado, Foz do Iguacu/PR, regido impactada por atividades antropicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Reativar os fungos da Colecdo de Cultura de Microrganismos de Importancia
Biotecnoldgica e Ambiental (CCMIBA) da Universidade Federal da Integracdo Latino-
Americana (UNILA), isolados de ambientes impactados;

- Cultivar os fungos em agar extrato de malte 2% (MA2);

- Selecionar as cepas esporuladas;

- Realizar o teste de sensibilidade a Anfotericina B (AmB);

- Relacionar os resultados obtidos com os pontos de coleta de cada fungo para

analisar o possivel impacto das alteracdes ambientais na aquisicdo de resisténcia.
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3 DESENVOLVIMENTO
3.1 FUNGOS: CLASSIFICACAO E DIVERSIDADE

De acordo com os registros no Index Fungorum, de 2025, um projeto sediado no
Royal Botanical Gardens da Inglaterra para listar as espécies conhecidas de fungos, os
fungos representam cerca de 170 mil espécies catalogadas, embora estime-se que estes
organismos cheguem a 3,8 milhbes de espécies, representando um dos grupos de
organismos mais diversos existentes (HAWKSWORTH e LUCKING, 2017). Acredita-se que
muitos deles estejam localizados em habitats pouco explorados, particularmente em
regides de hotspot de biodiversidade (WU et al., 2019), o que dificulta a descoberta e o
mapeamento de novas espécies devido a alta densidade biologica e as ameacas de
exploracéo ambiental.

Os fungos possuem caracteristicas especificas que permitem diferencia-los de
outros organismos. Como ja conhecido e bem estabelecido pela literatura, eles sao
organismos eucaridticos, ubiquos e heterotroficos, e de acordo com a estrutura somatica,
eles podem ser classificados como leveduras, fungos filamentosos ou uma combinacao das
duas formas, os chamados fungos dimorficos. Quanto a reproducéo fangica, ela pode
ocorrer de forma sexuada ou assexuada e suas estruturas reprodutivas, na forma de
esporos ou conidios, ao encontrarem um substrato adequado, desenvolvem novas
estruturas vegetativas e reprodutivas (SANTOS, 2015).

Esses organismos podem ainda ser divididos em sapréfitos, aqueles que obtém
energia de matéria organica morta; parasitas, que parasitam organismos Vivos e Sao
capazes de causar doencas ou simbiontes, os quais estabelecem uma relacdo benéfica
com um individuo autotréfico. Estes tipos fungicos podem exercer tais caracteristicas de
forma facultativa ou obrigatéria, assim, os parasitas e saprofitos facultativos séo capazes
de causar doengas ou de viver em restos organicos, enquanto os obrigatdrios seguem
exclusivamente um tipo de relagédo (MORAES, et al. 2009). Dessa forma, vale ressaltar que
apesar de os fungos serem muito relevantes na decomposi¢cdo da matéria organica e na
ciclagem de nutrientes, eles podem também atuar como patdégenos de plantas, de outros
fungos e de animais, incluindo os seres humanos.

O Reino Fungi, de acordo com Merényi et al., (2023), é composto por pelo menos 10
filos  principais:  Aphelida, = Ascomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Chytridiomycota, Mucoromycota, Olpidiomycota, Microsporidia, Sanchytriomycota e

Zoopagomycota. Os estudos filogenéticos, bem como de biodiversidade sdo de extrema
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importdncia visto que esses organismos desempenham papéis essenciais nos
ecossistemas e presume-se uma alta diversidade ainda n&do caracterizada. Eles permitem
classificar os fungos com base em suas caracteristicas particulares e podem ajudar na
identificacdo daqueles que contribuem para o meio ambiente e para a vida humana, assim
como identificar, proteger e prevenir desastres incorridos por fungos patogénicos (WU et
al., 2019).

Dentre os filos fangicos, o Ascomycota (Imagem 1) se destaca como 0 mais
abundante, representando cerca de 83 mil espécies catalogadas (SHEN et al., 2020). Neste
filo, alguns organismos se sobressaem por suas aplicagcbes em beneficio humano, por
exemplo, a levedura Saccharomyces cerevisiae, € um importante organismo utilizado em
processos industriais de fermentacao alcodlica, sendo uma das espécies mais importantes

do ponto de vista econdmico.

(A) Orbiliomycetes. (B) Pezizomycetes. (C) Lecanoromycetes. (D) Lichinomycetes. (E) Dothideomycetes. (F)
Arthoniomycetes. (G) Laboulbeniomycetes. (H) Sordariomycetes. (l) Leotiomycetes. (J) Eurotiomycetes. (K)
Pezizomycetes. (L) Dothideomycetes. (M) Sordariomycetes. (N) Eurotiomycetes. Fonte: Spatafora et al.,
(2017).

Dos ascomicetos filamentosos, o género Penicillium se destaca por ser responsavel
pela producgéo de penicilina, um antibiotico que atua contra uma vasta gama de bactérias e
€ considerado como uma revolugcdo no tratamento de infecgBes bacterianas (SANTOS,

2015). Em contrapartida, os estudos sobre o0s fungos ascomicetos s&o numerosos e criticos
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dada a onipresenca e a frequéncia com que eles atuam como patégenos humanos. Dentre
0s principais géneros de fungos patogénicos inseridos no filo Ascomycota estdo Candida
spp., Aspergillus spp., Sporothrix spp., Histoplasma sp. e Paracoccidioides spp. (HEITMAN,
2011).

3.2 FUNGOS PATOGENICOS E INFECCOES ASSOCIADAS

Apesar de mais de 100 mil espécies de fungos ja terem sido catalogadas, apenas
algumas centenas delas sdo conhecidas por serem patogénicas humanas e, dentre essas,
a maioria s6 € capaz de causar doencas em individuos com um fator predisponente, como
a imunodeficiéncia (ABDOLI et al. 2022).

Para produzir infeccdo em humanos, os fungos precisam ser tolerantes a altas
temperaturas (37 °C ou acima), ter capacidade de invadir o hospedeiro humano para atingir
o tecido que ira parasitar, realizar lise e digestédo do tecido humano e possuir estratégias de
evasdo imunologica (LASS-FLORL e STEIXNER, 2023). Portanto, acredita-se que a
capacidade da maioria dos fungos de infectar humanos seja uma consequéncia da maneira
como eles se adaptaram ao seu nicho ecologico e, portanto, sdo frequentemente
considerados patdgenos acidentais (BAKER et al. 2022).

As infeccBes mais relevantes do ponto de vista médico causadas pelos fungos séo
as micotoxicoses, ocasionadas pela ingestédo de fungos produtores de substancias toxicas,
como alcalbides e aflatoxinas, e as micoses, por sua vez ocasionadas pelo crescimento
excessivo de fungos no organismo, sendo classificadas em micoses superficiais, cutaneas,
subcutdneas e sistémicas, de acordo com os tecidos que o patdégeno coloniza
(FERNANDES e MUNOZ [s.d]).

3.2.1 Micoses superficiais e cutaneas

As micoses superficiais e cutaneas sdo caracterizadas pela infec¢cdo causada
principalmente por fungos dermatéfitos, filamentosos e queratinofilicos capazes de
degradar a queratina de tecidos como unhas, pele e pelo. Essas infec¢cdes sdo muito
semelhantes quanto as manifestacdes clinicas, que podem ser manchas de coloracdes
variaveis, bolhas, fissuras e escamas e quanto a forma de adquiri-las, geralmente através

do contato com animais ou outras pessoas infectadas (MORAES, et al. 2009).
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Sendo assim, as micoses superficiais e cutaneas diferem entre si em relacdo a
profundidade da infeccdo e a resposta imune gerada, sendo a primeira responsavel por
atingir a camada mais superficial da epiderme e a haste livre dos pelos, ndo provocando
resposta inflamatoéria do hospedeiro e a Ultima por atingir toda a espessura da cornea da
epiderme, além da parte queratinizada intrafolicular do pelo e unha, causando muitas vezes
reacao inflamatéria do hospedeiro (MEZZARI, 2017).

No geral, essas dermatofitoses sado causadas por fungos dos géneros Trichophyton
spp., Microsporum spp. e Epidermophyton spp. e sao classificadas de acordo com a
localizacdo em que o dermatoéfito desenvolve a lesdo (Imagem 2) como tinea pedis (pés),
tinea cruris (virilha), tinea corporis (tronco, ombros e bracos), tinea unguium (unhas), tinea
barbae (barba e pescoco) e tinea capitis (couro cabeludo) (SILVESTRE e QUEIROZ-
FERNANDES, 2021).

A :B;’.mh[ ol

A e B) Tinea corporis. C) Tinea capitis.
Fonte: Adaptado Centers for Disease Control and Prevention, 2021.

3.2.2 Micoses subcutaneas e sistémicas

As micoses subcutaneas atingem tecidos mais profundos da pele, como a derme e
a hipoderme, e sédo causadas por fungos saprébios que vivem no solo e na vegetacao, pela
inoculacdo desses patdgenos através de lesdes por cortes e feridas, sendo por isso
também chamadas também de micoses de implantacdo (CARRASCO-ZUBER et al. 2016).
A classificacdo epidemiologica mais relevante desse tipo de micose compreende as
doencas: esporotricose, lobomicose, feohifomicose, cromoblastomicose e mucormicose

(PEREIRA, 2021), as quais estao representadas no quadro 1.
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Quadro 1. Micoses subcutéaneas mais relevantes do ponto de vista epidemiolégico.

Doenca Fungo causador Lesbes caracteristicas

Esporotricose Sporothrix spp. 2 @ .

Lesdo linfocutédnea causada por S. brasiliensis.
Fonte: Fichman et al., 2018.

Lobomicose Lacazia loboi

Feohifomicose Exophiala spp., Alternaria
spp.e Wangiella spp.

Nédulo fibrétiéo causado por Exophiala
xenobiotica. Fonte: Espanhol et al., 2020.

=

Cromoblastomicose Fonsecaea spp. 5 AR
Placas verrucosas causadas por F. pedrosoi.
Fonte: Gon et al., 2023.
Mucormicose Rhizopus spp.,

Rhizomucor spp., Mucor
spp., Lichtheimia spp,
Cunninghamella spp.

Necrose cuténea. Fonte: Marques et al., 2010.

Fonte: Autor.

Ao referir-se as infecgdes fungicas como “profundas”, alguns autores concordam que
tanto as micoses subcutdneas quanto as micoses sistémicas podem ser assim
classificadas, sobretudo, porque as micoses subcutidneas podem ocasionalmente se
espalhar para outros locais e causar infeccao sistémica. Porém, para diferenciar esses dois
tipos de infeccéo, pode-se classificar as micoses sistémicas como aquelas adquiridas por
meio da inalacdo de esporos dos fungos (MORAES et al. 2009).

Na maioria dos fungos causadores de infec¢des sistémicas, o hospedeiro € infectado
durante a esporulacdo e apds a inalagdo ocorre uma mudanca morfologica do
microrganismo, que passa da forma sapréfita para a forma parasitaria. Fungos que
apresentam esta capacidade sdo chamados de termodimorficos. Com isso, a infeccdo
primaria associada a este tipo de fungo é pulmonar, podendo depois ser disseminada pelo

corpo ocasionando lesGes extrapulmonares. Essa infeccdo pode apresentar-se como
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assintomaticas até doencas fatais, a depender do estado imunolégico do paciente e da
exposicao do hospedeiro ao patégeno (ARENAS, 2012).

O diagndstico das micoses sistémicas causadoras de doenca pulmonar é desafiador
devido ao fato de serem clinicamente semelhantes a outras doengas pulmonares, como a
tuberculose e a pneumonia, bacteriana ou viral, e pela escassez de ensaios diagndsticos
padronizados. Ademais, este tipo de doenca necessita geralmente de um tratamento
prolongado com antifungicos, havendo a necessidade de monitoramento frequente. Assim,
fica evidente que as micoses sistémicas representam um potencial problema de saude
publica por apresentarem, além dos fatores citados, um potencial risco de surtos (SALZER,
2018).

3.2.3 Micoses oportunistas

Por fim, as infeccBes fungicas oportunistas sdo causadas por fungos que possuem
uma capacidade de viruléncia inerente baixa, porém provocam doencas em hospedeiros
com um sistema imune enfraquecido. Elas podem se manifestar através de infeccfes tanto
superficiais quanto sistémicas sendo que o segundo caso, em sua maioria, ocorre em
situacBes de imunodeficiéncia do hospedeiro, estando estreitamente associada com o
conceito de infeccéo oportunista (IDEMYOR, 2003).

Desta forma, considera-se como populacdo de risco para o desenvolvimento de
micoses oportunistas pacientes que realizaram transplantes de 6rgdos ou medula 6ssea e
outros procedimentos cirargicos; que utilizam dispositivos protéticos; submetidos a
guimioterapia, radioterapia e administracdo de amplo espectro de antibibticos; pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (RODRIGUES et al., 2022).

Os estudos com fungos oportunistas tém se mostrado cada vez mais relevantes
devido ao numero crescente de infecgdes fangicas, sobretudo por espécies anteriormente
desconhecidas como patogénicas humanas. Como sera abordado nas sec¢fes posteriores,
0S patogenos oportunistas de humanos provavelmente sofreram um processo de
exaptagdo, ou seja, originalmente evoluiram para propésitos diferentes que ndo a infeccao
do hospedeiro humano, como a tolerancia ao stress ambiental e a diferentes temperaturas.
Porém, juntamente a essa adaptacdo, os fungos oportunistas ao desenvolverem a
capacidade de sobreviver a 37 °C, podem desenvolver também a capacidade de prevalecer

no corpo de mamiferos (GOSTINCAR et al.,, 2018). Sendo assim, em um contexto de
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mudancas climaticas e aquecimento global, & extremamente importante 0 monitoramento
deste tipo de infeccao.

Pode-se dizer ainda que os fungos sdo extremamente importantes em relacdo as
infeccdes nosocomiais, especialmente os oportunistas. As Infec¢cBes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS) séo definidas como aquelas adquiridas apés a admissédo do
paciente no hospital. Elas representam um grave problema de saude publica por
aumentarem significativamente os niveis de morbidade, mortalidade e custos no cuidado
aos pacientes (BRASIL, 2021). As taxas de IRAS nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIS)
sdo mais acentuadas devido a aplicagdo de procedimentos invasivos como
sondas vesicais, cateteres venosos e ventilacdo mecanica, além de periodos de internacao
prolongados e a vasta utilizacdo antimicrobianos, por exemplo (MESQUITA et al., 2023).

Além dos tratamentos invasivos mencionados anteriormente, o perfil de gravidade
dos pacientes internados nas UTIs € um fator que contribui para o desenvolvimento de
imunossupressdo grave, favorecendo a infeccdo por esses agentes oportunistas
(MESQUITA et al., 2023). Esses organismos se destacam pela resisténcia e persisténcia
em uma ampla variedade de ambientes e pelo desafio no diagndstico, que geralmente
envolve a cultura fungica ou diagnéstico molecular, uma vez que a analise histopatologica
da amostra clinica possui baixa acuracia (RODRIGUES et al., 2022).

Recentemente, devido a pandemia do virus SARS-CoV-2, tém-se adotado a terapia
imunossupressora para mitigar a hiperinflamacéo e a sindrome da tempestade de citocinas
em pacientes com COVID-19, reduzindo assim a taxa de mortalidade desses pacientes.
Porém, juntamente a essa estratégia, foi observado um aumento de infec¢ées fangicas
oportunistas em coinfeccdo com o SARS-CoV-2, principalmente ocasionadas por espécies
de Aspergillus e Candida, além de casos de Mucormicose e Criptococose (ABDOLI et al.,
2022; BHOTLA et al., 2021). Apesar das micoses oportunistas terem manifestagdes clinicas
variaveis de acordo com a comorbidade do paciente, o tempo de exposi¢ao ao patdégeno e
a via de infecgdo, estima-se que a mortalidade dessas infeccbes chegue a 44 % em
pacientes hospitalizados (RODRIGUES et al., 2022).

Sendo assim, a caracterizagdo e monitoramento dos fungos em ambientes
hospitalares € uma importante medida para reduzir substancialmente as taxas de
morbidade, mortalidade e os altos custos hospitalares. De acordo com a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a adeséo a programas de prevenc¢ao e controle das IRAs
reduz em cerca de 70% o numero deste tipo de infeccdo (BRASIL, 2021). Ademais, as

infeccdes fungicas sao de interesse especial pelo aumento da ocorréncia de resisténcia aos
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agentes antifungicos atualmente disponiveis e utilizados na rotina médica (RUIZ e
PEREIRA, 2016).

Os fungos Candida spp., Aspergillus spp. e Fusarium spp. sdo muito comuns quando
falamos sobre patdgenos oportunistas e sdo responsaveis por causar as doencas
candidiase, aspergilose e fusariose, respectivamente. Porém, outros fungos como
Penicillium spp., Curvularia spp. e Acremonium spp. também tém se estabelecido como
agentes infecciosos prevalentes em individuos imunocomprometidos. Com excecdo do
género Candida (que é geralmente um comensal no organismo de seres humanos), esses
fungos sé@o geralmente conhecidos como saprofitos ou patégenos de plantas, porém, em
situacdes favoraveis, podem atuar como patégenos humanos (MARANHAO et al., 2019).

A espécie Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, apresenta dualidade quanto a
seguranca e a patogenicidade oportunistica, pois apesar de ser amplamente utilizada em
processos fermentativos e conhecida como uma espécie ndo patogénica, tem sido
relacionada a infeccdes em pacientes imunocomprometidos. Essa dualidade esta
associada a enorme diversidade de cepas existentes e habilidades especificas
desenvolvidas para finalidades industriais, evidenciando a necessidade de atencdo as
atividades antropogénicas propensas a gerar estirpes fungicas oportunistas (PEREZ-
TORRADO e QUEROL, 2015)

3.3 DIAGNOSTICO DE INFECCOES FUNGICAS

A visualizacao de estruturas fangicas através da analise histologica em amostras de
biépsias ou tecidos fixados € a principal técnica para o diagnéstico de infec¢des fungicas
cutaneas. No entanto, a falha no diagnostico pode ser ocasionada pela alteracdo da
aparéncia clinica das estruturas dos fungos e pela ma qualidade do material fornecido para
teste (HOWELL, 2023). No caso de infec¢Bes fungicas invasivas, a cultura micologica de
fluidos e a microscopia correspondem ao padrédo ouro para o diagnostico. A cultura
recupera o organismo infectante, permite a avaliacdo de suscetibilidade a medicamentos e
pode detectar multiplos patégenos. No entanto, assim como a histologia, a especificidade
desses métodos é limitada (AKINOSOGLOU, 2024).

Dadas as limitacbes das abordagens diagnosticas tradicionais histopatolégicas e
baseadas em cultura, os métodos moleculares desempenham um papel importante no
diagnostico de infec¢des fungicas invasivas. Testes baseados na amplificacdo de acido

nucleico, como ensaios de Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR) e Sequenciamento de
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Nova Geracéo (NGS) tém sido usados para oferecer maior sensibilidade e menores tempos
de resposta. Porém, ainda existem barreiras ao uso dessas técnicas, com destaque a falta
de protocolos unificados para uso o clinico rotineiro (PHAM et al., 2024).

Apesar do diagndstico confirmatério de uma suspeita de infeccdo fungica ser
desafiador, o tratamento precoce € essencial para reduzir a mortalidade. Sendo assim, ele
pode precisar ser iniciado antes de a espécie especifica ter sido identificada, necessitando-
se de um amplo espectro de acdo dos antimicrobianos. Além disso, fatores como suspeita
empirica, efeitos adversos e interagbes com outros tratamentos devem ser considerados
(AKINOSOGLOU, 2024).

3.4 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES FUNGICAS

A incidéncia e a prevaléncia das espécies de fungos séo variaveis entre as diferentes
areas do mundo devido as variacdes climaticas e outros fatores ambientais que afetam a
disseminacgdo destes microrganismos. A area tropical, que abrange a América Central e do
Sul, Africa Equatorial, sul da Asia, norte da Austrélia e as ilhas do Caribe e Sudeste Asiatico,
possui caracteristicas climaticas relevantes que a torna ideal para o crescimento e
disseminacdo de diversas espécies flungicas, como a alta umidade e altas temperaturas
(CIGHIR, 2024).

No Brasil, as micoses sistémicas ndo sdo doencas de notificagdo compulsoria,
porém, através de analises retrospectivas de casos ou estudo de isolados/linhagens de
colecBes de apoio a pesquisa é realizado o levantamento de prevaléncia dessas infeccdes
no pais. De acordo com o trabalho de Suehara e Silva (2023), no qual foi realizada uma
revisdo integrativa da literatura para determinar a prevaléncia de fungos anemdfilos no
Brasil, os géneros mais prevalentes sédo Aspergillus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp.,
Curvularia sp. e Fusarium sp.

Dentre os fungos oportunistas, destaca-se o género Aspergillus, do filo Ascomycota.
Aspergillus spp séo causadoras da aspergilose, uma micose de relevancia epidemiologica
no Brasil. Esse género abrange centenas de espécies, sendo frequentemente identificadas
como as principais responsaveis por infec¢des sistémicas por fungos e que afetam
aproximadamente 300.000 pessoas por ano. Essas infeccfes possuem uma taxa de
letalidade estimada em até 50% quando tratadas ou de até 99% quando nao tratadas
(LASS-FLORL e STEIXNER, 2023).
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A aspergilose € causada pela inalagcdo de esporos do fungo filamentoso, comumente
presente em ambientes como solo, vegetais ou matéria organica em decomposi¢cao, como
representado na Imagem 3. Essa infec¢do € considerada oportunista, pois a inalagdo dos
conidios, a forma infectante do Aspergillus, é bastante comum devido a abundancia desses
fungos no ambiente. No entanto, pessoas imunocomprometidas enfrentam um risco maior

de desenvolverem problemas de saude decorrentes desse fungo (CDC, 2022).

Imagem 3. Representacao da inalacao de esporos de fungos filamentosos e consequente infeccdo

das vias aéreas.

Propagacao
aérea de conidios -

|

|
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Fonte: Adaptado de Lass-Florl e Steixner, 2023.

A aspergilose pode se manifestar como as formas de doenca: invasiva/sistémica,
pulmonares e extrapulmonares. Em relacdo as formas pulmonares, ha o aspergiloma, a
doenca brénquica superficial, a alveolite alérgica extrinseca e a doenc¢a broncopulmonar
alérgica. As formas extrapulmonares podem se manifestar através de sinusite, otite,
endoftalmite e endocardite, por exemplo (AMORIM et al., 2004). As espécies causadoras
de infecgbes mais comuns séo Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavi, Aspergillus nidulans,
Aspergillus usti e Aspergillus terrei (LASS-FLORL e STEIXNER, 2023).

Apesar de amplamente conhecido como ndo patogénico de humanos e nao ser
classificado como destaque epidemioldgico no Brasil, o género Trichoderma, tem se
destacado pelo aumento de relatos de infeccbes humanas (SANTOS e SANTOS, 2023).

Os fungos desse género sdo comumente encontrados no solo e possuem importancia

Versdo Final Honol ogada
24/ 03/ 2025 08: 10



22

biotecnoldgica como agentes de biocontrole e biofertilizante (SANDOVAL-DENIS et al.,
2014)

A espécie que causa infeccbes humanas com mais frequéncia € a Trichoderma
longibrachiatum e a infec¢&o ocorre através de fontes ambientais, como ar e solo, por meio
de trauma penetrante ou inalagcédo de esporos. Essas infec¢cdes causam, em casos mais
graves, infeccdo pulmonar invasiva e infeccdo do sistema nervoso central (SNC) com
mortalidade associada de cerca de 53% (SAL et al., 2022).

Atualmente, ndo ha diretrizes baseadas em evidéncias para o tratamento clinico de
infecgdes invasivas por Trichoderma e os isolados normalmente apresentam concentragéo
inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que
inibe o crescimento visivel do microrganismo, relativamente altos in vitro aos medicamentos
antifingicos. (SAL et al., 2022; SANDOVAL-DENIS et al., 2014).

Vale ressaltar, novamente, que as infec¢cdes sistémicas estdo intimamente
relacionadas ao conceito de fungos oportunistas, uma vez que muitos fungos sé
conseguem estabelecer infec¢cdes profundas em individuos imunocomprometidos
(IDEMYOR, 2003). Porém, o numero de trabalhos disponiveis sobre a epidemiologia das
infeccdes fungicas é escasso, evidenciando a negligéncia em relacao a essas infecgbes e

a necessidade de um monitoramento frequente.

3.4 ANTIFUNGICOS

Como foi abordado nas secdes anteriores, as infeccdes fuingicas representam um
problema de salde global e as micoses sistémicas, em especial, estdo associadas a niveis
de mortalidade significativos. Por isso, 0 monitoramento dessas infecgdes juntamente com
o diagnastico e o tratamento adequado sdo essenciais para evitar surtos epidemiolégicos.
A diversidade de compostos disponiveis para tratar infec¢cdes fungicas € restrita, esse
problema é atribuido a natureza eucariotica dos fungos e a semelhanca da membrana
plasmatica dos fungos com a dos mamiferos, o que faz com que os antifungicos sejam
intrinsecamente dificeis de atingir seus alvos sem os efeitos tdéxicos as células humanas
(CARMO et al., 2023).

As opcodes terapéuticas antifungicas aprovadas atualmente tém como alvo principal
o ergosterol na membrana celular do fungo ou o 1,3-B-D-glucano na parede celular do
fungo, como ilustrado na imagem 4. Essas classes incluem os azéis (fluconazol, itraconazol,

posaconazol, voriconazol e isavuconazol), as equinocandinas (caspofungina, micafungina
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e anidulafungina), a flucitosina e os polienos (anfotericina B, nistatina e natamicina).
Embora antifiUngicos mais recentes tenham contribuido positivamente para o tratamento de
pacientes com micoses invasivas, estes medicamentos sdo frequentemente limitados pela
toxicidade, pelas interacdes medicamentosas e pela necessidade de administracao
intravenosa (WIEDERHOLD, 2018).

Imagem 4. Representacao de uma célula fungica descrevendo as principais caracteristicas da
membrana e da parede celular.

Célula fungica Membrana celular e parede celular
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Fonte: Adaptado de MSG ERC, s.d.

Os antifungicos da classe dos azo6is sdo comumente utilizados para tratar infeccées
fungicas invasivas através das vias oral ou intravenosa. Eles inibem a enzima lanosterol
14-a-esterol-desmetilase esgotando o contetdo de ergosterol na membrana celular. Assim,
a estrutura e as fun¢gbes da membrana séo alteradas e o crescimento do fungo é inibido.
Embora os azdéis sejam considerados medicamentos de primeira escolha em muitos casos
clinicos, a classe apresenta uma série de problemas relevantes, como interacdes
medicamentosas potencialmente perigosas com o sistema enzimatico do citocromo P450
(responsavel pelo metabolismo de farmacos, toxinas e hormonios), absorgéo erratica,
farmacocinética néo linear e eventos adversos agudos (DAELE et al., 2019).

As equinocandinas inibem a 1,3-B-D-glucano sintase e, assim, interrompem a
biossintese de 1,3-p-D-glucano, um componente chave da parede celular do fungo. Isto
causa a formacdo de uma parede celular defeituosa associada a instabilidade celular,
causando lise em leveduras e crescimento irregular das hifas em fungos filamentosos

(PFALLER, 2012). Essa classe apresenta poucas interagdes medicamentosas clinicamente
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significativas e um perfil de tolerabilidade e toxicidade muito favoravel. Porém, sé estédo
disponiveis como terapia intravenosa (DAELE et al., 2019).

A flucitosina esta disponivel em formulacao oral e intravenosa e atua interferindo na
sintese dos &cidos nucleicos. Esse medicamento € convertido no composto toxico 5-
fluorouracil, que interfere na sintese do DNA e RNA (PERFEITO, 2017). Além da flucitosina
possuir efeitos adversos como a depressdo da medula éssea, ela ndo € usada
rotineiramente em monoterapia porque é propensa a levar ao desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos, sendo entéo principalmente utilizada em combinagéo com
polieno ou azdis para tratar fungos emergentes multirresistentes (DAELE et al., 2019).
Considera-se que a flucitosina sozinha tem atividade fungistatica e combinada com a
Anfotericina B, tem efeito fungicida (CARMO et al., 2023).

O polieno anfotericina B (AmB) atua ligando-se ao ergosterol, resultando em
aumento da permeabilidade da membrana plasmética e vazamento de componentes
intracelulares, o que subsequentemente leva a morte celular. Um dos modelos mais
estudados para esta acdo do polieno é o de formacdo de poros (imagem 5), no qual os
polienos e o ergosterol interagem para formar um complexo semelhante a um canal iGnico
gue vaza ions e pequenas moléculas organicas da célula (CAROLUS et al., 2020). No
entanto, mesmo sem a formacao de poros, a conexao e sequestro do ergosterol é suficiente
para danificar as células devido aos multiplos processos celulares nos quais o ergosterol
estd envolvido, como endocitose, fusdo de vacuolos e estabilizacdo de proteinas
(CAVASSIN et al., 2021).

Imagem 5. Modelo de formacéo de poros da interagdo da anfotericina B com o ergosterol.

) ' - Anfotericina B
Ergosterol \ \

Membrana celular {

Ligacao ao ergosterol, \ Cat* Ca** ‘

Intercalagao da membrana celular Na'

Vazamento de cations intracelulares

Fonte: Adaptado de MSG ERC, s.d.
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A AmB esta disponivel sob trés formulagdes injetaveis: complexo lipidico (ABLC),
lipossomal (L-AmB) e desoxicolato (AmBd), as quais apresentam diferencas bioquimicas e
farmacocinéticas. A auséncia de uma versao oral deve-se a baixa absorcdo pelo trato
gastrointestinal (SES-DEF, 2018; CARMO et al.,, 2023). A L-AmB age liberando o
antifungico diretamente na parede celular do fungo. O lipossomo se rompe, permitindo que
a AmB atravesse a parede e se ligue ao ergosterol da membrana celular; a AmBd € uma
solucéo coloidal onde a parte hidrofobica se liga ao ergosterol na membrana do fungo
(AKINOSOGLOU, 2024). Por outro lado, a ABLC depende de lipases fungicas para induzir
a liberacéo nos tecidos (CAVASSIN et al., 2021).

A escolha da formulacao de Anfotericina B depende da localizacdo da infeccéo e da
afinidade da molécula por certos 6rgéaos. De acordo com a Secretaria de Saude do Distrito
Federal (2018), recomenda-se a AmBd preferencialmente na populacdo neonatal; a L-AmB
para infec¢des de sistema nervoso central e leishmaniose, e a ABLC preferencialmente em
infeccdes pulmonares, infeccéo fangica invasiva e candidiase disseminada. E importante
destacar que as recomendacdes devem ser ajustadas de acordo com a avaliacdo da equipe
de infectologia do local.

No tratamento precoce de infec¢des flngicas invasivas, a escolha de um antifiingico
eficaz e de amplo espectro € essencial, pois 0 patégeno geralmente é desconhecido.
Devido a sua ampla cobertura antimicrobiana e potencial minimo para interacdes
medicamentosas, a Anfotericina B (AmB) ¢é frequentemente recomendada
(AKINOSOGLOU, 2024) e pode ser utilizada como profilaxia em pacientes neutropénicos e
para o tratamento de micoses sistémicas invasivas (ANVISA, 2018). A aplicacéao da terapia
antifGngica combinada € amplamente aceita para maximizar o efeito antifingico através do
efeito sinérgico atacando os mesmos ou diferentes alvos nas células fungicas (CAVASSIN
et al., 2021).

No entanto, assim como outras classes de antifungicos, a AmB pode se ligar ao
colesterol nas membranas celulares de mamiferos, o que pode levar a nefrotoxicidade, um
efeito colateral comum associado (AKINOSOGLOU, 2024). Nesse sentido, estudos para
melhorar as preparacdes lipidicas como veiculos para novas formulagdes, como hibridos
lipidico-polimero tém sido desenvolvidos como uma estratégia para mitigar os efeitos
colaterais (CAVASSIN et al., 2021).
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3.4.1 Resisténcia antifiingica

A resisténcia de um patdogeno a um medicamento é definida pela situacdo em que o
agente patogénico é capaz de sobreviver e se multiplicar em presenca de concentracées
do medicamento que normalmente seriam suficientes para suprimir ou matar a sua
populacdo. Ou seja, é a capacidade do patdgeno de resistir aos efeitos do medicamento,
resultando em uma possibilidade elevada de falha terapéutica (PFALLER, 2012).

A resisténcia dos fungos aos medicamentos antifingicos pode ser classificada como
intrinseca (primaria), aquela que esta naturalmente presente no fungo e esta relacionada
com a fisiologia do organismo, ou adquirida (secundaria), a qual as espécies desenvolvem
a capacidade de resistir a atividade de um agente antifiUngico que anteriormente era eficaz,
sendo motivada pelo uso inadequado de medicamentos antifungicos (LASS-FLORL e
STEIXNER, 2023).

A resisténcia natural ou adquirida de algumas espécies frente aos antifingicos é o
fator de maior importancia que, juntamente com os efeitos adversos e a toxicidade de
alguns farmacos, justifica a caréncia na produgédo de novas drogas, bem como o aumento
na pesquisa de outros compostos com melhores perfis microbiolégicos (BERTO e
HERMES, 2023). Os principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana séo: efluxo de
agentes antimicrobianos; modificacdo do local alvo do agente antimicrobiano; reducdo na
permeabilidade da membrana e inativacdo do agente antimicrobiano, exemplificados na

imagem 6.

Imagem 6. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.

a) Efluxo de agentes antimicrobianos, b) modificacao do local alvo do agente antimicrobiano, ¢) reducéo na
permeabilidade da membrana e d) inativacdo do agente antimicrobiano.
Fonte: Alderton et al., 2021.

Versdo Final Honol ogada
24/ 03/ 2025 08: 10



27

A resisténcia aos agentes antifingicos representa um problema de saude publica
devido a limitacdo dos tratamentos disponiveis, aumentando assim, os niveis de morbidade
e mortalidade. A necessidade de testes de suscetibilidade antifingica, portanto, € motivada
pelo numero crescente de infec¢gBes flngicas invasivas, pelo uso crescente de agentes
antifingicos e pelo reconhecimento da resisténcia antifingica como um importante
problema clinico (PFALLER, 2012).

O teste de susceptibilidade de fungos a medicamentos antifingicos prevé a resposta
terapéutica para certas combinac¢des organismo-medicamento e é medida in vitro usando
a concentracdo inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que inibe o crescimento visivel do microrganismo (BERTO e HERMES,
2023).

As metodologias de referéncia para esses testes sdo do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), as quais sdo muito semelhantes quanto a realizacdo e permitem a
discriminacdo entre estirpes susceptiveis e resistentes, com base na medi¢cdo da CMI.
Esses testes representam uma ferramenta essencial para o norteamento da conduta clinica

e para a identificacao de resisténcia fangica.

3.4.2 Mecanismo de resisténcia a Anfotericina B

Como citado anteriormente, o antifungico poliénico anfotericina B (AmB) se liga ao
ergosterol das membranas, gerando aumento da permeabilidade celular e o0 vazamento de
componentes intracelulares, o que pode ser letal para as células fungicas. Sendo assim, a
deplecdo de genes envolvidos na biossintese do ergosterol, como os genes ERG, esta
associada ao surgimento de organismos resistentes a AmB. No entanto, a exclusdo dos
genes ERG acarreta perda substancial de aptiddao, como reducéo a tolerancia a estresses
oxidativos e a altas temperaturas, morte por neutréfilos e comprometimento no processo de
filamentacao e invasao de tecidos (COHEN, 2016).

Segundo CAVASSIN et al. (2021), a AmB é agente o antifiungico com o mais amplo
espectro de acdo e menor potencial de resisténcia de qualquer agente antifingico
conhecido, o que pode ser atribuido ao fato de que uma vez que a molécula pode perturbar
simultaneamente todos os processos celulares que dependem do ergosterol da membrana,
uma série de mutacbes seriam necessarias para provocar uma alteracdo relevante,

causando assim resisténcia.
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3.5 INFLUENCIA AMBIENTAL NA DINAMICA DAS INFECCOES FUNGICAS

De acordo com a Organizacdo Meteoroldgica Mundial (WMO, 2025), a temperatura
meédia global em janeiro de 2025 bateu o recorde de aumento de 1,75° C, em comparacao
com as temperaturas da era pré-industrial. Devido a esse aumento de temperatura,
podemos observar diversas alteracées ambientais como 0 aumento da temperatura e do
nivel das aguas do mar, aumento nos niveis de radiacéo ultravioleta e de didxido de carbono
(CO.) e reducao na disponibilidade de nutrientes.

Pode-se ressaltar a mudanca do clima como um fator impulsionador de alteracéo
demografica em funcéo das condic¢des locais, conduzindo a migracao forcada das pessoas
gue vivem em regides expostas, aumentando a conectividade global e a propagacéo de
doencas infecciosas. As alteragcbes demograficas também alteram as paisagens
competitivas, favorecendo assim as espécies que tém flexibilidade para se adaptarem
rapidamente, e expandem a gama de locais adequados para a sobrevivéncia de um
determinado patogeno (BAKER et al., 2022).

Estas mudancas além de impactarem na adaptacdo do comportamento humano,
podem expandir as areas nas quais os fungos conseguem sobreviver no ambiente (RHIJN
e BROMLEY, 2021). Sendo assim, existe uma grande preocupac¢ao de como as alteracdes
climaticas irdo afetar a frequéncia, o tipo, as taxas de morbilidade e mortalidade das
doencas infecciosas fungicas. Estas questdes, apesar de ainda ndo serem bem elucidadas
devido a falta de dados a longo prazo, j4 sdo apoiadas por um conjunto crescente de
evidéncias.

Além disso, como j& foi dito, um pequeno nimero de espécies fungicas sao capazes
de sobreviver em altas temperaturas, portanto, poucos fungos sdo patégenos humanos.
Porém, a crescente das temperaturas globais pode contribuir para a evolucéo dos fungos,
selecionando os que tém um metabolismo mais adequado para sobreviver em ambientes
mais quentes, incluindo o corpo humano. Segundo o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2022), as alteracdes climaticas tém efeitos, para além do impacto
ambiental e adaptacdo dos patdgenos, diretamente na saude humana. A polui¢do do ar,
diminuicdo da qualidade da agua e temperaturas extremas, por exemplo, podem ser fatores
predisponentes a reduzirem a capacidade imune das pessoas, favorecendo a infec¢ao por
micoses oportunistas.

Gostincar et al. (2018) elucidaram o fato de que as caracteristicas que conferem

viruléncia em fungos oportunistas provavelmente evoluiram devido as pressfes de selec¢éo,
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as quais promoveriam principalmente a sobrevivéncia do fungo no ambiente, mas como
efeito colateral ndo intencional a essa adaptacéo, também permitiram o estabelecimento no
hospedeiro mamifero, a chamada exaptacdo. Os autores também demonstraram que 0s
patégenos humanos oportunistas se diferem em poucas caracteristicas, além do
crescimento a 37°C, dos parentes ndo patogénicos, sugerindo que os fungos
termotolerantes, em geral, podem ser vistos como potenciais agentes patogénicos
oportunistas.

Em relacdo ao aumento da distribuicdo de infec¢des fungicas devido a alteracdes
ambientais, um estudo realizado por Schneider, em 1997, descreveu um surto de
coccidioidomicose no condado de Ventura apés o terremoto de janeiro de 1994, centrado
em Northridge, Califérnia, EUA, onde foram identificados 203 casos de coccidioidomicose
duas semanas ap0s o terremoto. O surto da infec¢ao foi associado ao desastre ambiental
devido a localizacdo e ao momento dos casos, sugerindo que o surto foi causado pelo
espalhamento dos esporos pelas nuvens de poeira geradas pelo terremoto. Este foi o
primeiro relato de um surto de coccidioidomicose ap6s um terremoto.

Outro estudo realizado por Fanfair et al., em 2012, analisou casos de mucormicose,
uma infeccédo fungica causada por fungos adquiridos no ambiente, apds o tornado de 22 de
maio de 2011 em Joplin, Missouri, EUA. No trabalho, os pacientes analisados tinham sofrido
danos graves em decorréncia do tornado e, por isso, a infeccédo foi associada a traumas
penetrantes e ao aumento de morbidade e mortalidade substanciais, evidenciando os
desastres naturais como influéncia na ocorréncia de infec¢cdes necrosantes dos tecidos
moles.

Ademais, acredita-se que as alteracbes climaticas podem ter sido um fator
determinante no surgimento do agente patogénico multirresistente Candida auris. Esse
fungo surgiu em varios continentes ao mesmo tempo e demonstrou ter maior
termotolerancia em comparacdo com outras espécies de fungos estreitamente
relacionadas, que talvez tenham evoluido em resposta ao aquecimento global (BAKER et
al., 2022). Esses dados inferem que ao longo dos anos tém-se acumulado evidéncias sobre
o impacto das mudancas climaticas na incidéncia, distribuicdo e mortalidade nas doengas

infecciosas, sobretudo nas infec¢des fungicas.
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3.6 PQLUI(;AO AMBIENTAL COMO UM FATOR PREDISPONENTE A RESISTENCIA
ANTIFUNGICA

Diversos estudos tém relatado a relevancia do ambiente no surgimento e
propagacdo de agentes patogénicos resistentes a medicamentos. De particular
preocupacao estdo as estacfes de tratamento de dguas residuais, que sdo reconhecidas
como um dos principais focos para a propagacao da resisténcia aos medicamentos devido
a grande diversidade de microrganismos existentes nesses ambientes juntamente as
elevadas cargas de antimicrobianos, metais pesados e outros biocidas, levando a
resisténcia por presséao seletiva (SAMROT et al., 2023).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2023), o uso indevido e excessivo
de antimicrobianos em humanos, animais e plantas sdo os principais impulsionadores do
desenvolvimento de patdgenos resistentes a medicamentos. As aguas residuais municipais
representam a principal fonte de produtos farmacéuticos liberados no meio ambiente pois
0s antimicrobianos administrados nem sempre sdo completamente metabolizados pelo
organismo, sendo eliminados por meio da urina e das fezes, chegando assim as estacdes
de tratamento aguas residuais (KALLI et al., 2023).

Os residuos hospitalares, o descarte direto de medicamentos ndo utilizados e
tratamento inadequado de efluentes industriais também contribuem com a prevaléncia
desses compostos no ambiente (SAMROT et al., 2023). A presenca de antimicrobianos em
concentracfes sub-inibitorias, juntamente a diversidade das comunidades microbianas,
favorece a permanéncia de microrganismos resistentes por meio de presséo seletiva e
estimula a transferéncia horizontal de genes de resisténcia. (KALLI et al., 2023).

Ademais, em um estudo desenvolvido por Caicedo-Bejarano et al. (2023), foi
avaliada a suscetibilidade aos agentes antifungicos fluconazol e a anfotericina B em fungos
presentes em agua potavel e em aguas residuais com a presenca de metais pesados. Foi
constatada a presenca de uma quantidade significativamente maior de fungos nas aguas
residuais, com prevaléncia do género Candida em todas as amostras, incluindo os
patégenos oportunistas C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei.

Os resultados demonstraram ainda que as aguas residuais podem ter contribuido
para a resisténcia fungica em contraposicdo com as amostras de agua potavel, em que a
resisténcia antifangica foi menor. Esses resultados ressaltam a importancia de monitorar a
resisténcia antifungica em diferentes fontes de &agua, especialmente em ambientes

contaminados.
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4 METODOLOGIA
4.1 MICRORGANISMOS

No estudo foram avaliados 27 fungos filamentosos depositados na Colecdo de
Cultura de Microrganismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental (CCMIBA) pelo
estudo de CONTRERAS (2024). Os fungos foram isolados de sedimento a partir de trés
pontos da regido de Arroio Dourado, localizada no sudeste da cidade de Foz do Iguagu, no
estado do Parand, utilizando-se meios enriquecidos para a selecdo de degradadores de
poluentes ambientais.

O arroio, representado na imagem 7, estad situado no meio de uma area de
agricultura intensiva e extensiva, compreendendo varias nascentes e desaguando no Rio
Tamandud. A jusante, na juncdo entre o Arroio Dourado e o Rio Tamandua, ha uma
captacado de agua utilizada pela Companhia de Saneamento (SANEPAR). O Arroio Dourado
também é caracterizado pelo fato de que, ao longo de seu curso recebe residuos de
diferentes culturas vegetais, bem como por lixiviados do antigo aterro ndo sanitario da

cidade.

Imagem 7. Mapa do Arroio Dourado (Foz do Iguagu — PR), destacando os trés pontos de coleta das

amostras de sedimento de onde foram isolados os fungos.

Fontes: Edunila, 2019; Programa Pedala Parané, 2022; Google Earth.
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O primeiro ponto de coleta (P1) esta localizado antes do antigo lixao, influenciado
pelas grandes areas de cultivo de milho e soja e teve 12 isolados; o segundo ponto (P2),
com 10 isolados, esta localizado apés a regido do antigo lixdo e com grande influéncia da
atividade antrépica, como assentamentos, moradias ilegais e descarte de esgoto doméstico
sem tratamento. O terceiro ponto de amostragem (P3) teve quatro isolados e se localiza

onde o corrego se junta ao Rio Tamandua, onde seu fluxo aumenta substancialmente.

4.2 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

Os fungos preservados foram reativados em agar extrato de malte 2% (MA2) e
incubados a 28° C por cerca de 14 dias, para induzir a formagdo de esporos. Apos o
crescimento, os fungos esporulados foram selecionados para serem submetidos ao teste
de resisténcia antifangica. As cepas foram testadas com o antifingico Anfotericina B (AmB),
obtido através da empresa Merk KGaA (registro HRB 5899) em sua forma pura e sem
excipientes, com poténcia de 750 mg/L. A metodologia para o teste de sensibilidade seguiu
a metodologia de referéncia E.DEF. 9.4 do European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, 2022) para fungos filamentosos, a qual inclui o cultivo das
estirpes em microplacas de 96 pocos e a avaliacdo visual da concentracdo minima inibitoria
(CIM).

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES DE TRABALHO

Inicialmente, foram preparadas solucdes de estoque de AmB, a partir das quais
foram obtidas as solucdes de trabalho. Assim, para o preparo da solucdo de estoque de
AmB, foram pesados 21,3 mg do antifiungico em balanca analitica, diluidos em 10 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) em um tubo tipo Falcon e homogeneizados com agitador giratoério,
para obtencdo da concentracdo de 1.600 mg/L. Foram testadas trés concentracdes do
antifungico: 0,016 mg/L, 1 mg/L e 8 mg/L, portanto, a partir da solu¢do de estoque de Amb,
foram preparadas as solugdes de trabalho conforme a tabela 1 de diluicdo da metodologia
EUCAST E.DEF. 9.4 (2022):
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Tabela 1. Esquema de preparacao das diluicdes dos antifingicos com concentragéo final de 0,016 a 16

mg/L.
Etapa Concentragio Fonte Volumedo Volumedo Concentragdo Concentragdo (mg/L)
(mg/L) antifingico  solvente intermedidria  apds diluigdo 1:100
(L) {nL) (mg/L) com meio RPMI 2% G
(2x concentrado)
1 1.600 Estoque 200 0 1.600 16
2 1.600 Estoque 100 100 800 g
3 1.600 Estoque 50 150 400 4
4 1.600 Estoque 50 350 200 2
5 200 Etapa 4 100 100 100 1
6 200 Etapa 4 50 150 50 0,5
7 200 Etapa 4 50 350 25 0,25
8 25 Etapa 7 100 100 12,5 0,125
9 25 Etapa 7 50 150 6,25 0,06
10 25 Etapa 7 50 350 3,125 0,03
11 3,125 Etapa10 100 100 1,562 0,016

Fonte: EUCAST — Documento Definitivo E.DEF. 9.4 (2022).

O meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) é um meio sintético rico
em aminoacidos, vitaminas e sais inorganico que permite a criacdo de um ambiente in vitro
semelhante ao que ocorre em fluidos corporais humanos durante infeccbes fungicas
(VAHEDI-SHAHANDASHTI et al., 2023). Sendo assim, 0o EUCAST (2022) recomenda o uso
do RPMI como meio base para avaliar a eficacia do medicamento contra isolados fungicos
devido ao alto nivel de concordancia interlaboratorial.

Dessa forma, ao obter as concentracdes intermediarias de 1,562 mg/L, 100 e 800
mg/L, foram retirados 100 pL de cada tubo e transferidos para tubos com 9,9 mL do meio
de cultura RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose (com L-glutamina e indicador de
pH e sem bicarbonato), correspondendo a diluicdo 1:100. A partir dessas diluicdes, foram
obtidas as concentracdes finais de 0,016 mg/L, 1 mg/L e 8 mg/L de antifingico em meio de

cultura.

4.4 PREPARO DOS INOCULOS

Cada placa de fungo foi coberta com 5 mL de agua destilada estéril e 5 L de Tween
20 e raspada com uma alca de inoculagédo descartavel. As suspensdes foram transferidas
para tubos tipo Falcon estéril, com auxilio de pipeta Pasteur estéril. Posteriormente, foram
realizadas diluicbes de 1:100 da suspenséo de esporos em agua destilada estéril, para a
padronizacgédo de 2,5 - 10 x 10° esporos/mL, a qual foi monitorada através da contagem de

esporos em camara de Neubauer.
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4.5 PREPARO DAS PLACAS DE MICRODILUICAO

Ante & obtencdo do indculo, iniciou-se a montagem das microplacas. Cada
microplaca foi utilizada para o cultivo de quatro fungos, submetidos ao teste de resisténcia
com a AmB. Para isso, as linhas A, C, E e G da microplaca de 96 pocos corresponderam
cada uma a um fungo testado, pulando-se uma linha entre elas a fim de evitar

contaminagao, como demonstrado na imagem 8.

Imagem 8. Mapa do preparo das placas microdiluicao.

0,016 mg/L 1 mg/L 8 mg/L

Fonte: autora.

As concentracfes de antifungico testadas foram realizadas em triplicata, sendo os
pocos das colunas 1, 2 e 3 referentes a concentracdo 0,016 mg/L; os das colunas 4,5 e 6
a concentragdo 1 mg/L e os das colunas 7,8 e 9 referentes a concentracdo 8 mg/L, em
todas as linhas. Sendo assim, cada um desses pocos foi inoculado com 100 uL de meio de
cultura com antifngico em suas respectivas concentracdes e com 100 uL das suspensdes
do in6culo.

O poco da coluna 10 de cada linha correspondeu ao controle positivo do teste, o qual
continha 100 uL da suspensdo do inoculo mais 100 uL de meio de cultura livre de
antifingico. Em contrapartida, o pogo da coluna 12 de cada linha correspondeu ao controle
negativo do teste, contendo apenas 0 meio de cultura com antifingico, na concentracéo de
8 mg/L. Apos o preparo das microplacas, elas foram incubadas em estufa a 28° C por 24-
48h.
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4.6 LEITURA DOS RESULTADOS

As placas incubadas foram avaliadas visualmente, comparando-se o crescimento
fungico de cada poco com as concentracfes de antifungico, em relacdo aos controles de
crescimento positivo e negativo, de acordo com o documento E.DEF. 9.4 (EUCAST, 2022).
Cada poco teste foi classificado de acordo com a reducéo de crescimento em comparagao
com o controle positivo e classificados em: opticamente claro ou 100% da reducao do
crescimento; aproximadamente 75% de reducdo do crescimento; aproximadamente 50%
de reducao do crescimento; aproximadamente 25% de reducao do crescimento e nenhuma
reducdo do crescimento (0%). Os pocos da coluna 10 (controle positivo) e 0os poc¢os da
coluna 12 (controle negativo), serviram de referéncias paras as classificagdes nenhuma

reducédo do crescimento e 100% da reducao do crescimento, respectivamente.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos fungos testados mostrou resisténcia total ou parcial nas concentracées
mais baixas de Anfotericina B (0,016 mg/L e 1 mg/L), com suscetibilidade significativa
geralmente observada apenas na concentracdo mais alta (8 mg/L). Esses resultados
sugerem que, para a maioria dos fungos, é necessaria uma concentracdo elevada de
Anfotericina B para exercer uma acdo antifingica eficaz, indicando uma resisténcia
relativamente alta a doses menores do antifiingico. Sendo assim, a concentracédo de 8 mg/L
se mostrou a mais eficaz como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para as amostras,

conforme pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2. Reducéo visual do crescimento dos fungos isolados do Arroio Dourado (Foz do Iguagu — PR) em
relagdo as concentragdes 0,016, 1 e 8 mg/L do antifiingico Anfotericina B (AmB).

Resisténcia alta (RA) Resisténcia media (RM) Resisténcia baixa (RB)
Fungo ID Ponto de Reducao do crescimento em relagdo ao poco
CCMIBA coleta controle

0,016 mg/L 1 mg/L 8 mg/L

Trichoderma sp. 201 1 25% 50% 75%

Trichoderma sp. 202 3 0% 50% 75%
Trichoderma sp. 203 2 0% 50% 100%
Epicoccum sp. 204 2 0% 25% 100%
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Trichoderma sp.

NI

NI

208

218

222

2 25%

1 0%

1 25%

25%

75%

50%

100%

100%

100%

Aspergillus sp.

Clonostachys sp.

NI

223

225

229

2 25%

2 0%

3 25%

25%

0%

50%

100%

100%

100%

Talaromyces sp.

Aspergillus sp.

Penicillium sp.

230

243

245

2 0%

1 0%

50%

50%

25%

100%

100%

100%

Fonte: autora.

A alta resisténcia a Anfotericina B foi observada em 14 fungos, classificados como
altamente resistentes devido ao crescimento de 25% ou mais, em relacdo aos controles
utilizados, na concentracdo de 8 mg/L. Isso indica que, mesmo na concentracdo de 8 mg/L,
o antifungico reduziu entre 0 a 75%, conforme tabela 2, do crescimento desses isolados.
Desses, sete fungos foram isolados do ponto de coleta 1 (201, 206, 221, 226, 231, 241 e
242), quatro foram isolados do ponto de coleta 2 (207, 234, 238 e 244) e trés fungos
isolados do ponto de coleta 3 (202, 214 e 224).

Versdo Fi nal Honol ogada
24/ 03/ 2025 08: 10



37

A moderada resisténcia foi observada em seis fungos, 0s quais apresentaram altos
niveis de resisténcia (reducéo do crescimento em até 25%) nas concentracdes de 0,016
mg/L e 1 mg/L, mas total susceptibilidade a concentracdo de 8 mg/L. Desses, dois foram
isolados do ponto de coleta 1 (236 e 245), quatro isolados do ponto de coleta 2 (204, 208,
223 e 225) e nenhum do ponto de coleta 3. Por fim, os fungos classificados com baixa
resisténcia foram sete no total, com crescimento reduzido de 50% ou mais a 1 mg/L e total
susceptibilidade a concentracdo de 8 mg/L. Desses fungos, trés foram isolados do ponto
de coleta 1 (218, 222 e 243), trés do ponto de coleta 2 (203, 230 e 239) e um fungo isolado
do ponto de coleta 3 (229). A proporcédo dos fungos testados em relacdo a resisténcia esta

representada no grafico 1.

Grafico 1. Proporgéo de resisténcia encontrada nos fungos isolados da regido do
Arroio Dourado (Foz do Iguagu - PR).
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Resisténcia alta (RA) Resisténcia média (RM) Resisténcia baixa (RB)

Fonte: autora.

Foi realizada a co-relacdo entre os tipos de resisténcia encontrados entre os isolados
e 0s respectivos pontos de coleta (grafico 2). O ponto 1, localizado antes do antigo lixao e
influenciado por grandes areas de cultivo de milho e soja, apresentou a maior contribuicéo
para resisténcia alta (RA), com 25,9% do total; teve 7,4% de resisténcia média (RM) e
11,1% de resisténcia baixa (RB). A alta proporcdo de resisténcia alta encontrada nesse
ponto pode estar relacionada a carga de pesticidas encontrada nesse ambiente (Kalli et al.
2023).
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Grafico 2. Contribuicdo dos tipos de resisténcia dos fungos isolados da regido do
Arroio Dourado (Foz do Iguagu - PR) em funcéo dos pontos de coleta.
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Fonte: autora.

Estima-se que os residuos de pesticidas equivalem a um terco da massa total de
pesticidas aplicada, sendo o excedente despejado nos recursos ambientais e utilizado pelos
microrganismos como fontes de carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre para o crescimento
(RAMAKRISHNAN, 2019). Segundo Kalli et al. (2023), além do aumento da carga
microbiana na presenca de grandes quantidades de nutrientes, a transferéncia de genes
de resisténcia é aumentada nessas condic¢des, 0 que pode ser explicado pelas altas taxas
de divisédo celular e, consequentemente, a probabilidade de mutacdes e recombinacfes
genéticas

Além disso, devido as semelhancas nas respostas microbianas de adaptacdo as
pressdes de selecdo de pesticidas e substancias antimicrobianas, os microrganismos que
sobrevivem em ambientes contaminados com pesticidas tém maiores chances de
possuir resisténcia antimicrobiana como uma caracteristica funcional excedente
(RAMAKRISHNAN, 2019).

O ponto 2, situado apos o antigo lixao e influenciado por assentamentos humanos e
descarte de esgoto doméstico sem tratamento, apresentou a mesma proporgdo entre

resisténcia alta (RA) e resisténcia média (14,8%), sendo o ponto com a segunda maior
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contribuicdo para RA. Em relacdo a resisténcia baixa (RB), esse ponto contribuiu com
11,1%. As aguas residuais municipais sdo a principal fonte de produtos farmacéuticos e
outros estressores quimicos, que entram no meio ambiente devido ao tratamento
inadequado ou descarte incorreto (SAMROT et al., 2023). A presenca de residuos de
antimicrobianos juntamente as complexas comunidades microbianas propicia o
desenvolvimento de microrganismos resistentes e a promocao da transferéncia horizontal
de genes resistentes (KALLI et al., 2023).

O equilibrio entre os tipos de resisténcia encontrados nesse ponto pode indicar que,
embora o descarte de residuos organicos e contaminantes como medicamentos e produtos
guimicos influencie a dindmica microbiana, ele ndo promove um predominio claro de fungos
altamente resistentes ou pouco resistentes, uma vez que as concentracdes e 0s tipos de
qguimicos presentes nas estacfes de tratamento de &guas residuais dependem dos
produtos usados na industria ou pelo consumidor (SAMROT et al., 2023).

O ponto 3, localizado onde o cérrego se junta ao Rio Tamandua e o fluxo de agua
aumenta substancialmente, apesar do menor namero de isolados, contribuiu com 11,1%
para a resisténcia alta (RA), ndo apresentou resisténcia média (RM) e teve uma baixa
contribuicdo para resisténcia baixa (RB) (3,7%). Apesar da maior diluicdo de contaminantes
devido ao aumento do fluxo de agua, € possivel que o impacto cumulativo das condicdes
observadas nos pontos anteriores tenha contribuido para a presenca predominante de
fungos mais resistentes nesse local, porém, é importante destacar que o numero reduzido
de isolados pode impactar na baixa diversidade de resisténcia.

Em relagdo aos géneros/ grupos testados, representados na tabela 3, os isolados
nao identificados (NI) apresentaram a maior propor¢cdo de resisténcia alta (RA),
correspondendo a 18,5% do total, seguidos pelo género Trichoderma com 14,8%. Isso
sugere que os fungos ainda ndo identificados podem incluir espécies com mecanismos
avancados de resisténcia, o que reforca a necessidade de uma caracterizagdo mais
aprofundada. Ja o alto nivel de resisténcia encontrado no género Trichoderma pode estar
atribuido a versatilidade metabdlica e a presenca de transportadores que conferem
resisténcia a compostos toxicos, evidenciado pelo seu papel como agente de biocontrole
(DUTTA et al., 2023).
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Tabela 3. Proporgao normalizada dos tipos de resisténcia (alta, média e baixa) encontrados entre os
géneros/grupo de fungos isolados da regido do Arroio Dourado (Foz do Iguacu - PR).

Género/ grupo Isolados Resisténcia alta Resisténcia média | Resisténcia baixa Total
NI 8 5 (18,5%) 0 (0%) 3 (11,1%) 29,6%
Trichoderma 6 4 (14,8%) 1 (3,7%) 1 (3,7%) 22,2%
Aspergillus 4 1 (3,7%) 2 (7,4%) 1 (3,7%) 14,8%
Penicillium 3 1 (3,7%) 1 (3,7%) 1 (3,7%) 11,1%
Clonostachys 2 1(3,7%) 1(3,7%) 0 (0%) 7,4%
Geotrichum 1 1 (3,7%) 0 (0%) 0 (0%) 3,7%
Pleosporales 1 1(3,7%) 0 (0%) 0 (0%) 3,7%
(ordem)
Epicoccum 1 0 (0%) 1(3,7%) 0 (0%) 3,7%
Talaromyces 1 0 (0%) 0 (0%) 1(3,7%) 3,7%
Total 27 14 (51,9%) 6 (22,2%) 7 (25,9%) 100%

Fonte: autora.

Cerca de 90% dos agentes de biocontrole fungico contra microrganismos
patogénicos pertencem a diferentes cepas de Trichoderma (SOOD et al.,, 2020). Os
principais mecanismos associados a essa caracteristica sdo: secrecdo de enzimas
degradadoras da parede celular como quitinases, glucanases e proteases e secrecao de
metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana de amplo espectro que atuam como
inibidor metabdlico de vias transcricionais (DUTTA et al., 2023).

Outra caracteristica relevante em Trichoderma spp., é alta quantidade de
transportadores de cassetes de ligacao de ATP (transportadores ABC), responsaveis pelo
transporte de diversos substratos através da membrana celular (DUTTA et al., 2023). Como
citado anteriormente, um dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana é o efluxo dos
agentes antimicrobianos, sendo uma das principais familias de proteinas de efluxo os
transportadores ABC, que atuam removendo 0os compostos toxicos das células (CANNON
et al., 2009).

Além disso, de acordo com o trabalho de WINSK et al. (2022), os transportadores
PDR6, do tipo ABC, estéo relacionados ao trafego de ergosterol para a membrana celular
e a delecdo desses transportadores pode resultar na resisténcia antifingica a antifingicos
gue utilizam o ergosterol para exercer sua atividade. Isso pode ocorrer em fungos que
tiverem transportadores de substratos compensatérios para que a delecdo de PDR6 nao

impacte drasticamente sua viabilidade.
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O género Aspergillus apresentou uma distribuicdo equilibrada entre os diferentes
niveis de resisténcia, com proporcdes semelhantes de resisténcia alta, média e baixa
(3,7%, 7,4% e 3,7%, respectivamente). Apesar desse equilibrio, Aspergillus spp. séo
conhecidas pela resisténcia ao AmB. A espécie A. fumigatus possui capacidade de adquirir
resisténcia a AmB de forma eficiente, enquanto em outras espécies, como A. flavus, A.
terreus e Aspergillus lentulus, a resisténcia intrinseca a AmB é bem reconhecida
(CAROLUS et al., 2020). Em 2024 a OMS classificou o A. fumigatus como prioridade critica
para acao contra resisténcia antimicrobiana. Essa categoria engloba os patégenos de maior
nivel de ameaca a saude publica devido as limitadas opc6es de tratamento, altas taxas de
mortalidade e morbidade, dificil prevencado, alta transmissdo e tendéncias globais na
aquisicao de resisténcia (WHO, 2024).

O género Geotrichum, apesar de ter tido apenas um isolado, do ponto 2, se destacou
por ndo ter apresentado redugéo do crescimento em nenhuma das concentragoes testadas,
indicando a necessidade de uma concentracdo mais elevada de Anfotericina B para exercer
a acao antifungica. Geotrichum € um género de fungos sapréfitos encontrados no solo,
frutas, laticinios e vegetais; também € um comensal que coloniza a pele, o trato digestivo e
0 trato respiratorio dos humanos. No entanto, também € um patdégeno oportunista
emergente que, embora raro, tem altas taxas de mortalidade, sendo o Geotrichum
candidum o patégeno mais comum (TURDA, 2013; ROMAN-MONTEZ et al., 2024).

A doenca causada por Geotrichum spp. varia de micoses de pele a infeccao
disseminada. A forma cutanea da doenca pode causar lesdes superficiais e profundas do
tecido e a geotricose sistémica se manifesta comumente como uma infecgéo focal, como
endocardite, meningite, osteomielite e doenca pulmonar (TSHISEVHE et al., 2021). Roman-
Montez et al., (2024) e GAO et al. (2015) destacam que tanto as formas cutaneas quanto a
forma sistémica da infec¢do por Geotrichum possuem diagndstico etiolégico dificil, uma vez
gue séo clinicamente semelhantes as infec¢des por Candida e Aspergillus. Sendo assim,
os resultados obtidos neste estudo ressaltam a importancia da caracterizacdo da espécie
do isolado, bem como a realiza¢éo de estudos sobre sua resisténcia a outros antifangicos

e informacdes relacionadas a sua patogenicidade.
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8 CONCLUSAO

Os resultados indicam que mais da metade dos fungos testados (51,9%)
apresentaram alta resisténcia a Anfotericina B, 0 que representa uma preocupacéao devido
ao fato de que este antimicrobiano € utilizado para o tratamento de infec¢des fungicas
invasivas quando o diagnoéstico confirmatorio do espécime ainda néo foi realizado. A terapia
empirica € uma abordagem utilizada a fim de reduzir os niveis de mortalidade, uma vez que
0 atraso no tratamento pode agravar o quadro dos pacientes, especialmente no caso dos
imunocomprometidos, e a escolha desse antimicrobiano deve-se a ampla atividade
antifingica e do baixo potencial de interacdo medicamentosa associada (AKINOSOGLOU,
2024).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2025), quase metade da
populacdo tem acesso limitado ou nenhum acesso a diagndsticos e apenas 19% das
pessoas de paises de baixa e média renda tém acesso a testes diagndsticos na atencao
primaria para orientar prescricbes. Apesar da terapia empirica mitigar as taxas de
mortalidades associadas ao tratamento tardio, incertezas diagnosticas resultam em
prescricdbes de antimicrobianos que podem ndo ser necessarios, 0 que impulsiona a
resisténcia antimicrobiana (RAM). Essa problematica destaca a necessidade de
diagndsticos amplamente acessiveis e confiaveis.

Em relacdo a influéncia dos pontos de coleta impactados por atividades antropicas
e a proporcao de resisténcia entre os fungos testados, apesar de a presenca de estressores
ambientais (como pesticidas e antimicrobianos) nesses pontos ndo necessariamente terem
relacdo direta com os resultados observados, o trabalho evidenciou a capacidade de
sobrevivéncia e adaptacédo dos fungos frente as pressées ambientais. Esse cenario ressalta
a importancia de desenvolver praticas mais sustentaveis.

Nesse contexto, a abordagem One Health, da Organizacdo Mundial da Saude,
reconhece a interdependéncia entre a saude humana, animal e ambiental e destaca a
necessidade de uma abordagem integrada para combater a RAM, uma vez que ela é um
reflexo da interconexao e diversidade da vida no planeta. A prote¢cdo dos habitats e a
implementacdo de praticas seguras de saneamento e gestdo de residuos sdo essenciais
para reduzir a pressdo seletiva e prevenir infeccdes por organismos resistentes,
contribuindo para a diminuicdo do uso de antimicrobianos e o controle da RAM (WHO,
2025).
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