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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose de implantacdo de carater zoono6tico causada
por fungos do Complexo Sporothrix schenckii, (MARIMON et al.,, 2008) que
compreende as espécies S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S.
luriei, S. pallida, S. chilensis e S. albicans. A doeng¢a é endémica na regido sul do
Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro, com maior prevaléncia da espécie S.
brasiliensis (SCHUBACH et al., 2008; MADRID et al., 2012).

O itraconazol é o tratamento de eleicdo contra esporotricose humana e
animal (MADRID et al., 2010; PEREIRA et al., 2010), no entanto, sdo crescentes
os relatos de isolados resistentes e falhas terapéuticas devido ao uso
indiscriminado de antifingicos (MARIMON et al., 2008; STOPIGLIA et al., 2013).
Além disso, o tratamento contra esporotricose representa um desafio pelo limitado
namero de antifungicos disponiveis, além dos efeitos adversos, tempo prolongado
de tratamento e alto custo da medicagdao.

Diante deste contexto, tém-se direcionado esforcos para encontrar
substancias antifungicas com alternativas naturais, que apresentem menores
efeitos colaterais e menor custo. O Kombucha Tea surge como uma opgao,
apresentando acdo antibacteriana e antifiungica descrita por diversos autores
(SANTOS et al., 2009; CETOJEVIC-SIMIN et al., 2008). E uma bebida fermentada
com os chas verde ou preto, composta por uma simbiose entre leveduras e
bactérias acido laticas (DUFRESNE et al., 2000). O substrato inicial e o tempo de
fermentacdo estdo relacionados diretamente na composicdo metabdlica final do
Kombucha Tea (CHEN et al., 2000). E dentre os principais componentes da
bebida estdo polifendis (flavandides), acido glicurbnico, acido latico, acido
glucénico e antibiéticos (CETOJEVI-SIMIN et al., 2008), sendo o acido acético o
maior constituinte quimico (GREENWALT et al., 1998).

A acao antifungica do Kombucha Tea ja foi reportada contra Malassezia spp.
(MAHMOUDI et al., 2016), Trichophyton mentagrophytes (RAHAYU, et al., 2009),
Microsporum gypseum, Candida spp. e Aspergillus spp. (YUNIARTO et al., 2016),
ndo sendo encontrada na literatura nenhuma referéncia frente Sporothrix spp.
Diante disto, o objetivo do presente trabalho foi verificar a agdo anti-Sporothrix
spp. do Kombucha Tea fermentado com cha preto.

2. METODOLOGIA

A infusdo de cha preto foi preparada com adicdo de sete gramas de cha e
120 gramas de acucar em dois litros de agua fervente durante 15 min, apoés
resfriamento, o scoby do Kombucha Tea foi adicionado ao cha, permanecendo a
temperatura ambiente (25°C) durante 90 dias para fermentacdo. No dia do
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experimento, parte do produto foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 min e filtrado
em membrana millipore 0,22um (KCPF) e parte foi autoclavada (KCPA).

Oito isolados de Sporothrix spp. (trés S. brasiliensis, dois S. chilensis, dois S.
globosa e um S. pallida) foram utilizados. O teste de suscetibilidade antifingica foi
realizado com microdiluicio em caldo, adaptado do protocolo M38-A (CLSI,
2002). Foram testadas seis concentracbes para ambos produtos a partir da
concentracéo inicial apresentada por eles, sendo de 902 mg/ml para KCPF e
894,2 mg/ml para KCPA. Como controle negativo foi utilizado itraconazol nas
concentracdes de 16 a 0,03 pg/ml. Todos os testes foram realizados em triplicata,
e as microplacas foram incubadas a 35°C por 48 horas para leitura da
concentracgéo inibitéria minima (CIM).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que 87,5% (7/8) dos isolados foram sensiveis ao produto KCPF
e 87,5% (7/8) foram sensiveis ao produto que foi autoclavado (KCPA) (Tabela 1).
As amostras do produto passaram por tratamento térmico com intuito de testar a
termoestabilidade dos componentes ativos e assim verificar a natureza proteica
dos metabdlitos. Demonstrando com os resultados encontrados que a substancia
com acao antifingica provavelmente ndo seja de origem proteica, uma vez que as
CIMs requeridas foram menores no produto autoclavado comparado ao produto
filtrado. Podendo indicar também que com a desnaturacdo de alguns compostos
houve o aumento da concentracdo de substancias com potencial antifingico
contra Sporothrix spp., facilitando o contato com o agente.

Tabela 1: Concentragdes Inibitéria Minima

Isolado KCPA KCPF Itraconazol

S. brasiliensis (ATCC 201681) | 223,55 mg/mi 225,5 mg/ml 0,5 pg/ml
S. brasiliensis (S72 MV 1173) | 27,94 mg/ml| 112,7 mg/ml *

S. brasiliensis (S73 MV 1192) | 27,94 mg/ml 225,5 mg/ml 16 pg/mi

S. chilensis (SS469) 223,55 mg/ml >902,2 mg/ml *

S. chilensis (SS470) 223,55 mg/ml 225,5 mg/ml 0,25 pg/ml
S. globosa (SS180) 27,94 mg/ml 112,7 mg/ml 216 ug/ml
S. globosa (4900941 HCPA) >894,2 mg/ml 28,19 mg/ml 1 pg/ml

S. pallida (SS184) 447,1 mg/ml 451,1 mg/ml 2 ug/ml

*Nao realizado

Yuniarto et al. (2016) testaram a atividade antifungica do Kombucha Tea
com 6, 12 e 18 dias de fermentacéao frente a M. gypseum, C. albicans e A. flavus
utiizando a técnica de disco difusdo, e encontraram halos de inibicdo
promissores. Segundo oestudo, destes autores, o aumento do tempo de
fermentacdo diminui a acdo antifingica, uma vez que os halos tiveram maior
diametro quando testado o produto com 6 dias de fermentacdo. Resultado que vai
de encontro ao presente estudo, onde foi utilizado o produto com 90 dias de
fermentacdo e ainda assim verificou-se acao anti-Sporothrix, demonstrando que
mesmo havendo um possivel decréscimo de concentracdo de moléculas com
potencial antifingico essas séo suficientes para inibir esse agente, ou que se trata
de diferentes moléculas com espectro de a¢éo especificos.

Quanto ao teste realizado com o itraconazol pode-se verificar que dois
isolados de duas espécies diferentes (S. globosa e S. brasiliensis) monstraram-se
resistentes ao itraconazol, requerindo concentracbes que variaram de 16 a
216pg/ml, mas foram os isoladosinibidos com as menores concentracées do
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Kombucha Tea, principalmente tratando-se do produto autoclavado. Apenas um
isolado de S. chilensis (SS469) ndo foi sensivel as concentracfes testadas do
produto filtrado (>902,2 mg/mL) porém, mostrou-se sensivel ao produto
autoclavado na concentracdo de 223,55 mg/mL. A cepa de S. globosa (4900941
HCPA) foi sensivel ao KCPF, mas néo apresentou sensibilidade ao KCPA (>894,2
mg/ml) nas concentracdes testadas, para esta espécie a acao antifungica pode
estar relacionada a uma substancia que quando submetida ao tratamento térmico
perdeu eficacia, diferente do observado nos outros isolados.

4. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram que apos 90 dias de fermentacao,
0 Kombucha Tea apresenta potencial anti-Sporothrix spp. frente a 87,5% (7/8) dos
isolados testados utilizando o KCPF e o KCPA, inibindo o crescimento de
espécies que se mostraram resistentes ao farmaco de eleicdo para tratamento da
esporotricose.

N&o ha relatos na literatura referente a sensibilidade do Sporothrix spp.
frente ao Kombucha Tea, sendo assim, os resultados encontrados sao
promissores para novos estudos que visem caracterizar o componente ativo com
acao frente a esse agente, bem como estabelecer o tempo de fermentacdo
suficiente para produzir o composto em concentracfes adequadas para
apresentar acdo antifungica visando facilitar sua obtencéo.
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