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RESUMO

A otomicose, infeccéo do conduto auditivo externo, tendo como agentes mais comuns
espécies de Aspergillus e Candida. No tratamento, tem se verificado crescente
resisténcia antifingica. Fatores relacionados aos fungos como constituicdo da parede
celular e formacgao de biofilmes podem propiciar maior dano e extensédo da lesao.
Assim, esta pesquisa objetivou caracterizar agentes de otomicose quanto ao perfil de
carboidratos da parede celular, capacidade de formar biofilme, selecionar a cepa mais
virulenta e avaliar tratamento experimental com ciclopirox olamina. As lectinas Com
A, WGA, UEA-I e PNA conjugadas a peroxidase foram utilizadas para marcacao dos
carboidratos em 28 isolados. E foram crescidos em Sabouraud e RPMI para andlise
do biofilme com leitura visual e quantificada. Foram testados cetoconazol, anfotericina
B e ciclopirox olamina através da microdiluicdo em caldo com leitura visual e
absorbéancia. Otomicose experimental foi reproduzida com o isolado mais virulento e
o tratamento seguiu com cetoconazol e ciclopirox olamina. Marcacdo com lectinas
variou intra e interespecifica na expressao de carboidratos, sendo WGA a que marcou
mais intensamente e também variou quanto ao biofilme. A inibicdo com anfotericina B
variou entre 0,125-16ug/ mL; cetoconazol 0,5-8ug/ mL e ciclopirox olamina 0,25-8ug/
mL. A infeccdo foi confirmada pela visualizacdo de estruturas em parasitismo e
isolamento do fungo. A composi¢do da superficie dos isolados com expressao de N-
acetil-glicosamina contribuiu para o biofilme, proporcionando resisténcia antifungica e
maior capacidade de infeccdo, porém ciclopirox olamina pode ser uma nova

alternativa para o tratamento da otomicose.

Palavras-chave: Otite fungica. Carboidratos da parede celular. Modelo experimental.



ABSTRACT

Otomycosis, infection of the external auditory canal, having Aspergillus and Candida
as the most common agents. In treatment, there has been increasing antifungal
resistance. Factors related to fungi such as constitution of the cell wall and formation
of biofilms can provide greater damage and extension of the lesion. The aim of this
research was to characterize otomycosis agents in relation to carbohydrate profile of
the cell wall, ability to form biofilm, select the most virulent strain and evaluate
experimental treatment with cyclopirox olamine. The lectins with A, WGA, UEA-I and
PNA conjugated to peroxidase were used to label carbohydrates in 28 isolates. And
were grown in Sabouraud and RPMI for biofilm analysis with visual and quantified
reading. Ketoconazole, amphotericin B and cyclopirox olamine were tested by broth
microdilution with visual readout and absorbance. Experimental otomycosis was
reproduced with the most virulent isolate and treatment followed with ketoconazole and
cyclopirox olamine. Markings with lectins varied intra and interspecific in the
expression of carbohydrates, being WGA the one that marked more intensely and also
varied as for the biofilm. Inhibition with amphotericin B ranged from 0.125-16 pg/mL;
Ketoconazole 0.5-8 ug/mL and cyclopirox olamine 0.25-8 pg/mL. The infection was
confirmed by the visualization of structures in parasitism and fungus isolation. The
surface composition of N-acetyl-glycosamine-like isolates contributed to biofilm,
providing antifungal resistance and increased infectivity, but cyclopirox olamine may
be a new alternative for the treatment of otomycosis.

Key-words: Otitis fungal. Cell wall carbohydrates. Experimental model.
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1 INTRODUCAO

Otomicose € uma infeccdo no canal auditivo externo causada por fungos
oportunistas (NEMATI et al., 2013). A incidéncia varia em diferentes areas geograficas
e é determinada principalmente pelas condi¢des ambientais. Esta micose pode atingir
percentagens elevadas em algumas regides tropicais e subtropicais, constituindo até
25% das otites infecciosas. (IBEKWE; ONAKOYA, 2007; ANEJA; SHARMA; JOSHI,
2010; FASUNLA).

Os agentes mais comuns desta infec¢cdo fungica incluem espécies de
Aspergillus e Candida (GARCIA-AGUDO et al., 2011), entretanto, outras também s&o
relatadas como agentes de otomicose (MOGADAM et al., 2009).

Os fatores que contribuem para que estes fungos saprobios se tornem
patégenos sdo varios (KOGA-ITO, 2006). Entretanto, um dos fatores de viruléncia de
extrema importancia € a capacidade destes fungos em formar agregados celulares
gerando estruturas multicelulares que aderem a superficies, formando biofilme,
ocorrendo em resposta a uma variedade de condigdes (O'TOOLE; KAPLAN;
KOLTER, 2000). Os agregados celulares podem esta intimamente associados aos
carboidratos da parede celular do fungo, sendo as lectinas, valiosas ferramentas para
a investigagdo estrutural destes complexos de carboidratos, especialmente
glicoproteinas, e para a analise de mudancas que ocorrem sobre a superficie celular
durante os processos fisiologicos e patologicos (SHARON; LIS, 2001). Essa
especificidade das lectinas com relacéo a diferentes carboidratos possibilita a sua
utilizacdo em pesquisas na area medica tais como investigacdo da superficie de
células e caracterizacdo de estadios de desenvolvimento de micro-organismos
(KENNEDY et al., 1995).

A maioria dos agentes causadores de otomicose, apesar de serem saprobios,
pode causar infeccBes oportunistas, com danos irreversiveis principalmente em
imunossuprimidos. O histérico do paciente, o exame clinico (otoscopia), o diagnéstico
laboratorial micolégico, séo indispensaveis para diagndéstico preciso e, assim instituir
tratamento adequado especifico (KWARTLER, 2003; SREEPADA; CARFRAE;
KESSER, 2008; ABOULMAKARIM et al., 2010; VENNEWALD; KLEMM, 2010), pois,
normalmente a otomicose requer tratamento em longo prazo e tende a recorrer
(OZCAN et al., 2003).
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O desenvolvimento de pesquisas que busca o conhecimento destes agentes
patogénicos, sobretudo da determinacao do perfil de viruléncia, auxilia na instituicao
de tratamento adequado, evitando recidivas e conduzindo a uma melhor qualidade de
vida dos pacientes.

Diante do contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar os agentes de
otomicose quanto ao perfil de carboidratos da parede celular em associagédo com a
capacidade de formacéao de biofilme e avaliar a viruléncia e tratamento da otomicose

experimental.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar os agentes de otomicose quanto ao perfil de carboidratos da
parede celular em associacdo com a capacidade de formacédo de biofilme e avaliar a

viruléncia e tratamento da otomicose experimental.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho correspondem as a¢Bes desenvolvidas

para atingir o objetivo geral:

a) Obter e revisar taxonomicamente culturas de fungos isolados de amostras
clinicas de casos de otomicose depositados na Colecdo de Cultura Micoteca
URM,;

b) caracterizar a parede celular dos isolados, quanto ao perfil de carboidratos, com
marcacgao de lectinas;

c) avaliar a capacidade de formacéo de biofilme pelos agentes da otomicose;

d) determinar o padrdo de sensibilidade antifangica dos agentes etiolégicos de
otomicose;

e) selecionar o isolado mais virulento e avaliar o tratamento da otomicose
experimental;

f) verificar a resposta terapéutica de otomicose experimental.

14



1.2 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.2.1 Obtencéo de culturas

Para os ensaios in vitro, foram utilizados 27 isolados obtidos de casos de
otomicose, sendo 23 que estao depositados na Colecéo de Culturas Micoteca URM e

quatro que serdo estocados. Para o ensaio in vivo, foi selecionado apenas um isolado.

1.2.2 Caracterizag&o taxondémica

ApoOs a obtencéo, a revisdo taxondmica dos agentes etioldgicos foi realizada
através da observacdo dos aspectos morfoldgicos, os quais foram analisadas
diferentes caracteristicas macroscopicas como diametro, bordos, textura e coloragcédo
do verso e reverso das colbnias, producdo de pigmentos e tempo de crescimento
(BARNETT et al., 2000; DE HOOG et al., 2000; KLICH, 2002) e, quando necessario,
fisiolégicos (BARNETT et al., 2000; DE HOOG et al., 2000; LACAZ et al., 2002).

A verificagdo das microestruturas somaticas e reprodutivas foram realizadas
pela técnica de Dalmau (1929), por meio de microcultivos (cultivo sob laminula), no
qgual fragmentos das colonias foram semeados em dois pontos equidistantes da placa
contendo o meio de cultura especifico para cada grupo de fungos, e sobre estes
colocadas laminulas previamente esterilizadas. A preparacdo permaneceu a
temperatura de 28°C por aproximadamente sete a 15 dias conforme espécie em
estudo. Em seguida, a laminula do cultivo foi retirada, invertida e colocada sobre uma
lamina de vidro, contendo uma 40 pL de Azul de Amann (CARRANZA, 1949), para
posterior observacado microscopica de estruturas somaticas e reprodutivas.

As andlises fisioldgicas e bioquimicas foram realizadas através de testes quanto
a fermentacao pela utilizacdo de compostos de carbono, assimilacdo pela utilizacéo
de compostos de carbono e nitrogénio (BARNETT et al., 2000; De HOOG et al., 2000),
producéo de urease (LACAZ et al., 2002) e producédo de &cido acético (BARNETT et
al., 2000).

1.2.3 Caracterizagao quanto ao perfil de carboidratos da parede celular

¢ Fungos filamentosos

15



Concanavalin A (Con A), Wheat germ agglutinin (WGA), Ulex europeus
agglutinin | (UEA-I) e Peanut agglutinin (PNA), todas conjugadas a peroxidase (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA) foram usadas de acordo com a técnica modificada
publicada por Leal et al. (2011). As amostras fungicas foram cultivadas em meio agar
Czapek (Difco) por dez dias a 25°C. Uma fita adesiva, posicionada com a parte colante
para baixo, foi levemente pressionada sobre a col6nia do fungo. A fita foi
subsequentemente removida e colocada longitudinalmente sobre laminas de
microscopio. Na fita com a amostra do fungo, foi adicionada 200 pL de tripsina por 8
minutos. Apds esse tempo, a tripsina foi retirada e com tampéo fosfato salino (PBS),
em seguida foi adicionado 200 pL de lectina (25ug.mL1) e deixado por 1h a 4°C.

A marcacdo com lectinas foi visualizada usando 3,3-diaminobendizina (DAB) e
peréxido de hidrogénio em Tampéao Fosfato Salino (PBS) por até 8 min. Entre cada
etapa foram realizadas lavagens com PBS (2 x 5 min). Ensaios controle foram feitos
por ligacdo da lectina na preparacédo do acUcar especifico correspondente: N-acetil-
D-glucosamina, a-L-fucose, D-galactose e metil-a-D-manoside para WGA, UEA |,
PNA e Con A, respectivamente, a concentracdo de 300 mM. O controle da amostra

de fungo na fita foi através da auséncia da lectina.

e Leveduras

Na leitura da expressédo de lectinas ligantes aos isolados de leveduras, foram
utilizadas suspensées de 1mL de células (107 células por mL) preparadas a partir de
colénias crescidas em meio Agar Sabouraud por 48 horas. As células de leveduras
foram suspensas em solucdo de tampédo fosfato salino (PBS) e em seguida
centrifugadas (2000 rpm) dentro de eppendorfs de 2mL por 10 minutos até formacao
de um contetdo na forma de pellet. Posteriormente, este contetdo foi ressuspendido
em tripsina (0,1%) por trés minutos a 37°C e uma nova centrifugacao foi realizada,
ressuspendendo o mesmo em solucdo de metanol conjugado a peroxido de
hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. A cada intervalo das etapas
mencionadas, o pellet foi lavado por meio de centrifugacdo em tampao fosfato salino
(PBS) por 10 minutos, duas vezes seguidas. Apés esta etapa, foi adicionada sobre as
células de leveduras, as solucdes de lectinas (25 pg.mL™?), e incubadas a 4°C por um
periodo de uma hora. Em seguida ao periodo de incubacéo, o pellet foi novamente

resuspenso em solugdo PBS conforme mencionado em etapas anteriores. Para a
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percepcao da aglutinagdo de lectinas foi adicionado as células, um conjugado de 3,3-
diaminobendizine (DAB) e peroxido de hidrogénio (H202), por um periodo de
permanéncia de 8 minutos. Em seguida, o conteudo foi centrifugado em solucao de
PBS antes da verificacdo da aglutinacdo das lectinas aplicadas.

O padrdo de marcacgédo foi avaliado por microscopia de luz e classificado
qualitativamente como intenso (+++), moderado (++), fraco (+) ou negativo (-),
conforme Leal et al. (2011) adaptado de OZER (2000).

1.2.4 Avaliagédo da capacidade de formagéo de biofilme

e Fungos filamentosos

Culturas de fungos filamentosos foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose
a 37°C por 72 h. Os esporos foram coletados por lavagem da superficie das culturas
utilizando 5ml de tampé&o fosfato salina (PBS) pH 7,2 contendo tween 20 na
concentracéo de 0,025% (v/v), subsequentemente foram submetidos a contagem em
camara de Neubauer e o indculo ajustado para a concentracdo de 1x105 células em
RPMI 1640 (Sigma) tamponado para pH 7.0 com MOPS 0,165M (MOWAT et al.,
2007).

Biofilmes foram produzidos em placas de microtitulacdo de fundo chato (96
pocos), pela adicdo de 200 pL da suspensao celular padronizada em tampao MOPS-
RPMI 1640 em cada orificio a cada periodo de tempo determinado (48h), incubado a
37°C. O meio de cultura foi removido dos orificios e as células lavadas trés vezes com
PBS pH 7,2 para total remocéo de células ndo aderentes (Mowat et al., 2007). Todo o
experimento foi realizado em triplicata.

O biofilme foi quantificado usando um versdo modificada por O'TOOLE E
KOLTER (1998) e posteriormente por MOWAT et al. (2007). As placas foram secas e
coradas com 100pL de solucéo de cristal violeta 0,5% (p/v) por 5 minutos. A solugéao
foi removida por lavagem cuidadosa sob agua corrente para remoc¢ao do excesso. Os
biofilmes foram descorados, adicionando 100ul de etanol 95% a cada pog¢o por um
minuto e, posteriormente, o etanol foi transferido para uma outra placa de
microtitulacdo (96 pogos) e a absorbancia foi lida a 570 nm (A570). O experimento foi
realizado em triplicata.
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e Leveduras

O método para a producéo de biofilme foi realizado de acordo com o protocolo
MELO et al., (2011), modificado. As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud
dextrose durante 24h a 35°C. ApGs o tempo de crescimento, o indculo foi padronizado
em 3 mL de solucéo salina, com turvacdo comparavel com o padrdo da escala de 4
de Mac Farland. Aliquotas de 20 pL da suspencéao foram transferidas para a placa de
poliestireno, contendo 180 pL de Sabouraud liquido suplementado com 8% de
glucose. Apés 24h de incubacgdo, a 35°C, foram removidas células planctonicas
utilizando uma pipeta de Pasteur. Cada poco foi lavado duas vezes com 200 pL de
PBS para remover as células fracamente aderidas. As placas foram secas durante 20
min a 35°C. Em seguida, 110 pL de violeta de cristal 0,4% foi adicionado em cada
poco durante 45 min. Apds este tempo, as placas foram lavadas trés vezes com 200
puL com agua Milli-Q esterilizada. Logo apds, foi adicionado 200 pL de etanol em cada
poco, por 45 minutos, para descorar o biofilme. Em seguida, 100 puL de cada poco foi
transferido para uma nova placa, e a quantificacao de biofilme foi avaliada, por meio
de absorbancia com espectrofotémetro (leitor de microplacas automatico para LP400)
a 595 nm. Os valores de absorbancia dos controles negativos (pocos sem isolados
fungicos), foram subtraidos dos valores dos pocos nos quais havia os isolados
testados, para minimizar potenciais interferéncias. Cada cepa foi testada em triplicata,
e a quantificacdo da producéo de biofilme foi definida como a média aritmética da

absorvancia dos trés pocos.

1.2.5 Perfil de sensibilidade antifingica in vitro

O método utilizado seguiu as condi¢des descritas no documento em M27-A3
(CLSI, 2008a) para leveduras e M38-A2 (CLSI, 2008b) para fungos filamentosos. O
meio de cultura utilizado durante os experimentos foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio, pH 7.0 £ 0.1, com acido morfolino
propano sulfénico (MOPS; 0.165 mol.I'l; Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi
esterilizado em membranas de 0.22 p (Millipore, Darmstadt, Alemanha). Os farmacos
comerciais utilizados foram o cetoconazol (Medley S.A.), como controle, e ciclopirox
olamina (CPO); Medley S.A., Campinas—Sao Paulo, Brazil), ambos dissolvidos em

DMSO. As concentracdes testadas foram, para cetoconazol (CTZ) de 0.03 a 16 pg.mL"
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1, e para ciclopirox olamina (CPO) de 0,06 a 32 ug.mL". Para controle de qualidade
foi incluida nos testes a linhagem Candida parapsilosis ATCC 22019, como
recomendada pelos documentos (CLSI, 2008).

As leveduras foram mantidas em meio Sabouraud dextrose agar (SDA,; Difco)
e incubadas a 35 °C. Foram preparadas as suspensodes dos isolados, e sua densidade
foi ajustada de acordo com a escala 0.5 de Mac Farland em 90% da transmitancia
utilizando um espectrofotdmetro a 530 nm. O volume do indculo foi ajustado para 5
mL de solucédo salina esterilizada (0,85%) e, posteriormente, diluido em RPMI 1640
para uma concentracdo de 2-5x102 céls.mL™.

Os fungos filamentosos foram obtidos de tubos contendo o meio de cultura
batata dextrose agar (BDA, Difco) a 35°C por sete dias. Sequencialmente, propagulos
fungicos foram suspensos com 1mL de solucéo salina esterilizada (0,85%) adicionada
de tween 20. Posteriormente, a suspensdo foi transferida para tubos de ensaio
esterilizados. ApGs o repouso por cinco minutos, o sobrenadante foi para o vortex e
ajustado em espectrofotbmetro para 0.09 a 0.13 de densidade 6ptica a 530 nm. Apos
0 ajuste, foi feita uma diluicdo de 1:50 para a obtenc&do de um inéculo final contendo
0,4x10% a 5x10% céls.mL™.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacéo
planas de 96 pocos (TPP; Trasadingen, Suica). O inéculo foi adicionado aos pocos
com as drogas testadas, e as placas foram incubadas a 35°C durante dois dias antes
de ler os resultados para determinar a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do CTZ
e CPO. As CIM’s tanto para CTZ quanto para CPO foram determinadas entre 80-100%
de inibicdo em relacdo aos pogos controles.

A inibicdo do crescimento foi demonstrada por observacdo visual, como
recomendado pelo CLSI, e em leitora de microplaca EIx800, BioTek, Winooski, VT,
USA, utilizando filtro 405 nm.

1.2.6 Modelo experimental de Otomicose

Ap6s aprovacdo do Comité de Etica em Experimentagido Animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), o estudo
ocorreu no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia Pré-clinica de Compostos
Bioativos/ UFPE, onde foi realizado todo o trabalho com os animais, desde a sua

preparacao, inoculacdo, tratamento até o sacrificio dos mesmos para o estudo
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histoldgico, sendo a preparacao e avaliacdo das laminas realizadas no Departamento
de Anatomia Patolégica da UFPE. Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, sadios,
pesando entre 200-400g, adultos jovens que foram mantidos em gaiolas individuais
com piso de serragem de madeira de pinho, iluminacéo artificial, temperatura 28°C +
2°C e alimentados com racdo. Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral a
10% por injecéo intraperitoneal, em seguida foram colocados em decubito lateral
esquerdo, mantendo exposta a orelha direita. Sob otomicroscopia, utilizando-se um
pipetador, foi inoculado, na orelha externa direita de cada animal, ao longo do conduto
auditivo externo até a membrana timpanica, 100uL de suspenséo contendo 107 UFC
do isolado. Foram utilizados dois grupos com seis animais. Os dois grupos foram
infectados, e apds 15 dias, tratados. O primeiro grupo foi tratado com cetoconazol e o
segundo, com ciclopirox olamina. O tratamento foi duracdo de 15 dias. ApGs o
tratamento, os ratos foram sacrificados com dose letal de hidrato de cloral.

Ap6s o sacrificio dos ratos, as bulas timpéanicas foram retiradas, isolando-se
das mesmas a membrana timpanica juntamente com o conduto auditivo externo. As
pecas foram fixadas em formaldeido a 10%, e processados para inclusdo em parafina
para os procedimentos histoldégicos. O material foi entdo seccionado com cortes
sempre axiais de 4um de espessura. O material foi corado com hematoxilina e eosina,
para ser, entdo, examinada sob microscopia 6éptica. Concomitantemente, parte do
material foi acondicionado em solucéo salina a 0,85%, e posteriormente seccionados
para preparacdo de laminas usando solucdo aquosa a 20% de Hidréxido de Potassio-
KOH, e ainda fragmentos do material bioldgico inoculado em Sabouraud Dextrose
Agar para obtencao de retrocultivo (SANTOS et al., 2005).

ApOs o retrocultivo, a cultura foi novamente identificada para confirmacéo do

agente causador da otomicose experimental.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MORFOLOGIA DA ORELHA

A orelha é composta pelas regides externa, média e interna. A externa e a
média constituem o chamado aparelho de transmissdo, as quais, por meio de
vibracbes mecanicas, conduzem a energia sonora até a orelha interna. A orelha
interna, o aparelho de percepcéo, transforma essas vibracdes em impulsos elétricos,
e 0S converge ao sistema nervoso central (MENEZES; CALDAS NETO; MOTTA,
2005).

A orelha externa abrange o pavilhdo auricular, conduto auditivo externo e
membrana timpanica. O pavilhdo é formado por uma lamina de cartilagem elastica
revestida por pele. Um prolongamento medial dessa cartilagem se afunila em diregéo
a porcao anterior, que forma o meato acustico externo, onde se localiza o conduto
auditivo externo (CAE) (MENEZES; CALDAS NETO; MOTTA, 2005; SNELL, 1999).

O conduto auditivo externo é formado por um esqueleto cartilaginoso, revestido
por uma camada de pele pobre em tecido celular subcutaneo e apresenta varias
irregularidades anatémicas, comuns em todos os individuos, que tem importancia no
direcionamento do som para 0 meato. Este apresenta um estreitamento no seu tergo
médio, o que dificulta a visdo da membrana timpanica a otoscopia, devido a inclinacao
no sentido anterior (DI DIO, 2002; SNELL, 1999).

Tal estrutura pode ser dividida em um tergo externo (porcao lateral), na qual o
esqueleto é cartilaginoso, e dois tercos internos (por¢cdo medial), onde o esqueleto é
0sseo. No terco externo, a pele € mais espessa, sendo provida de glandulas sebaceas
e ceruminosas, sendo estas Ultimas, glandulas sudoriparas modificadas. Ao produto
de secrecado dos dois tipos glandulares do conduto da-se o nome de cerimen, que,
assim como os pelos do conduto, tém funcao protetora (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; DI DIO, 2002). Ja a porcéo interna, a pele € extremamente fina, com tecido
subcutdneo muito escasso, e repousa quase que diretamente sobre o peridsteo. A
membrana timpanica sela este conduto medialmente, separando-o da orelha média
(MENEZES; CALDAS NETO; MOTTA, 2005; DI DIO, 2002).

A orelha média consiste em um espagco chamado de cavidade timpanica,
contendo ar, localizado no osso temporal e é revestido por tanica mucosa (DI DIO,

2002). O osso esté localizado na regiéo lateral do cranio e pode ser dividido em cinco
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partes: escamosa, petrosa, timpanica, estildidea e mastdidea. Em sua por¢cao
mastoidea, encontram-se inUmeras cavidades aeradas, as células mastbideas (DI
DIO, 2002), que se apresentam como uma série de cavidades preenchidas por ar, que
sdo revestidas com tdnica mucosa, que se interconectam e emergem coOmo um
diverticulo da cavidade timpéanica a partir do antro mastoide (SETHI et al., 2006).
Diversas fungdes estdo associadas a estas cavidades, sendo relatadas: recepcéo de
som, isolamento acustico, protecdo das estruturas auditivas contra violéncia externa,
reducdo do peso do cranio e reservatorio aéreo da orelha média (SETHI et al., 2006;
LEE et al., 2005).

Na cavidade timpéanica contém os ossiculos da audi¢ao cuja funcao € transmitir
as vibracbes da membrana do timpano para a perilinfa da orelha interna. Essa
cavidade se comunica com a parte nasal da faringe pela tuba auditiva, e com o antro
mastoideo. A tuba auditiva tem a funcdo de equilibrar as pressées do ar na cavidade
timpanica e na parte nasal da faringe (SNELL, 1999).

A Ultima regido é a chamada orelha interna, que corresponde ao aparelho
vestibulo-coclear, situado na parte rigida do osso temporal. Este 6rgédo consiste em
espacos cheios de liquido, o labirinto 6sseo e o labirinto membranoso, 0os quais estéo
envolvidos na recepcdo do som e na manutencdo do equilibrio (SNELL, 1999;
MOORE; AGUR, 1998).

O labirinto 6sseo € constituido pelo vestibulo, canais semicirculares e a coclea.
Estas cavidades estdo situadas na substancia densa do 0sso e contém um liquido
claro, a perilinfa, no qual fica suspenso o labirinto membranoso (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; DI DIO, 2002). Ja o labirinto membranoso, parte essencial dos
orgaos da orelha e do equilibrio, esta alojado dentro do labirinto ésseo envolvido pela
periinfa. E uma vesicula fechada, contendo um conjunto de cavidades
intercomunicantes e um liquido claro, a endolinfa. A parede do labirinto é revestida
por epitélio e em determinadas areas apresenta células sensitivas e expansdes
terminais do nervo vestibulo-coclear. Esse labirinto esta localizado no interior de
escavacoes no osso temporal (DI DIO, 2002).

A disfuncéo de tais estruturas da orelha, pode torna-la alvo de infec¢des por
micro-organismos (ROBERT SANDER et al., 2001), sendo denominadas de
otomicose aquelas causadas por fungos que acometem, principalmente, o conduto
auditivo externo (HAWKE et al., 1997).
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2.2 OTOMICOSE

Otomicose é uma infeccdo aguda, subaguda ou crbnica caracterizada
principalmente por inflamacgéo exsudativa e prurido do conduto auditivo externo (CAE).
Além do comprometimento do canal auditivo externo, a doenca pode acometer a
orelha média, caso a membrana timpanica apresente-se perfurada (MUNGUIA;
DANIEL, 2008), ou até mesmo, em alguns casos mais graves, a orelha interna
(ABOULMAKARIM et al., 2010).

Nos casos de otite externa fangica, as principais manifestacdes clinicas podem
ser prurido, edema e hiperemia, caracterizado por inflamagao exsudativa com otorreia,
além de otalgia (SIH, 2005).

Contudo, um dos acometimentos clinicos mais frequentes, e que esta
relacionado com a maior frequéncia residual da doenca, é a otite média cronica,
caracterizada clinicamente como uma condicdo inflamatéria associada a perfuracdes
amplas e persistentes da membrana timpanica, além de otorreia. O principal sintoma
apresentado pelos pacientes acometidos € a otorreia intermitente, normalmente
associada a episodios de infeccdo de via aérea superior e infec¢cdo, indolor e inodora,
inicialmente, acompanhada de perda auditiva (COSTA; COSTA, 2002). Pelo fato de o
processo inflamatério ser exsudativo, torna o canal auditivo suscetivel a infeccédo
fungica, principalmente por fungos que fazem parte da microbiota do canal auditivo
externo saudavel.

J& o acometimento da orelha interna ocorre, principalmente, em pacientes
imunocomprometidos. O processo invasivo pode levar a um quadro de osteomielite
com paralisia progressiva do nervo craniano e pode resultar em comprometimento
neurolégico (PARIZE; CHANDESRIS; LANTERNIER, et al., 2008).

2.2.1 Agentes etiolégicos

Otomicose tem distribuicdo mundial e, estima-se que aproximadamente 10 a
25% do total dos casos de otite externa sdo devido aos fungos (GARCIA-AGUDO et
al., 2011; KAZEMI; GHIAEI, 2005).

Pode-se encontrar otite externa micoética isolada ou associada a infeccao

bacteriana (Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus), fato que
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corresponde a grande maioria das ocorréncias (NEMATI et al., 2013; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003).

KAUR et al. (2000) trabalhando com 95 pacientes com diagndstico clinico de
otite fungica, confirmaram o envolvimento de fungos em 73 amostras, sendo 0s
patdogenos mais comuns Aspergillus fumigatus, A. niger e C. albicans. Outros autores
também destacam A. flavus (BARATI et al.,, 2011), Penicillium sp., Mucor sp.,
Rhizopus sp. e Scopulariopsis sp. como patégenos de otomicose.

MARIN et al. (2000), afirmam que a otomicose é um problema clinico comum
em Cadiz na Espanha, representando até 25% das otites externas, sendo este um
problema persistente, devido as condi¢fes climaticas, quente e Umido. Dos 256
pacientes com diagndstico clinico de otomicose, em 235 (91,8%) casos foram isolados
fungos confirmando o diagndstico clinico. Destes, 91 (35,5%) foram causados por
Aspergillus sp. A. flavus (54,9%) e A. niger (23,1%) foram as espécies mais
frequentes, enquanto A. fumigatus (11,0%), A. terreus (5,5%), A. candidus (3,3%) e
A. tamarii (2,2%) foram isolados ocasionalmente.

OZCAN et al. (2003a) diagnosticaram otites em amostras clinicas de 87
pacientes atendidos no setor de otorrinolaringologia em hospital na Turquia. Destes,
58 pacientes foram diagnosticados com otite fungica. A maioria dos pacientes foi
atendida no verao e no outono, quando o tempo é quente e umido. De 63 amostras
clinicas foram isolados 67 micro-organismos, além da visualizacdo ao exame direto,
do material, observado estruturas fangicas e A. niger o isolado mais frequente
(44,8%).

OZCAN et al. (2003b) em outro trabalho envolvendo otomicoses e
dermatomicoses, demonstraram a obtencdo de 61 culturas de fungos em amostras
clinicas de 57 orelhas. O principal agente foi A. niger seguido de outros como A.
fumigatus, A. flavus, A. terreus, Candida albicans, C. tropicalis e C. kefyr. A associagao
de dois tipos de micoses foi verificada em 19 dos 52 pacientes que teve C. albicans
(31,6%) como isolado mais comum. Além destes agentes ainda citaram
OZCAN et al. (2003b) relataram que os agentes Tinea rubrum e Epidermofiton
floccosum como causadores de otite externa em pacientes imunocompetentes. Os
pacientes relataram historia de muitos anos de micose em diferentes partes do corpo.
Desta forma, como canal auditivo externo é coberto por epitélio escamoso
gueratinizado, estas lesbes podem ser causadas por este grupo de fungo que se

localizam mais frequentemente no pavilhdo auricular, e raramente no canal auditivo
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ou da membrana timpanica. Estes fungos tornam a pele seca e escamosa, causando
coceira e eczema, tornando o ambiente propicio a infeccao.

VENNEWALD, SCHONLEBE e KLEMM (2003) examinaram 128 pacientes com
suspeita de otomicose, destes, 115 acometidos por otite média crbénica persistindo a
perfuracdo timpanica. Na microscopia direta foram observadas hifas septadas,
raramente com estruturas reprodutivas (conidioforo), nos casos em que o agente foi
um fungo filamentoso. Nos casos envolvendo leveduras, foram observadas células e
pseudomicélio. Verificaram que espécies de Aspergillus sdo os fungos mais
comumente identificados em otomicose, e representaram 95% dos fungos isolados.
O mais frequente foi A. niger, seguido por A. fumigatus e A. flavus. Outros isolados
obtidos foram A. terreus, A. candidus, A. hollandicus, A. alliaceus, A. janus, A.
versicolor, A. nidulans, Aspergillus sp., Mucor sp., Penicillium sp., C. parapsilosis, C.
albicans, C. guilliermondii e Rhodotorula rubra.

BHALLY et al. (2004), nos Estados Unidos, verificaram o envolvimento de
Scedosporium apiospermum, fungo saprébio, pouco frequente, mas importante
patdgeno humano emergente, principalmente em pacientes imunossuprimidos. Este
fungo foi agente etiologico de otomicose secundaria em uma crianca
imunocompetente de oito anos submetida & miringotomias e ao uso de tubos de
ventilacdo, além do tratamento com antibidticos. O paciente do sexo masculino
retornou com queixa de otorreia, a qual iniciou ha duas semanas. Foi realizada
novamente miringotomia bilateral e, retiraram-se detritos, dos quais foram realizados
exames laboratoriais. Apos quatro dias, em meio agar Sabouraud dextrose, cresceu
colénia de fungo, sendo este identificado no estudo micromorfolégico como S.
apiospermum causando infecgdo em imunocompetente. O caso foi bastante discutido,
pois infec¢cdo por este fungo como agente de otomicose tem maior frequéncia em
pacientes imunossuprimidos.

Na india, MISHRA, MEHTA e PAL (2004), identificaram A. niger como a causa
da otomicose bilateral crénica. Relataram um caso de uma paciente imunocompetente
de 46 anos que ndo respondia a tratamentos anteriores. A paciente apresentava sinais
de eritema, otalgia, otorreia, prurido e presenca de massa de cor preta acinzentada
em ambos os canais auditivos. O exame direto de fragmentos clarificados com
solugcdo de hidroxido de potassio, além de coloracdo com Gram, revelou hifas

septadas, ramificadas, conidios e conidioforos tipicos de Aspergillus sp. O exame
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histopatologico do material coletado corado por Hematoxilina e eosina também
revelaram elementos fungicos.

Segundo YAVO et al. (2004) os agentes etioldégicos mais comuns no trabalho
realizado na Costa do Marfim foram A. flavus (20,4%), C. albicans (16,3%), C.
parapsilosis (14,3%) e A. niger (12,2%); entretanto, Kaieda (2008) mostra que em seu
estudo no Japao, A. terreus foi 0 patdgeno mais comum de otomicose, seguido por A.
niger e A. flavus.

No trabalho realizado por ARAIZA, CANSECO e BONIFAZ (2006), em 97
pacientes com otomicose comprovada por exames clinico e micolégico, foi constatado
a relevancia do género Aspergillus (63,9%), dos quais A. flavus foi o mais frequente
(26%), seguido por C. albicans (26,8%) e A. niger (21%). A maioria dos casos foi de
otite unilateral (90,7%) e os principais fatores predisponentes associados com a
doenca foram trauma, devido ao ato de cocar, e 0 uso de antibiéticos tépicos.

Na Paraiba, PONTES et al. (2009), em estudo retrospectivo, de 2000 a 2006,
examinaram 103 pacientes atendidos com suspeita clinica de otite externa,
encaminhados para diagndstico micoldgico através de exame direto e cultura. O
material clinico foi obtido através de swabs esterilizados, processados para exame
direto com adicdo de hidréxido de potassio a 20%, e semeado em placa de Petri
contendo &gar Sabouraud dextrose. Em 19,4% dos pacientes o diagnéstico clinico de
otomicose foi confirmado pela presenca de estruturas fungicas com obtencédo do
agente etioldégico. Foram identificadas C. albicans (30%), C. parapsilosis (20%), A.
niger (20%), A. flavus (10%), A. fumigatus (5%), C. tropicalis (5%), Trichosporon asahii
(5%) e S. apiospermum (5%).

Na Turquia, YENISEHIRLI et al. (2009), entre maio de 2003 e abril de 2007,
coletaram amostras clinicas de 92 pacientes com suspeita de otomicose com swabs
esterilizados e encaminhado para exame laboratorial direto e cultura semeado, em
duplicata, em placa de Petri contendo 0 meio 4gar Sabouraud dextrose adicionado
cloranfenicol, incubadas a 25°C e 37°C por 14 dias. Foram obtidos 96 isolados, sendo
0 patogeno mais frequente A. fumigatus (40,6%), seguido de A. niger (35,4%), A.
flavus (12,5%) e C. albicans (11,5%).

ANEJA, SHARMA e JOSHI (2010) coletaram amostras clinicas de 118
pacientes, com suspeita clinica de otomicose, em Haryana, na india, entre janeiro de
2008 e marco de 2009. A idade dos pacientes variou de 6 a 75 anos, sendo o0 maior

namero de casos constatado em pacientes com idade entre 31 e 40 anos. As
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principais queixas eram prurido (72%), otalgia (62%), hipoacusia (57%), plenitude
auricular (54%), otorreia (31%) e zumbido (27%). Foram obtidas amostras de detritos
e exsudado coletados com swab e alca esterilizados, levados ao laboratério de
Micologia e processado para exame direto, com solucdo KOH a 10%, e cultura
semeada em trés meios: 4gar Sabouraud dextrose adicionado de cloranfenicol, agar
Czapek Dox e 4gar malte levedura, e incubados a 25°C e 37°C durante duas semanas.
Foram isoladas espécies dos géneros Aspergillus, Candida e Penicillium, sendo A.
niger (39,8%) o patégeno mais frequente, seguido de A. flavus (16,6%), A. fumigatus,
A. luchuensis e C. albicans.

JIA et al. (2011), na China, verificaram que o0s agentes etioldégicos mais
frequentes da otomicose foram espécies de Aspergillus niger (54,78 %), seguida por
Candida albicans (16,52 %).

Desta forma, de acordo com os relatos dos autores, 0s agentes etiologicos da
otite externa fungica podem variar nas diversas regides do mundo. Contudo, os
estudos também demonstraram que 0s patdgenos mais comuns no acometimento da

otomicose, sao espécies do género Aspergillus, sendo a mais frequente, A. niger.

2.2.2 Fatores que predispde a otite externa fungica

Nos ultimos anos, infec¢cdes oportunistas causadas por fungos tem tido uma
grande importancia na medicina devido, principalmente, ao aumento do numero de
pacientes com comprometimento da imunidade. No entanto, muitos fungos
considerados oportunistas tem sido relatados como capazes de causar infec¢cdes em
pacientes imunocompetentes (CARNEY, 2008). Portanto, além de fatores que alteram
a imunidade, outras condi¢cdes da orelha como disfuncéo, condicbes temporarias ou
permanentes, traumas e perfuracdo da membrana timpéanica ou até mesmo doencas
e infeccdes podem favorecer ao acometimento fangico.

STERN e LUCENTE (2008) relataram que fatores endégenos como anemia,
hipovitaminoses, distarbios enddcrinos, principalmente Diabetes mellitus, linfoma,
transplantados, recebendo quimioterapia, radioterapia e pacientes infectados pelo
Virus da Imunodeficiencia Humana (HIV), e varias formas de dermatite como
seborreia, psoriase e eczema podem diminuir a resisténcia a infecgdes no conduto
auditivo externo, aumentado o risco de desenvolver otite externa com complicagdes

potenciais de otomicose.
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No entanto, a falha nos mecanismos defensivos, alteracdo do epitélio de
revestimento, mudancas de pH, modificacdo qualitativa e quantitativa do cerume,
presenca de infec¢ao bacteriana, o uso de aparelhos de amplificacdo sonora individual
ou protese auditiva, trauma autoinduzido, natacdo, antibioticoterapia de amplo
espectro, uso de corticoides, neoplasias, alteracdes imunitarias ou enfermidades
debilitantes também podem tornar o hospedeiro susceptivel ao desenvolvimento da
otomicose (JACKMAN et al., 2005; SIH, 2005).

Contudo, a proépria estrutura original do conduto auditivo externo, segundo
ROBERT SANDER et al. (2001), contribui para o desenvolvimento de otite externa. O
canal € escuro, quente e propenso a tornar-se Umido, sendo assim um excelente
ambiente para o crescimento de bactérias e fungos. Além disso, com uso de
dispositivos para higienizacdo, o CAE pode ser facilmente traumatizado e a eliminagéo
de detritos, secrecdes e corpos estranhos é dificultada, o que impede a migracéo de
pele e o cerume tende a acumular-se provocando otites externas (SAFFER; BELLIZIA
NETO, 2006).

Portanto, a orelha também pode ser acometida em individuos saudaveis
quando o epitélio do canal auditivo externo & danificado, podendo contribuir para
ocorrer otite externa, pois, lesbes descamativas do conduto auditivo facilitam a
colonizagcdo secundaria do fungo, rompendo a integridade da pele e a manutencéo
das secrecdes protetoras, e assim, abrindo portas de entrada para infecces
(SAFFER, BELLIZIA NETO, 2006). JIA et al. (2012), afirmaram que o hébito de cocgar
do canal auditivo externo, foi o fator predisponente mais frequente (79,63 %) em sua
pesquisa. SARVAN et al. (2012), também mostraram que o principal fator
predisponente relacionado com a doenca foi a auto limpeza inadequada 55 (64%),
seguido por trauma menor (23%).

As lesdes também podem ocorrer tanto na orelha externa quanto na média,
bem como em cavidades pos-operatorias, e podem criar condi¢cdes favoraveis para o
crescimento de fungos e posterior otomicose (VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM,
2003; KURNATOWSKI; KILIPIAK, 2001; NWABUISI; OLOGE, 2001; KAUR et al.,
2000). A otomicose é muito frequente nos casos de otorreia cronica e em orelhas
submetidas a mastoidectomias amplas, com grandes cavidades (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA, 2003). HO et al. (2006) afirmam que
a presencga de uma cavidade mastoidea, que € uma regido da orelha média em que

consiste em inumeras cavidades aeradas, as células mastoideas, que se apresentam
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como uma série de cavidades preenchidas por ar, esta associada com altas taxas de
recorréncia residual da doenca. A infeccao fungica da orelha também pode ocorrer
em pacientes com otite média cronica com persistente perfuracdo da membrana
timpanica e otorreia com ou sem colesteatoma (VENNEWALD; SCHONLEBE;
KLEMM, 2003). Os colesteatomas séo caracterizados pela proliferacdo anormal de
células do epitélio escamoso, resultando em acumulo de queratina, destruicdo do
arcabouco 0sseo adjacente, podendo deste modo invadir e comprometer estruturas
nobres, como a orelha interna, nervo facial e sistema nervoso central (TESTA et al.,
2003). A maioria desses pacientes ndo sao neutropénicos ou imunocomprometidos,
mas tém otite média crdnica por muitos anos. Estes pacientes tém, em longo prazo,
reincidéncia de otorreia e tratados repetidamente com antibiéticos, sem remissédo de
sintomas. Apresentam também colonizacdo fungica crénica do canal auditivo
(VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003). Os pacientes imunossuprimidos
podem desenvolver infeccdo aguda invasiva fatal ou forma cronica invasiva (BELLINI
et al., 2003).

Outro a fator corresponde a pratica de mergulhar. Os mergulhadores, surfistas
e outros que tem experiéncia de compressao vigorosa da membrana timpéanica sao
particularmente susceptiveis a perfuracdo timpanica e ocorréncia de otomicose
(NICHOLS, 1999). Trabalho realizado na Costa do Marfim por YAVO et al. (2004),
mostrou que nadar frequentemente em piscinas naturais ou artificiais, fazer limpeza
diaria da orelha e o uso excessivo de gotas otologicas contendo antibiéticos e
corticoides sao fatores de risco para otomicose. Portanto, pacientes com otite média
crdnica com drenagem ativa devem evitar nadar, pois, o calor, a umidade e a agua
podem causar inchago do estrato cornea da pele e a umidade do banho aumenta a
maceracdo da pele do canal auditivo que leva a destruicdo da barreira protetora,
quimica e mecénica, do cerume e cria condi¢cdes adequadas para bactérias e fungos,
além disso, essas mudancgas também podem causar coceira no canal auditivo externo,
assim acrescentando a possibilidade de arranhdes e posterior infecgéo (HO et al.,
2006; WANG et al., 2005), uma vez que, o cerume é rico em lipidios (substancia
hidrofébica) que impede a penetracdo de agua, evitando assim a maceracao da pele
(ROBERT SANDER, 2001).

Segundo KUMAR (2005), condi¢des de higiene e questbes culturais também
s&o fatores de risco para otomicose. Estudo realizado na india, concluiu que ambiente

umido, falta de higiene, uso de turbante e veu, e condi¢des climaticas séo os principais
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fatores predisponentes para o desenvolvimento de otomicose. O maior nimero de
casos clinicos sdo detectados durante a estacdo chuvosa em compara¢cdo com 0s
meses de verdo devido a umidade, pois esta € uma condicdo favoravel para o
crescimento fangico.

Além destes fatores, otites bacterianas, terapia topica com corticosteroides, sao
fatores que predispde a otomicose. OZCAN et al. (2003a), afirmaram que a infeccéo
primaria bacteriana foi um dos mais comuns fatores predisponentes em seus
pacientes com acompanhamento prévio de 1 a 4 meses de duracdo de
antibioticoterapia. ARAIZA et al. (2006) e MUNGUIA e DANIEL (2008), concordam
que houve um aumento na prevaléncia de otomicose nos ultimos anos associado ao
uso topico extensivo de antibiético. Em 2009, PONTES et al., também afirmaram que
além da antibioticoterapia, foi o fator predisponente mais presente em seu trabalho.

Outro fator, segundo AHMAD et al. (2007) € o uso de aparelhos auditivos. A
utilizacdo destes tem sido apontada como um fator predisponente para o
desenvolvimento de otite externa cronica (AHMAD et al., 2007; BANKAITIS, 2005).
Os dispositivos de amplificacdo sonora foram identificados como uma potencial fonte
de transmissao de micro-organismos.

Em longo prazo, o uso de protese auditiva € um fator para a colonizacdo de
fungos, sendo que esté colonizacdo e pode resultar em niveis suficientemente altos
para dar lugar a otomicose (STURGULEWSKI et al., 2006).

2.2.3 Manifestacdes clinicas e sintomas

Os sintomas apresentados pelos portadores de otomicose podem ser 0s mais
diversos e, em alguns casos, sdo poucos evidentes, sendo necessaria uma otoscopia.
Contudo, na maioria dos casos, 0 paciente queixa-se de surdez, prurido, zumbido e
otorreia aquosa (LACAZ et al., 2002).

A apresentacéo clinica inicial € semelhante a otite externa bacteriana, mas a
suspeita de infeccdo por fungos pode ocorrer quando o paciente nao responde ao
tratamento com antibiéticos (JACKMAN et al., 2005).

A infeccdo priméaria também pode resultar da nasofaringe através da tuba
auditiva por leveduras e bactérias. Infeccao por fungos filamentosos, ao contrario das
bactérias e leveduras, sO é possivel apos perfuragdo do timpano (VENNEWALD;
SCHONLEBE; KLEMM, 2003; BORKOWSKI, 2000).
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Os principais sintomas caracteristicos das diversas formas de otite externa
podem incluir a otalgia, corrimento (otorreia), prurido, a sensagdo de plenitude
auricular (“orelha cheia”), a diminuicdo da audigao (hipoacusia) quando fragmentos de
hifas fungicas e restos epiteliais obstruem o canal auditivo, descamacao do epitélio do
canal auditivo, inflamacdo, sensacdo de queimacdo, vertigem, zumbido, dor de
cabeca, vermelhiddo do exterior da pele do canal auditivo, acimulo de massa branca
sugestivo de levedurose ou com pontos pretos compativeis com A. niger,
espessamento e eritema do canal (alergia ou dermatite de contato), bem como tecido
de granulacdo no canal, causado por infeccdo cronica (MAHMOUDABADI,
MASOOMI; MOHAMMADI, 2010; JACKMAN et al., 2005; SIH, 2005; SIDRIM;
ROCHA, 2004).

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

A inflamacédo cronica da mucosa na orelha média resulta em uma continua
drenagem de fluidos da cavidade da orelha média para o canal auditivo, ocorrendo a
perfuracdo da membrana timpanica, e recidiva de otorreia. A persisténcia da
perfuracdo do timpano é uma porta de entrada para a orelha. Nesses casos, as

recidivas fangicas sao bastante frequentes (LACAZ et al., 2002).

2.2.4 Diagnostico

A otomicose ndo pode ser diagnosticada com base apenas nos sintomas
clinicos (AFSHARI et al., 2005), é necessario também o histérico clinico do paciente,
otoscopia sob controle microscopico, preparacdes das amostras para exame direto,
cultura micoldgica e exame histologico, que sdo importantes e recomendaveis para o
diagnostico preciso (VENNEWALD; KLEMM, 2010).

Quando ha acometimento da orelha média, o método diagndstico mais
importante, além da histéria clinica, € a avaliacdo da aparéncia e mobilidade da

membrana timpanica, que inclui a otoscopia (BLUESTONE et al., 2003).
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No diagndstico de otite fungica é essencial que na suspeita clinica ocorra a
solicitacdo de exame direto e de cultura para identificar os agentes flngicos
responsaveis (ABOULMAKARIM et al., 2010). Em casos mais graves € necessario o
exame histopatoldgico e, estudos radiolégicos da cabeca. Além disso, € importante
inquirir ao paciente sobre o uso de medicacao antifungica. Caso esteja utilizando esse
tipo de medicacao, o paciente deve ser orientado para suspendé-la por um periodo
de 15 dias, no caso da medicacao de uso topico, acordada com o médico do paciente
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

Além disso, em casos como mastoidite fungicas invasivas ou meningite, a
deteccdo de antigenos fungicos em soro e no liquido cefalorraquidiano é benéfica
(VENNEWALD; KLEMM, 2010).

2.2.4.1 Coleta de amostras clinicas

A coleta das amostras clinicas é a primeira etapa do diagndstico laboratorial e
deve ser realizada corretamente, sob pena de inutilizar todo o procedimento
laboratorial posterior, pois amostras colhidas inadequadamente podem acarretar em
resultados falsos.

Antes da coleta do material, é necessario coletar dados como nome, idade,
sexo, endereco, ocupacdao, sintomas, historico, fatores predisponentes, que devem
ser registrados para cada paciente em uma planilha (JADHAV; PAL; MISHRA, 2003).

Para ter acesso ao conduto auditivo externo é necessaria a utilizagdo de um
otoscépio com o espéculo que, permite a visualizagdo completa do conduto até a
membrana timpanica no exame clinico, sendo a coleta do material realizada por
profissional capacitado (NOGUEIRA et al., 2008).

Considerando a orelha interna e média regides estéreis, e a externa contendo
microbiota cuténea, antes de coletar € necesséario realizar uma limpeza do conduto
auditivo com swab esterilizado umedecido. Apos a limpeza, a coleta deve ser
realizada usando swab, sendo a secrec¢ao transferida para agua destilada esterilizada
adicionada de 50 mg/L de cloranfenicol contido em tubo; as escamas de pele devem
ser coletadas com o auxilio de bisturis. As amostras clinicas sédo processadas atraves
de exame microscopico direto e cultura. ApOs a obtengcdo das amostras clinicas, as
mesmas deverdo ser analisadas, para o exame direto e cultivo, até duas horas apos
a coleta (PONTES et al., 2009).
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2.2.4.2 Exame direto

O exame laboratorial direto da amostra clinica pode ser realizado a fresco sem
clarificante nem corante, em caso de secrecéo, ou clarificado com solucdo aquosa de
hidréxido de potassio a 20% se o material coletado for cerume ou fragmentos de pele
(Sidrim; Rocha, 2004).

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

O exame direto de otomicose é caracterizado pela presenca de numerosas
hifas longas septadas, hialinas, dicotbmicas, bem como hifas escuras, podem ser
visiveis em infec¢Bes por fungos filamentosos ou células de leveduras, ovais, hialinas
isoladas, agrupadas ou com formacéo de pseudomicélio (ENOZ; SEVINC; LAPENA,
2009; JACKMAN et al., 2005).

2.2.4.3 Obtencéao da cultura

Paralelamente ao exame direto, as amostras sdo semeadas na superficie de
meios de cultura para isolamento e identificacdo do agente etiologico (ENOZ;
SEVINC; LAPENA, 2009).

As amostras do conduto auditivo devem conter detritos e secrecdes que podem
ser usados para cultura micolégica (VENNEWALD; KLEMM, 2010). A obtencéo da
cultura é importante, pois, confirma a presenca de estruturas do microrganismo
observado ao exame direto (LACAZ et al., 2002).

Como a otomicose pode ser causada por fungos oportunistas, a interpretacéo
do isolamento destes fungos deve ser cuidadosa. Deve-se observar se houve
crescimento de varias colbnias do mesmo fungo na mesma placa referente ao
isolamento primario (LACAZ et al., 2002).

ApoGs a coleta, o material clinico coletado deve ser semeado em duplicata,
qguando for secrecédo, ou inoculado em pontos, quando se tratar de fragmentos, em
placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose adicionado de 50 mg/L de

cloranfenicol, incubadas a 25°C e a 37°C com observacao semanal durante 30 dias.
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ApoOs a obtencédo da cultura € necessario purifica-la para identificagcdo (PONTES et al.,
2009).

Na purificacdo das amostras de fungos, os fragmentos das colbnias séo
suspensos em agua destilada esterilizada adicionada de 50 mg/L de cloranfenicol e
semeados, em estria, em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose
suplementado com 50 mg/L de cloranfenicol (LACAZ et al., 2002). Apds confirmacéo
da pureza, as colbnias serdo transferidas para tubos de ensaio contendo meios

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

2.2.4.4 Histopatoldgico

O exame laboratorial também inclui o histopatolégico (VENNEWALD; KLEMM,
2010), no entanto, na rotina, muitas vezes ndo € possivel um exame histopatolégico.
As amostras da pele, de material cirdrgico da membrana timpéanica obtidas por
biépsia, corados com a técnica hematoxilina e eosina, e da cavidade da orelha média
podem ser utilizados para fins histopatolégicos (JADHAV; PAL; MISHRA, 2003).

No exame histologico s&o observadas as mesmas estruturas fangicas
constatadas ao exame direto micolégico, bem como o tipo de reacdo inflamatoria
(VENNEWALD; KLEMM, 2010).

2.2.4.5 ldentificacdo dos agentes etiolégicos

A identificacdo € realizada através das -caracteristicas macroscopicas,
microscopicas e, quando necessario, fisiolégicas (LESLIE; SUMMERELL, 2006;
SAMSON; FRISVAD, 2004; KLICH, 2002; BARNETT et al., 2000; DE HOOG et al.,
2000; DOMSCH et al., 1993; PITT, 1988; ELLIS, 1971; RAPER; FENNELL, 1965).

Morfologicamente s@o analisadas diferentes caracteristicas macroscépicas
como didmetro, bordos, textura e coloracdo do verso e reverso das col6nias, producao
de pigmentos e tempo de crescimento. A verificacdo das microestruturas somaticas e
reprodutivas pode ser realizada pela técnica de DALMAU (1929), através de
microcultivos (cultivo sob laminula), onde fragmentos das colbnias serédo semeados
em dois pontos equidistantes da placa contendo o meio de cultura especifico para

cada grupo de fungos, e sobre estes colocadas laminulas previamente esterilizadas.
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A preparacao permanece a temperatura de 28°C por aproximadamente sete a
15 dias conforme espécie em estudo. Em seguida, a laminula do cultivo € retirada,
invertida e colocada sobre uma lamina de vidro, contendo uma 40 pL de Azul de
Amann (CARRANZA, 1949), para posterior observacdo microscopica de estruturas
somaticas e reprodutivas.

As analises fisiologicas e bioquimicas sdo realizadas através de testes quanto
a fermentacéo pela utilizacdo de compostos de carbono, assimilacédo pela utilizacéo
de compostos de carbono e nitrogénio (BARNETT et al., 2000; DE HOOG et al., 2000),
producado de urease (LACAZ et al., 2002) e producao de &cido acético (BARNETT et
al., 2000).

2.2.5 Fatores de patogenicidade dos agentes da otomicose

A patogenicidade de um micro-organismo € a capacidade do mesmo determinar
uma doenca em um hospedeiro, mediada por diversos fatores. Apesar de algumas
caracteristicas serem determinadas geneticamente, elas sdo expressas pelos micro-
organismos apenas quando existem condi¢cdes que favorecem, tais como o teor
nutricional, a atmosfera de oxigénio e a temperatura. Tais condi¢cdes sao especificas
para cada agente etiol6gico, e podem variar entre hospedeiros, e em diferentes
tecidos de um mesmo hospedeiro (GHANNOUM; RADWAN, 1990).

Existem algumas propriedades ligadas as células de C. albicans, por exemplo,
comumente denominadas fatores de viruléncia, que Ihes conferem a capacidade de
produzir uma doenca, como a formacdo de tubo germinativo com consequente
desenvolvimento da forma filamentosa;, a variabilidade fenotipica (Switching
fenotipico) e genotipica; a producdo de toxinas, variabilidade antigénica,
imunomodulagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro, a hidrofobicidade de
superficie celular, além da producao de enzimas extracelulares hidroliticas e a adeséo
a substratos inertes e bioldgicos, os constituem os principais fatores para o
desencadeamento de infeccoes (CALDERONE; FONZI, 2001; CHAKRABARTI;
NAVAK; TALWAR, 1991; GHANNOUM; RADWAN, 1990).

A producao de exoenzimas, como lipases, fosfolipases e proteinases exercem
papel importante na invasao da célula do hospedeiro pelo patégeno (BARRET-BEE
et al, 1985; POLAK, 1992). As fosfolipases, por exemplo, concentram-se nas pontas

das hifas e a atividade de producao € maior quando a hifa estd em contato direto com
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a membrana, o que sugere que essas enzimas sao importantes na invasao tecidual
por C. albicans (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990; NIEWERTH; KORTING, 2001).

No entanto, a adesédo € considerada o primeiro passo no estabelecimento de
infecgdes fungicas (BUSSCHER et al., 2010; RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT,
2006), sendo a interacdo destes patdégenos a superficie de células eucaridticas
mediada por macromoléculas designadas adesinas, as quais interagem com
receptores especificos das células eucaridticas. (FINLAY; FALKOW, 1989).

Estudos com Aspergillus fumigatus, demonstraram que a fixa¢cdo do conidio ao
epitélio ou a membrana basal subepitelial pulmonar é essencial para a colonizagéo e
invasao fungica ao tecido. A fixacdo no tecido hospedeiro é mediada por receptores
para o fibrinogénio e/ou laminina, presentes na superficie do conidio (ROILIDES et al.,
1998; BROMLEY; DONALDSON, 1996). O fibrinogénio € uma das principais proteinas
plasméticas envolvidas nas respostas inflamatérias e sua deposicdo no epitélio
pulmonar forma sitio de ligacdo para o0s receptores nos conidios e posterior
colonizacédo (ROILIDES et al., 1998; ANNAIX et al.,, 1992; COULOT et al., 1994).
Assim, a aderéncia entre o micro-organismo invasor e o tecido do hospedeiro requer
o0 estabelecimento de ligacdes especificas entre estruturas complementares
existentes na superficie do patdgeno e da célula epitelial (GHANNOUM; RADWAN,
1990).

Contudo, a aderéncia de um micro-organismo também pode ser avaliada de
acordo com a capacidade de o micro-organismo formar biofilmes, os quais constituem
agregados celulares que aderem a superficie. Sua formacdo ocorre em resposta a
uma variedade de condigcbes como alta densidade celular, privacdo de nutrientes e
estresse fisica ambiental (O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

2.2.5.1 Perfil de carboidratos da parede celular fungica

A interagdo entre um fungo e o hospedeiro ocorre primeiramente a nivel de
parede celular (CALDERONE, 1993). A parede celular contém moléculas envolvidas
na morfogénese, reproducao e interacdes ceélula-célula e célula-matriz. Embora seja
uma estrutura rigida, € dindmica permitindo o brotamento, crescimento e adaptacao
ao estresse ambiental (KLUTTS et al., 2006). Esta estrutura € composta por

polissacarideos incluindo quitina e uma variedade de glicanos. No entanto, a

36



composicdo da parede da célula pode ser diferente substancialmente entre as
espécies fungicas (PINTO; BARRETO-BERGTER; TABORDA, 2008).

Segundo Lopez-Ribot et al. (2004), as proteinas e glicoproteinas expostas nas
camadas mais externas da parede celular estdo envolvidas em varios tipos de
interagbes entre o fungo e o ambiente, sendo lectinas, instrumentos para o
reconhecimento.

Assim, as lectinas sdo proteinas ligantes de carboidratos, de origem nao imune,
aglutinantes de células e glicoconjugados, com capacidade de reconhecimentos
especificos e de manter ligacdes reversiveis com carboidratos e substancias contendo
acucares, sem alterar a estrutura covalente de alguns ligantes glicosidicos
(GOLDSTEIN et al., 1980).

LIMA-NETO et al. (2009) avaliaram a expresséo de carboidratos de superficie
celular de fungos usando testes de ligacdo com lectinas em isolados clinicos de C.
albicans e C. parapsilosis e indicaram a presenca de a-D - glicose / a-D - manose, N
- acetil - D - glucosamina/ N — acetilneuraminico e acido D - galactose / N - acetil - D -
galactosamina. Segundo estes autores, a aderéncia de leveduras em células
epiteliais bucais humanas € mais intensa para isolados fungicos com um alto teor de
L-fucose na superficie da célula, indicado pelo padréo de coloracao UEA-I.

As lectinas possuem a capacidade de se ligarem especificamente a carboidratos
da superficie de hifas fungicas e atuarem impedindo o consumo de nutrientes e a
incorporacao de precursores necessarios para o crescimento do fungo, ou seja, tem
acdo fungicida (FREIRE, 2003). Atuam ainda sobre a germinacdo de esporos
fungicos, provavelmente em um estagio muito inicial do processo, inibindo-a, de modo
qgue ha um prolongamento do periodo latente que precede a germinacdo (LIS;
SHARON, 1981).

Lectinas também tém sido usadas com grande sucesso como indicadores de
fungos, uma vez que esses compostos sdo altamente especificos aos carboidratos
presentes na parede celular dos mesmos (LEAL et al., 2011a). O conhecimento do
perfil sacaridico na superficie fungica habilita o uso de lectinas como promissoras
sondas celulares, que podem servir como carreadores de agentes antifungicos que
utilizam como alvos especificos, os carboidratos existentes na superficie da célula do
micro-organismo (LEAL et al., 2011b), além disso, podem auxiliar, por exemplo, na
selecdo terapéutica, tal como foi proposto para infeccdes bacterianas
(UMAMAHESHWARI; JAIN, 2003).
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2.2.5.2 Formacao de biofilme por fungos causadores de otomicose

Na investigacao micoldgica observa-se uma mudanca de paradigma nos ultimos
anos, com uma valorizacdo de desenvolvimento dos fungos de importancia clinica,
em relacdo a capacidade de formar e sobreviver em comunidades de biofilme
(MARTINEZ; FRIES, 2010; RAMAGE et al., 2009; JABRA-RIZK et al., 2004).

Estes micro-organismos podem formar agregados celulares, um modo protegido
de crescimento que permite a sobrevivéncia em ambientes hostis, sendo sua fisiologia
e comportamento significativamente diferente das células planctdnicas (SIMOES;
SIMOES; VIEIRA, 2010).

Biofilmes fungicos, sdo estabelecidos numa superficie apds as seguintes fases
de desenvolvimento: chegada a um adequado substrato, a adeséo, a colonizacéo, a
producado de polissacarideo, a maturacdo de biofilme e de dispersdo (CHANDRA et
al., 2001; DONLAN, 2002; BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006).

A adesado e colonizacdo de populagdes fungicas complexas em superficies
bioldgicas e inatas, tais como protese de acrilico, € comum para fungos clinicamente
relevantes (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 1998).

Devido a isso, as infec¢des relacionadas com biofilme de fungos filamentosos
também tém sido cada vez mais descritas (RAMAGE et al., 2009), inclusive por
espécies do género Aspergillus (MOWAT et al., 2009). E cada vez mais claro que uma
grande diversidade destes micro-organismos tem a capacidade de formar estes
agregados que, clinicamente sdo importantes, pois, sao refratarios ao tratamento
antifangico, o que representa um grande problema para os clinicos como a dose
necessaria para erradicar o biofilme pode exceder o maximo atingivel
terapeuticamente as concentracdes de antibiéticos (RASMUSSEN; GIVSKOV, 2006).

Uma das caracteristicas do biofilme produzido por estes micro-organismos é o
aumento da resisténcia aos agentes antifungicos. RAMAGE et al. (2001), Di
BONAVENTURA et al. (2006) e TRE-HARDY et al., (2008), relataram que biofilmes

sdo até 1000 vezes mais resistentes a antifingicos do que as células planctonicas.

2.2.6 Terapia antifungica em casos de otite fungica

O tratamento adequado para infec¢do fungica deve incluir a formulagdo do

farmaco, via de administracéo, dose, tempo de tratamento de acordo com o local e a
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severidade da doenca. O tratamento deve ser dirigido especificamente contra o
agente da a doenca com a finalidade de evitar o desenvolvimento de resisténcia do
patdgeno. A cura deve ser confirmada por repetidas culturas néo obtidas de fungos
(VENNEWALD; KLEMM, 2010).

Pacientes com infecc¢des superficiais e colonizagao cronica devem ser tratados
com desbridamento intenso e limpeza combinada com antifungico topico (MUNGUIA;
DANIEL, 2008; VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003).

A medicacao de uso tépico € geralmente suficiente para tratar pacientes com
otomicose. No entanto, o uso de antifungicos sistémicos pode melhorar o resultado
da medicacdo topica, especialmente em pacientes com doenga cronica
(VENNEWALD; KLEMM, 2010). Contudo, o tratamento sistémico deve ser prescrito
no caso de otite externa maligna invasiva (aguda ou crénica) com complicacdes
devido a meningite ou mastoidite (VENNEWALD; KLEMM, 2010).

Segundo RUTT e SATALOFF (2008), em pacientes imunocomprometidos, o
tratamento da otomicose deve ser persistente para evitar complicacdes tanto em
relacdo a perda da audi¢do, quanto uma infeccdo invasiva no osso temporal.

No entanto, a fim de selecionar um tratamento adequado, a identificacao
correta dos isolados clinicos é essencial, ja que nem todas as espécies tém os
mesmos padrées de susceptibilidade contra os antifungicos (NEMATI et al., 2013;
AKTAS; YIGIT, 2009; BALAJEE et al., 2007).

Além disso, também é importante identificar o agente etioldgico da otomicose
para obter informacédo adequada sobre a relevancia clinica de uma determinada
espécie, o que também recomendado para uma escolha de um tratamento adequado
(ARTHUR; DREW; PERFECT, 2004).

Muitos antifungicos tém sido utilizados por otorrinolaringologistas, na busca de
um mais eficaz para o tratamento da otomicose.

Os principais medicamentos de uso tdpico que estao disponiveis sao polienos
(nistatina), imidazolicos (cetoconazol e miconazol), piridonas (Ciclopirox olamina)
(JACKMAN et al., 2005; VENNEWALD; SCHONLEBE; KLEMM, 2003; DEL PALACIO
et al., 2002; KURNATOWSKI; FILIPIAK, 2001). Segundo VISWANATHA, SUMATHA
e VIJAYASHREE (2012), Clotrimazol promove o tratamento efetivo da otite fungica, e
fluconazol é uma alternativa para pacientes em que o clotrimazol néo foi eficiente.

Para VENNEWALD e KLEMM (2010), os antifungicos tdépicos, tais como

clotrimazol, miconazol, bifonazol, ciclopirox olamina, e tolnaftato, sdo escolhas
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seguras para o tratamento de otomicoses, especialmente em pacientes com
perfuracdo da membrana timpéanica.

HO et al. (2006), apontam que o cetoconazol, um antifingico azdlico com largo
espectro de atividade, é eficaz no tratamento dos agentes etioldégicos mais comuns da
otite fingica. Em seu trabalho, o cetoconazol mostrou eficacia de 95-100% in vitro
contra as espécies de Aspergillus e Candida albicans, em casos de otomicose.

MUNGUIA e DANIEL (2008), também afirmam que azolicos, agentes sintéticos
que reduzem a concentracdo de ergosterol, um esterol essencial na membrana
citoplasmatica normal, como o cetoconazol sdo mais eficazes para o tratamento de
otomicoses, e tem baixa toxicidade. No entanto, SZIGETI et al. (2012), perceberam
que espécies de Aspergillus awamori e A. tubingensis, isolados de otomicose, foram
pouco susceptiveis ao cetoconazol, com concentracdo inibitéria minima entre 8-16
pg.ml-1.

Outras medicacbes tdépicas disponiveis para o tratamento de otomicose
relatadas incluem ciclopirox olamina, pertencente aos grupos das hidroxipiridonas
(DEL PALACIO et al., 2002; JUE; DAUSON; BROGDEN, 1985).

O ciclopirox olamina tem sido recentemente objeto de varias investigacbes que
tém elucidado seu mecanismo de acgéo e eficacia em varias doencas causadas por
infeccdes fungicas superficiais (SUBISSI et al., 2010).

VENNEWALD e KLEMM (2010) afirmam em seu trabalho que o ciclopirox
olamina tem boa atividade in vitro contra os dermatdfitos, leveduras, fungos
filamentosos, bactérias gram-negativas e bactérias gram-positivas, sendo assim, mais
amplo do que maioria dos outros antimicéticos. Também € ativo contra certas
espécies de Candida, as quais sdo frequentemente resistentes a azolicos (SUBISSI
et al., 2010). Outra caracteristica interessante é que o composto possui atividade anti-
inflamatéria similar a da hidrocortisona, 0 que é importante em casos de otites
infecciosas mistas.

O mecanismo de acéo do ciclopirox olamina € diferente de outros antifingicos
topicos, que geralmente age através da inibicdo do ergosterol. A alta afinidade desta
classe para os cations de metais trivalentes resulta na inibicdo das enzimas
dependentes de metal que sdo responsaveis pela degradacao dos peroxidos na célula
fungica, esse parece ser o principal determinante da atividade antifungica. Este
mecanismo Unico e com Varios niveis de acéo prevé um potencial muito baixo para o

desenvolvimento de resisténcia em fungos (JONES, 2003).
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As Normas M38-A2 e M27-A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), método de referéncia para testes de diluicdo em caldo para Determinacgéo da
sensibilidade a terapia antifangica de fungos filamentosos e leveduras,
respectivamente, descreve e padroniza o método para testar a sensibilidade dos
fungos que causam infecc¢des invasivas e fungos patogénicos oportunistas, como
espécies de Aspergillus, a drogas antifiungicas. No entanto, para o uso do ciclopirox
olamina, o documento determina o padréo apenas para dermatdfitos. Devido a este
fato, torna-se necessario o conhecimento do potencial deste farmaco frente a agentes
causadores da otomicose, uma vez que, tem-se obtido resultados satisfatérios in vitro,
na inibicdo do crescimento fungico, sendo necessario estudos in vivo da capacidade

da acéo da droga.

2.2.7 Modelo experimental da otomicose

O uso de animais em experimentos é importante na pesquisa otolégica e o
conhecimento da anatomia de sua orelha, e a semelhanca ao homem, permite sua
utilizacdo adequada em modelos (ALBUQUERQUE et al., 2009).

EMGARD e HELLSTROM (1997), desenvolveram um modelo para avaliar
reacdo inflamatéria do conduto auditivo externo (CAE) em ratos. Tal reacdo foi
estimulada mecanicamente com uma micropipeta plastica e alguns aspectos foram
avaliados como a cor da pele, inchaco e a presenca de fluido do CAE. Os resultados
mostraram que este modelo animal para a otite externa pode ser utilizado para
investigar patogénese da inflamagdo, bem como testar varias estrategias de
tratamento.

Em 2001, os mesmos autores publicaram um experimento no qual avaliaram o
tratamento de inflamacdes do CAE frente a farmacos anti-inflamatérios, associados
ou ndo a antibidticos. Neste trabalho, os autores inferiram que outras pesquisas
devem ser desenvolvidas para avaliar o potencial de novos farmacos frente a micro-
organismos. Quatro anos depois, estes autores publicaram modelo de infeccao
utilizando Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

No entanto, estudos com fungos filamentosos sé&o escassos.
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3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 REVISAO TAXONOMICA DE FUNGOS ISOLADOS DE AMOSTRAS CLINICAS
DE CASOS DE OTOMICOSE DEPOSITADOS NA MICOTECA URM

Dentre os isolados obtidos da Colegdo de Cultura Micoteca URM, e quatro
ainda ndo estocados, foram revisadas espécies de Aspergillus avenaceus (2), A.
awamori (1), A. flavus (4), A. fumigatus (2), A. niger (4), A. niveus (3), A. ochraceus
(3), A. parasiticus (3), A. tamarii (3) e Candida parapsilosis (2) (Tabelal).

A revisdo taxonémica das espécies de Aspergillus foi realizada por meio da
avaliacdo da macro e microscopia. Espécies de Aspergillus foram semeados aos
meios de cultura especificos, como Czapek (CZ), agar malte (MEA) e/ou CYA25, e as

colbnias foram avaliadas com de até sete dias de crescimento, segundo Klich (2002).

Tabelal - Isolados fangicos revisados taxonomicamente
por meio da morfologia macro e microscépica.

CODIGOS ISOLADOS
URM®6321 Aspergillus ochraceus
URM6322 A. tamarii
URMG6323 A. parasiticus
URM®6324 A. parasiticus
URM®6325 A. flavus
URM®6326 A. fumigatus
URM®6327 A. fumigatus
URM6328 A. awamori
URM®6329 A. niger
URM6330 A. niveus
URM6331 A. parasiticus
URM6332 A. flavus
URM®6333 A. flavus
URM6334 A. niveus
URM6335 A. niveus
URM6745 A. tamarii
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URM6746
URM6794
URM6795
URM6796
URM6797
URM7048
URM7049
MM87B/09
MM87C/09
MM88A/09
MM88C/09

e Aspergillus ochraceus

tamarii
niger
niger

ochraceus

> > > > >

ochraceus
Candida parapsilosis
Candida parapsilosis
A. avenaceus

A. avenaceus

A. flavus

A. niger

Para a identificagcéo de isolados de A. ochraceus foram utilizados os meios de

cultura Czapek (CZ) (A), agar malte (MEA) (B) e CYA 25 (C) (Figura 1).

A coloragao dos conidios no meio CYA25 é proxima da cor do trigo (C). Micélio

branco e discreto; esclerdcio de cor rosa. A colbnia é pouco flocosa e formam sulcos.

Quando semeados em CZ, o A. ochraceus se comportou semelhante a quando

em CYA25. No meio MEA, o conidio apresentou-se pouco denso e na coloracdo

amarelo claro a amarelo ambar. Da mesma forma que no meio CYA25, o micélio é

discreto, e o reverso apresentou-se amarelo. As col6nias, nos trés meios de cultura,

esporularam de forma pouco densa.

Figura 1 - Caracteristicas da macroscoépicas de Aspergillus ochraceus quando semeados nos
meios de cultura CZ (A), MEA (B) e CYA25 (C).
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e Aspergillus tamarii

A col6nia de A. tamarii se apresentou com textura plana, coloracédo verde-oliva
amarronzada (A), reverso incolor a amarelo-acinzentado (B); vesiculas globosas a
piriformes; uni e bisseriados e fialides cobrindo toda a superficie da vesicula (C) e
conidios globosos (D), em meio de cultura agar Czapek com cinco dias de

crescimento, como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Macroscopia de A.tamarii: coldénia com textura plana, colora¢éo verde-oliva amarronzada
(A), reverso incolor a amarelo-acinzentado (B); na microscopia, vesicula globosa (C), conidios
globosos (D) em agar Czapek.

e Aspergillus parasiticus

A coldnia apresentou-se com conidios verde oliva, micélio branco, esclerdcio
marrom, colénia com micélio bastante baixo (A). Reverso incolor, pouco amarelo (B);
Apresentaram cabecas conidiais radiais, vesiculas esféricas e predominantemente

unisseriados. O conidio é globoso com parede enrugada (C). (Figura 3)

Figura 3 — Aspectos morfologicos de Aspergillus parasiticus. Macrocopia verso (A), reverso (B) e
microscopia (C), apresentando uma colénia em meio Czapek.
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e Aspergillus flavus

A. flavus, ap6s semeado em meio agar Czapek, produziu conidios verde
escuros, miceélio branco inconspicuo, esclerécio marrom a preto de diferentes formas
e tamanhos. O reverso amarelo mais escuro e no centro da colbnia com textura
flocosa. A cabeca conidial radiadas a colunar; vesiculas esféricas a alongadas com
seriacdo variada. Os conidios apresentaram-se de forma globosas e paredes
suavemente enrugadas a lisas, caracteristica a qual o diferencia de A. parasiticus
(Figura 4).

Figura 4 — Cabeca conidial de A. flavus evidenciando
conidios suavemente enrugados.

e Aspergillus niger

A. niger semeado em meio Czapek, apresentou colbnia, radialmente sulcada,
com miceélio branco inconspicuo, com conidios marrons escuros a pretos distribuidos
de forma densa (A). O reverso incolor a amarelo (B); conidios globosos e bastante
enrugados (C) (Figura 5).
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Figura 5 — Aspectos morfoldgicos de Aspergillus niger. Macrocopia verso (A), reverso (B) apresentando
uma colbnia sulcada em meio Czapek; e microscopia (C).

e Aspergillus awamori

A. awamori semeado em meio Czapek, apresentou colonia, radialmente
sulcada, com micélio branco inconspicuo, com conidios marrons escuros a pretos
distribuidos de forma densa (A), assim como o A. niger. O reverso também apresenta-
se incolor a amarelo (B). Na microscopia, sdo observadas cabecas conidiais
bisseriadas, conidios globosos com paredes suavemente enrugadas (Figura 6).

Figura 6 - Aspectos morfologicos de Aspergillus awamori. Macroscopia verso (A), reverso (B)
apresentando coldnia sulcada em meio Czapek; e microscopia (C).
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e Aspergillus niveus

Em cultura apresentou micélio branco aveludado (A), reverso amarelo e
producdo de pigmento amarelo (B). Em microscopia foram observados conidiéforos
gue sdo predominantemente bisseriados, presenca de conidios globosos a

subglobosos (C) (Figura?).

Figura 7 — Aspectos macroscoépicos (A) e microscopicos (B) de A. niveus, semeado em meio agar
Czapek.

e Aspergillus fumigatus

A colbnia de A. fumigatus em meio de cultura agar Czapek apresentou-se na
coloracdo cinza a azul turquesa, micélio branco, textura aveludada (A) e radialmente
sulcada; reverso incolor (B); Cabecas conidiais predominantemente colunares com
coloragdo acinzentada proximo ao é&pice, com vesiculas piriformes (C); Sé&o

unisseriados e possuem conidios elipsoides e suavemente enrugados (D) (Figura 8).

Figura 8 — Aspectos morfolégicos de A. fumigatus, evidenciando a macroscopia, verso (A) e
reverso (B); e a microscopia (C e D).

47



e Candida parapsilosis

Os isolados URM7048 e URM7049, ambos Candida parapsilosis, foram
revisados com base em analises bioquimicas realizadas por meio do sistema
automatizado VITEK 2® Systems, quanto a assimilacdo de compostos de carbono
(Figura 9 e 10).

Figura 9 — Avaliacdo e confirmacéo da espécie do isolado URM7048, pelo método
automatizado VITEK 2® Systems.

Figura 10 — Avaliacao e confirmacédo da espécie do isolado URM7049, pelo método
automatizado, VITEK 2® Systems.
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3.2 PERFIL DE CARBOIDRATOS DA PAREDE CELULAR DE FUNGOS OBTIDOS
DE AMOSTRAS CLINICAS DE PACIENTES COM OTITE FUNGICA POR MEIO DE
MARCAGCAO DE LECTINAS

Os ensaios foram realizados com 25 culturas de Aspergillus ssp. incluindo A.
avenaceus, A. awamori, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. niveus, A. ochraceus, A.
parasiticus e A. tamarii, e, duas de Candida parapsilosis, 0s testes seguiram para
formacéo e quantificacdo de biofilme e deteccdo de carboidratos da parede celular
dos fungos marcados com lectinas.

A histoquimica com lectinas mostrou a presenca de a-D-glicosea-D-manose,
N-acetil-D-glicosamina’acido N-acetilneuraminico, a-L-fucose e D-galactose/N-acetil-
D-galactosamina em todas as espécies estudadas de Aspergillus, embora padréo de
marcacgao mostrou-se variado entre as linhagens de uma mesma espécie (Tabela 2;
Figura 11). As leveduras mantiveram um padréo na presenca e na coloracédo de metil-
a-D-manoside e N-acetil-D-glucosamina.

Evidenciou-se uma correlacdo positiva entre a formacédo de biofilme com a
expressao de a-D-glicose/a-D-manose e a-L-fucose em A. niveus, além da expressao
de a-D-glicose/a-D-manose em A. avenaceus (Teste de Correlacdo de Spearman r =
0.8660). Adicionalmente, uma correlacdo negativa entre expressdao de D-
galactose/ N-acetil-D-galactosamina e formacgéo de biofilme foi demonstrada em A.
ochraceus (r = -0.8660).

Tabela 2 — Padrbes de coloragcdo com lectinas da parede celular de espécies de Aspergillus isolados de
amostras clinicas de pacientes com otite fungica.

Lectinas
CcODIGO ISOLADOS Con A UEA | PNA WGA

MM87A/09 A. avenaceus ++ + ++ +
MM87C/09 A. avenaceus + + ++ +
URM6328 A. awamori + + + ++
URMG6325 A. flavus ++ +++ - +++
URM6332 A. flavus ++ + + ++
URM6333 A. flavus + ] ++ +
MMB88A/09 A. flavus + + + ++
URM6326 A. fumigatus + + + ++
URM6327 A. fumigatus + - + ++
URMG6329 A. niger + - + -
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URM6794 A. niger + - + -
URMG6795 A. niger + - + -
MMB88C/09 A. niger ++ + + +
URM6330 A. niveus ++ ++ +++ ++
URM6334 A. niveus + - + +
URM6335 A. niveus ++ + . -+
URM6321 A. ochraceus ++ - + ++
URM6796 A. ochraceus ++ ++ ++ +++
URM6797 A. ochraceus + + ++ +++
URM6323 A. parasiticus ++ - ++ +
URM6324 A. parasiticus + + + +
URM6331 A. parasiticus + + - ++
URM6322 A. tamarii - ++ + +
URMG6745 A. tamarii + - + +
URMG6746 A. tamarii - ++ - +
URM7048 Candida parapsilosis ++ - - +
URM7049 C. parapsilosis ++ - - +

ConA: metil-a-D-manoside; UEA-I: a-L-fucose; PNA: D-galactose; WGA: N-acetil-D-glucosamina,

Em relacdo a composicdo quimica, estrutura e dimensdo da parede celular,
variam consideravelmente, dependendo das condigcdes ambientais e/ou de cultivo
laboratorial e essa formacgé&o é coordenada com o ciclo celular (KLIS; BOORSMA; DE
GROOT, 2006).

No trabalho de Leal et al. (2011), os ensaios de ligacéo lectinas utilizando WGA,
UEA, PNA e Con A, resultou em seis padrfes de coloracéo, diferenciando as espécies
Aspergillus tamarii, Fusarium oxysporum, F. solani e Myceliophthora vellerea. As duas
espécies de dermatofitos, Microsporum gypseum e Trichophyton tonsurans, tinham os
mesmos padrdoes de coloracdo, como A. terreus e Paecilomyces lilacinus. Eles
observaram também que todos os isolados da mesma espécie exibiu 0 mesmo padrao
de coloracdo. O que nao foi observado em nosso estudo, pois houve diferenca
intraespecifica no perfil de marcacao. Varios estudos sugerem que a expressao de
carboidratos pode variar de acordo com o meio de cultura utilizado o crescimento do
fungo (ALVINO; RODRIGUES; ALMEIDA, 2004). Lima Neto et al. (2011) afirmam que
o tempo de crescimento pode influenciar na composicao da superficie celular. O que

foi observado em nosso estudo, uma vez que que o tempo de crescimento fungico
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variou entre as espécies, possivelmente devido a exposicao de antibiéticos utilizados
nos tratamentos que os pacientes foram submetidos.

Lima Neto et al. (2011), avaliaram a expressao de hidrato de carbono da
superficie celular de isolados clinicos de Candida albicans e C. parapsilosis e
indicaram a presenga dos mesmos carboidratos que avaliamos em nosso estudo.
Para estes autores, a adesédo de leveduras a células epiteliais bucais humanas é mais
intensa em isolados fungicos com alta expressao de a-L-fucose, marcado com UEA-
I, diferente do que encontramos em nossa pesquisa, em que a lectina que marcou
com mais intensidade foi a WGA. Diferente do que encontramos em nossa pesquisa,
em que os residuos de a-D-manose e a-L-fucose indicaram uma correlacdo direta

com a quantificagédo do biofilme, e D-galactose, relagéo inversa.

Figura 11 - PadrBes de coloragdo de lectinas: (a) intenso com wheat germ agglutinin
(WGA) em A. ochraceus, (b) moderado em peanut agglutinin (PNA) em A. niveus,
(c) fraco Ulex europeus aaalutinin | (UEADN em A. ochraceus e (d) ausente.




A marcacao com lectinas mostrou a presenca de a-D-glicose/ a-D-manose, N-
acetil-D-glicosamina/acido N-acetilneuraminico, a-L-fucose e D-galactose/N-acetil-D-
galactosamina em todas as espécies estudadas. No entanto, o perfil variou

intraespecificamente.

3.3 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE FORMACAO DE BIOFILME POR AGENTES
DA OTOMICOSE

Todos os isolados foram capazes de formar agregados multicelulares, como
mostra a Figura 12. A média quantitativa variou entre 0,64533 e 2,842. Houve
diferenca significativa na quantidade de biofilme formado, e de acordo com o teste
estatistico Scott-Knott (p <0.001), dois isolados de Aspergillus fumigatus e um de A.
niveus foram os que produziram maior quantidade de biofilme. No entanto, néo
diferiram significativamente entre si. O teste estatistico Scott-Knott segregou, pela
guantificacdo de biofilme, os isolados em quatro grupos distintos, mas que dentro dos
grupos nao havia diferenca significativa.

A quantificacdo do biofilme variou intraespecificamente em A. avenaceus, A.
flavus, A. niveus, A. parasiticus e A. tamarii, mas ndo variou em A. niger e A.

ochraceus.

Figura 12 — Leitura da quantificagdo de biofilme por espécies de Aspergillus, obtida por meio
da automacao.
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Espécies do género Aspergillus tém sido bastante relatadas como potenciais
formadores de agregados celulares (MOWAT et al., 2009). InfeccBes relacionadas
com biofilme de fungos filamentosos também tém sido cada vez mais descritas
(RAMAGE et al., 2009), inclusive por espécies do género Aspergillus (MOWAT et al.,
2009). E cada vez mais claro que uma grande diversidade destes micro-organismos
tem a capacidade de formar estes agregados que, clinicamente sdo importantes, pois,
sao refratarios ao tratamento antifingico, o que representa um grande problema para
os clinicos como a dose necessaria para erradicar o biofilme pode exceder o0 maximo
atingivel terapeuticamente as concentracdes de antibidticos (Rasmussen; Givskov,
2006).

Semelhante a formacéo de biofilmes de bactérias ou leveduras (O’'TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000), A. fumigatus (DAGENAIS; KELLER, 2009), é amplamente
reconhecido como um organismo capaz de crescer e desenvolver-se como uma
comunidade multicelular (RAMAGE et al., 2011), em que as hifas sdo coesa ligadas
entre si por uma matriz extracelular hidrofébica (BEAUVAIS et al., 2007). Sturgulewski
et al. (2006) afirmam que os dispositivos de amplificacdo sonora foram identificados
como uma potencial fonte de transmissdo de micro-organismos. Em longo prazo, o
uso de prétese auditiva € um fator para a coloniza¢cdo de fungos, sendo que esta
colonizacéo pode resultar em niveis suficientemente altos para dar lugar a otomicose.
Segundo Mowat et al. (2007), isolados de A. fumigatus testados por eles, obtiveram
maior quantidade de biofilme em 48 horas. Apds esse tempo, a quantidade estabilizou.

Em relacéo a quantificacdo do biofilme, Ruiz et al., 2013, utilizando o método
de coloracédo com cristal violeta, em 24h perceberam que o valor médio de absor¢ao
(A595) das 49 linhagens de Candida analisadas, variou de 0,061 a 0,308. Diferente
do que obtivemos em nossos estudos com espécies de Aspergillus, em que a menor
quantificacdo foi de 0,77.

Espécies de Aspergillus possuem potencial capacidade de formar agregados

celulares, o que os tornam relevantes clinicamente.

3.4 PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA DOS AGENTES ETIOLOGICOS DE
OTOMICOSE

Dos 28 isolados utilizados no teste, trés correspondia a espécie A. avenaceus,

um A. awamori, quatro A. flavus, dois A. fumigatus, quatro A. niger, trés A. niveus, trés
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A. ochraceus, trés A. parasiticus, trés A. tamarii, além de dois isolados de C.
parapsilosis.

Os testes de sensibilidade antifingica in vitro de Aspergillus spp. e Candida
spp., isolados de amostras clinicas de pacientes com otomicose frente a cetoconazol
(CTZ) e ciclopirox olamina (CPO), encontram-se descritos na tabela 3.

Todos os isolados obtiveram comportamento fungicida para CTZ e CPO, sendo
observado um total de 100% de inibicdo no crescimento tanto nos fungos
filamentosos, quanto nas leveduras, exceto em um isolado de A. fumigatus.

No teste in vitro, as espécies de A. awamori, A. fumigatus, A. niger, A.niveus e
A. ochraceus tiveram o CIM melhor qguando submetidos ao CPO do que ao CTZ. O
contrario foi observado nas espécies de A. avenaceus, A. flavus, A. parasiticus e A.
tamarii. J4 para os isolados de C. parapsilosis, ambas as Concentracfes Inibitorias
Minimas (CIMs) foram bastante baixas.

No geral, para o CPO, todos os isolados apresentaram CIMs variando entre
0,25 e 8 ug/mL; para o CTZ, variou de 0,125 a 8 pg/mL, exceto uma espécie de A.
fumigatus que teve o valor do CIM de 16 pg/mL, mostrando-se resistente. J& para este
mesmo isolado, o CIM para CPO foi de 0,25 pg/mL.

A leitura visual das CIMs teve uma maior e mais frequente variacao para CTZ do que
para CPO, quando lidas por absorbéancia, como mostram as figuras 13 e 14.

Tabela 3 — Perfil de sensibilidade antifingica de espécies de Aspergillus e
Candida, obtidos de amostras clinicas de pacientes com otite fungica, frente
a ciclopirox olamina e cetoconazol.

Isolados/ Ciclopirox Cetoconazol
Antifungicos olamina
MM87A/09 4 ug/mL 2 pg/mL
MM87C/09 4 pg/mL 2 pg/mL
URM6328 1 pg/mL 8 ug/mL
URMG6325 4 ug/mL 1 pg/mL
URM6332 8 ug/mL 2 ug/mL
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MM88A/09

URM6327

0,5 pg/mL

URM6794

MM88C/09

0,25 pg/mL

0,25 pg/mL

URMG6334

URM6321

0,25 pg/mL

URM6797

URM6324

URM6322

URM6746

0,5 pg/mL 0,125 pg/mL

URM7049
ATCC 22019

0,5 pg/mL
0,25 pug/mL

0,5 pg/mL

0,06 pug/mL




Figura 13 — Determinac¢éo das concentragdo inibitéria minima (CIM), obtida por leitura visual e absorbancia,
de espécies de Aspergillus e Candida, frente a cetoconazol.
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Espécies de Aspergillus e Candida sdo os principais agentes etioldgicos da
otomicose. Contudo, trabalhos recentes apontam que A. niger continua sendo o0 mais
frequente agente (YENISEHIRLI et al., 2009; ANEJA; SHARMA; JOSHI, 2010; JIA et
al., 2011; SARVAN et al., 2012), seguido de A. flavus e A. fumigatus. No entanto, em
nossa pesquisa nao observamos uma prevaléncia em relacdo as espécies isoladas
de otomicose.

Muitos antifungicos tém sido utilizados por otorrinolaringologistas, na busca de
um tratamento eficaz. Assim, Arthur, Drew e Perfect (2004) apontam a importancia de
se identificar o agente etiologico em nivel de espécie e suas caracteristicas intrinsecas
para escolha de um tratamento adequado, jA& que nem todas as espécies tém os
mesmos padrdes de susceptibilidade contra os antifingicos (Nemati et al., 2013;
Aktas; Yigit, 2009; Balajee et al., 2007).

Munguia e Daniel (2008), afirmam que os azolicos sé@o eficazes para o
tratamento de otomicoses. Segundo Ho et al. (2006), o CTZ, que um antifungico
azoélico com largo espectro de atividade, é eficaz no tratamento dos agentes
etiologicos mais comuns da otite fungica. E atualmente € utilizado como antifangico
padrao para casos de otomicose. Os autores ainda verificaram que o CTZ mostrou
eficacia de 95-100% in vitro contra as espécies de Aspergillus e de C. albicans, obtidos
de casos de otomicose, 0 que corrobora com nossa pesquisa, uma vez que apenas
um isolado mostrou-se resistente ao farmaco, o que foi observado apés a leitura por
absorbancia. Estudos tém demonstrado o valor da automatizacdo nas leituras
espectrofotométricas nos testes de susceptibilidade aos antifingicos, pois oferece a
vantagem de se obter uma leitura mais objetiva para a determinacao da CIM (ODDS;
MESSER; WOESTENBORGHS, 1995; RODRIGUES-TUDELA; MARTINEZ-
SUAREZ, 1995).

Para fungos do grupo nigri como A. awamori e A. niger, a CIM variou de 2 a 8
ug.mlt em nosso estudo. Szigeti et al. (2012) também avaliaram espécies do grupo
nigri de A. awamori e A. tubingensis, isolados de otomicose, e verificaram que foram
pouco susceptiveis a resistentes ao CTZ, pela qual a CIM variou entre 8-16 pg.ml=.

Novas alternativas tém sido propostas para o tratamento da otomicose. Nesta
pesquisa, avaliamos a capacidade do CPO em inibir o crescimento de fungos
causadores de otite fungica.

No entanto, o CLSI (2008) faz referéncia apenas a dermatdfitos quanto ao uso

do CPO, e demonstram que os que apresentarem CIM < 1 ug mL ! frente este farmaco
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sdo considerados sensiveis. Entretanto, Markus (1999) e Jue, Dawson e Brogde
(1985) citaram que o CPO pode ser considerado tanto fungistatico quanto fungicida,
e encontraram CIM no intervalo de 0,9 + 3,9 ug.ml* para dermatdfitos e espécies de
Candida, e para espécies de Aspergillus, 7,8 e 15,6 pg.mL?, o que confere com
nossos estudos no qual a maior CIM encontrada foi 8 pg.mlt para espécies de
Aspergillus, e 0,25 pg.mL? para C. parapsilosis, o que aponta, para estes grupos

fungicos, uma maior suscetibilidade a este antifungico, quando comparado ao CTZ.

3.5 RESPOSTA TERAPEUTICA A OTOMICOSE EXPERIMENTAL

A escolha do agente etiol6gico para otomicose experimental foi baseada nas
condigBes de maior produgdo de biofilme, além do tratamento mais eficaz in vitro,
frente as drogas testadas. Desta forma, foi determinado o uso do isolado URM6330,
Aspergillus niveus.

Ap0s a aprovacdo do Comité de Etica Animal, foi realizada a administracdo da
ciclofosfamida, e a imunossupressao foi confirmada por meio da avaliacdo do
hemograma nos animais.

Decorridos sete dias de infeccdo, em exame direto, sem clarificante e corante,
foram observados em 75% de amostras dos animais, em microscopia o6ptica,
filamentos micelianos, hialinos, septados em dicotomia (Figura 15). O tratamento foi
realizado com ciclopirox olamina e cetoconazol, nos respectivos grupos durante sete

dias.

Figura 15 - Exame direto de secre¢do do conduto auditivo externo animal: (A) hifas
hialinas, septadas em dicotomia; (B) hifas hialinas septadas associadas ao tecido
animal.
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Apos 15 dias, foi realizado o sacrificio dos animais, e, fragmentos do tecido
foram preparados exames micoldgico e histopatologico.

Durante a retirada da bula timpanica, foram observadas massas brancas,
indicando a presenca fungica (Figura 16). Os animais apresentavam inflamag¢éo com
otorreia, obstru¢cdo do CAE devido a fragmentos fungicos.

N&o houve eficacia nos tratamentos, provavelmente porque o tratamento foi
realizado em apenas sete dias.

No exame micologico, com tecido do conduto auditivo externo e retrocultivo do
material biolégico, ap0s trés dias foi observado o crescimento fungico e identificado

de Aspergillus niveus.

Figura 16 - Aspectos da infec¢cdo do conduto auditivo externo. (A) conduto auditivo externo
(CAE); (B) Massa flingica no CAE; (C) conduto auditivo externo recoberto por massa fangica.

Nossa pesquisa foi baseada nos trabalho de Emgard e Hellstrém (1997), na
sua publicacdo, determinaram um procedimento padronizado para estimulacao
mecanica do conduto auditivo externo e que provocou uma reacdo semelhante na
qual ocorre em otite externa humana. Eles afirmam que tal modelo animal de otite
externa pode ser utilizada para estudos sobre patogénese da otite, como otites
fungicas, bem como para testar estratégias de tratamentos, no entanto, utilizaram

apenas bactérias e leveduras.
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4 CONCLUSAO

Com base nesse estudo podemos concluir que:

e Espécies de Aspergillus sdo potencialmente formadores de biofilme.

e a-D-glicose/a-D-manose, N-acetil-D-glicosamina/acido N-acetilneuraminico, a-
L-fucose e D-galactose/ N-acetil-D-galactosamina estdo presentes na parede

celular de espécies de Aspergillus.

e A presenga de residuos de a-D-glicose/ a-D-manose e a-L-fucose nos
glicoconjugados de superficie celular em algumas espécies de Aspergillus
estdo associadas ao reconhecimento molecular e formagdo de biofilme,
enquanto que a presenca de D-galactose/ N-acetil-D-galactosamina, esta

correlacionado a auséncia dessa caracteristica de patogenicidade em outras.

e Ciclopirox olamina e cetoconazol tem comportamento fungicida, in vitro, frente

a espécies de Aspergillus e Candida.

e Cepas de A. fumigatus podem apresentar resisténcia in vitro ao cetoconazol.

e Ratos da linhagem Wistar sdo indicados para experimentacdo animal de

doencas da orelha externa devido a semelhanca com a orelha humana.

e Ratos Wistar sdo susceptiveis a infeccdo do conduto auditivo externo por

Aspergillus niveus, quando imunossuprimidos.
e Ciclopirox olamina e cetoconazol, ndo foram consideradas op¢fes terapéuticas

eficazes nos casos de otomicose experimental por A. niveus, em um periodo

de sete dias.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA/UFPE)

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 03 de abril de 2013.
Oficio n°® 555/13

Da Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof® Rejane Pereira Neves

Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Micologia-UFPE

Processo n° 23076.015954/2013-61

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Caracterizagio in vitro de Fungos Quanto ao
Glicoconjugados da Parede Celular e Formacéo de Biofilme para Avaliagio do
Tratamento na Otomicose Experimental”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacéo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagéo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais; Biotério de farmacologia e Atenmosamente
Fisiologia/lUFPE. Animais: ratos Wistar; Peso: 200-400g;
sexo: fémeas; n° total de animais: 48 ratos. @M
{4 Profa, Maria Teresa Jansem
& presidente do CEEA

UFPE
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