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AÇÃO DE MICOCINAS PRODUZIDAS POR Wickerhamomyces anomalus SOBRE 
Malassezia pachydermatis ISOLADAS DO CONDUTO AUDITIVO DE CÃES 

 
RESUMO 
 
A Malassezia pachydermatis tem origem zoofílica, podendo ser encontrada em 
mamíferos, e frequentemente nos cães, nos quais colonizam principalmente a região do 
canal auditivo, levando a otites de difícil tratamento. As micocinas produzidas por 
Wickerhamomyces anomalus são capazes de inibir o crescimento de microrganismos 
eucariotos e procariotos. Este trabalho teve como objetivo verificar a inibição de M. 
pachydermatis isoladas do conduto auditivo de cães, por meio da ação de micocinas 
produzidas por W. anomalus. Os resultados mostraram, pelo teste de microdiluição em 
caldo, que 100% das cepas de M. pachydermatis testadas foram inibidas quando 
utilizado o sobrenadante de cultura contendo micocinas. O teste de viabilidade 
demonstrou que o tempo necessário para as micocinas inviabilizarem 100% das cepas 
de M. pachydermatis em caldo Sabouraud foi de 8 horas. No teste de produção de 
proteinases, 44% das cepas testadas foram fortemente produtoras de proteinases. E, 
posteriormente, todas essas cepas que tiveram a sua atividade enzimática fortemente 
positivas foram inibidas quando testadas em meio de cultura contendo uma concentração 
subinibitória de β-glucanases. Dessa forma, os resultados reforçam o potencial 
antimicrobiano das micocinas. 
 
PALAVRAS-CHAVE: 
 
Atividade antifúngica; inibição de fungos; levedura killer; toxina killer. 
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ACTION OF MYCOCINS PRODUCED BY Wickerhamomyces anomalus ON 
Malassezia pachydermatis ISOLATED FROM THE EAR CANAL OF DOGS 

 
 
Abstract 
 
Malassezia pachydermatis has a zoophilic origin and can be found in mammals, and 
frequently in dogs, in which it mainly colonizes the ear canal region, leading to otitis that 
is difficult to treat. The mycocins produced by Wickerhamomyces anomalus are capable 
of inhibiting the growth of eukaryotic and prokaryotic microorganisms. This work aimed to 
verify the inhibition of M. pachydermatis isolated from the ear canal of dogs, through the 
action of mycocins produced by W. anomalus. The results showed, by the microdilution 
broth test, that 100% of M. pachydermatis strains tested were inhibited when culture 
supernatant containing mycocies was used. The viability test showed that the time 
required for mycocins to make 100% of M. pachydermatis strains in Sabouraud broth was 
8 hours. In the proteinases production test, 44% of the tested strains were strong 
producers of proteinases. And subsequently, all of these strains that had their enzyme 
activity strongly positive were inhibited when tested in culture medium containing a 
subinhibitory concentration of β-glucanases. Thus, the results reinforce the antimicrobial 
potential of mycocins. 
 
Keywords 
 
Antifungal activity; fungal of inhibition; yeast killer; toxin killer. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leveduras killer 

 

Algumas espécies de leveduras possuem a capacidade de produzir 

substâncias consideradas antimicrobianas, como é o caso da toxina killer ou micocinas, 

que podem causar a morte de outros microrganismos (MAGLIANI et al., 1997). O 

fenômeno killer foi descrito pela primeira vez por Bevan e Makower (1963), que 

observaram essa ação produzida por leveduras de Saccharomyces cerevisiae, isoladas 

de cerveja, e caracterizaram a sua atividade pela produção de glicoproteínas de baixo 

peso molecular, que são letais às células microbianas sensíveis, porém, essas leveduras 

são imunes a sua própria toxina (BOYNTON, 2019; MANNAZZU et al., 2019; SCHMITT; 

BREINIG, 2002). 

Além da produção por Saccharomyces, outras leveduras possuem a mesma 

característica em produzir micocinas, como leveduras dos gêneros Candida, 

Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Metschnikowia, 

Ustilago, Wickerhamomyces, Williopsis e Zygosaccharomyces (CHEN et al., 2000; 

SCHMITT; BREINIG, 2002; SCHNEIDER et al., 2012; TAY; LIM; TAN, 2014). 

Estudos relatam sobre a relevância ecológica dessas leveduras produtoras de 

toxinas killer, sendo proposto que as cepas produtoras dessas toxinas apresentam uma 

vantagem competitiva no habitat natural da levedura, buscando uma disputa por 

recursos, inibindo, dessa forma, outras leveduras sensíveis (GANTER; STARMER, 1992; 

LIU et al., 2015). A inibição ocorre por meio da ação sobre receptores específicos da 

parede celular, presente nos microrganismos afetados (SCHMITT; BREINIG, 2002). 

A parede celular de leveduras, fungos e bactérias, é composta por polissacarídeos 

β-glucanos, sendo um dos principiais constituintes o β-1-3 glucano e o β-1-6 glucano 

(STEWART, 2017). Dessa forma, justifica-se um dos principais mecanismos de ação das 

micocinas, que é a inibição da síntese da parede por β-1,3-glucano sintetase e a hidrólise 

do β-1,3-glucano ou β-1,6-glucano, resultando na ruptura da parece celular, assim, o 

patógeno sofre lise osmótica, e consequentemente leva à sua morte (IZGÜ; ALTINBAY; 

TÜRELI, 2007; LIU et al., 2015; MAGNANI; CASTRO-GÓMEZ, 2008; PENG et al., 2009). 
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Devido à sua ação efetiva, as leveduras produtoras de toxinas estão atraindo a 

atenção para serem incorporadas em diversas aplicações. Elas podem ser usadas no 

biocontrole nas indústrias alimentícias, visando a neutralizar a ação de fungos 

patogênicos; outros estudos mostraram a sua utilização na indústria farmacêutica, como 

um agente antimicrobiano para o tratamento de infecções humanas e de animais, além 

de vários interesses no setor de biotecnologia (COMITINI et al., 2004; DE ULLIVARRI; 

MENDOZA; RAYA, 2014; MANNAZZU et al., 2019; MUCCILLI; RESTUCCIA, 2015; 

POLONELLI; MORACE, 1986; SCHMITT; BREINIG, 2002). 

A espécie Wickerhamomyces anomalus possui algumas cepas que são 

consideradas leveduras killer, sendo atualmente o foco de vários estudos em diferentes 

áreas, como biocontrole, alimentos e fermentação (BERBEGAL et al., 2018; CALAZANS 

et al., 2021; CIANI; COMITINI, 2011; HUA et al., 2015; SCHNEIDER et al., 2012). Cepas 

dessa levedura já foram isoladas em diversos ambientes, como grãos de cereais, frutas, 

animais e vinhos (CAPPELLI et al., 2014; 2019; CECARINI et al., 2019; COMITINI et al., 

2004; MARTINS; VAZ; MARTINS, 2015). O uso dessas toxinas como um agente 

antibacteriano e antifúngico in vitro já foi comprovado em outros estudos (CALAZANS et 

al., 2021; JUNGES et al., 2020; PARIS et al., 2016). 

Cecarini et al. (2019) identificaram uma proteína de alto peso molecular, 

correspondente a β-glucanases, ao estudar as micocinas de W. anomalus produzidas 

pelo mosquito causador da malária, Anopheles stephensi. Segundo Muccilli et al. (2013), 

o mecanismo antimicrobiano das micocinas se deve à ação de β-glucanases que agem 

sobre as estruturas presentes na parede celular dos microrganismos, como os β-

glucanos; assim, provocam a inibição ou hidrólise desses polímeros, causando a morte 

do agente patológico (LIU et al., 2015; MUCCILLI et al., 2013). 

Epis et al. (2015) realizam um estudo para verificar a capacidade de W. anomalus 

em infectar o ser humano, uma vez que esse microrganismo pode ser isolado de 

mosquitos hematófagos, como o causador da malária. Com base nos resultados de 

fungemia, eles classificaram W. anomalus como irrelevante nesse tipo de infecção. 

Sundh e Melin (2011) relataram desconhecer um sistema de classificação (de acordo 

com a Autoridade Europeia de Segurança Alimentar) de biossegurança em que a classe 

de risco para W. anomalus seja diferente de 1, ou seja, considerado de baixa 

patogenicidade. 
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Junges et al. (2020) realizaram o teste de toxicidade com o sobrenadante 

contendo toxina killer de W. anomalus em Artemia salina Leach, e compararam o 

resultado com o antibiótico Polimixina B. Após o teste, as micocinas foram classificadas 

como de baixa toxicidade, já a Polimixina B foi considerada extremamente tóxica. Paris 

et al. (2016), ao realizarem o teste de hemólise com eritrócitos humanos, compararam a 

hemólise ocorrida entre as micocinas e o antifúngico Anfotericina B. As micocinas foram 

consideradas de baixa citotoxicidade, pois não causaram hemólise das células, já o 

antifúngico causou um elevado grau de hemólise quando testado. Nascimento et al. 

(2020) não encontraram relatos de resistências causadas com o uso de micocinas como 

agentes antimicrobianos, enaltecendo mais uma vez a eficácia do tratamento com essas 

micocinas. Esses estudos demonstram a baixa toxicidade das micocinas com relação 

aos antifúngicos, e, devido a isso, enaltece-se uma expectativa de aprofundar os estudos 

para o uso dessas substâncias como agente antimicrobiano eficaz. 

 

1.2 Malassezia pachydermatis 

 

Malassezia é um gênero de leveduras compostas atualmente por 18 espécies que 

habitam preferencialmente a pele e mucosa de humanos e animais (GEMMER et al., 

2002; LORCH et al., 2018; THEELEN et al., 2018; VELEGRAKI et al., 2015). Nos 

humanos, podem ser isoladas de áreas com grandes quantidades de glândulas 

sebáceas, como peito, costas e couro cabeludo. Além disso, também estão associadas 

a doenças cutâneas superficiais, incluindo a dermatite atópica, dermatite seborreica, 

foliculites e pitiríase versicolor (CABAÑES, 2014; GUPTA, 2004; RIBEIRO DO PRADO 

et al., 2007).  

A infecção por Malassezia spp. é dependente da vulnerabilidade de cada 

indivíduo, pois ela é considerada uma levedura oportunista (FAERGEMANN, 2002). 

Assim, alguns fatores podem favorecer essa infecção, como deficiências de vitaminas, 

desnutrição, doenças crônicas e infecciosas, uso prolongado de corticoides e 

imunodepressão (SCHMIDT, 1997). 

São leveduras consideradas lipofílicas, por não sintetizarem ácidos graxos de 

cadeia longa (SHIFRINE; MARR, 1963), porém, a M. pachydermatis é a única espécie 
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denominada como não lipodependente (BOND, 2010; GUILLOT; BOND, 1999; LORCH 

et al., 2018). 

A fisiopatologia das doenças de pele relacionadas à Malassezia spp ainda é pouco 

conhecida. Devido a isso, não há diretrizes aprovadas internacionalmente para o 

diagnóstico e tratamento padronizado dessa patologia (HALD et al., 2015). A M. 

pachydermatis é uma levedura lipofílica, não lipodependente, que faz parte do filo 

Basidiomycota, subfilo Ustilaginomycotina, classe Malasseziomycetes, ordem 

Malasseziales, família Malasseziaceae e gênero Malassezia (ZEINALI et al., 2014). Suas 

células têm formato oval e se reproduzem por brotamento (PUIG et al., 2017). 

M. pachydermatis é uma levedura frequentemente encontrada em animais, 

podendo ser isolada como microbiota de conduto auditivo e pelos de cães e gatos. 

Apesar de ser considerada um fungo comensal, nos animais, essas leveduras podem 

levar à patogenicidade, pois são consideradas microrganismos oportunistas, 

associando-se a quadros clínicos de otites externas e dermatites. Dessa forma, estão 

relacionadas a processos de desequilíbrio local, como nas inflamações, atingindo 

geralmente cães e gatos, sendo assim considerada uma causa de doença veterinária 

(BOND, 2010; CHEN; HILL, 2005; MORRIS, 1999; PEANO et al., 2020; PETROV et al., 

2019). Essas infecções também podem acometer outros animais, porém, os cães são 

afetados em maior frequência (MORRIS, 2004). 

Na identificação de rotina, a levedura M. pachydermatis é identificada a partir de 

suas características macro e microscópicas. Possuem capacidade de crescer em meio 

Sabouraud dextrose sem suplementação de ácidos graxos, sendo considerado um fator 

decisivo para a identificação dessa espécie (GUILLOT; BOND, 1999). 

Embora o grande interesse e estudo no que se refere a esse microrganismo em 

acometer os animais, já houve relatos de infecções causadas em humanos. Os casos 

mais comuns são em neonatos, que geralmente são crianças imunocomprometidas e 

que possivelmente foram infectados pelas mãos de profissionais de saúde que possuem 

animais colonizados com M. pachydermatis (GAITANIS et al., 2012; ILAHI et al., 2018; 

TRAGIANNIDIS et al., 2010). Há outro estudo que demonstrou um granuloma facial 

causado por M. pachydermatis em uma mulher, proprietária de cão colonizado por essa 

levedura (FAN et al., 2006). Morris et al. (2005) demonstraram que é comum a 

contaminação das mãos de donos de cães com M. pachydermatis. Dessa forma, é 
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necessário reforçar medidas de higiene das mãos por indivíduos que têm contato com 

cães e gatos, especialmente se tiverem contato próximo com indivíduos 

imunocomprometidos (BOND et al., 2020). 

O tratamento das lesões é geralmente realizado com o uso tópico e oral de 

antifúngicos, podendo ser associado a antibióticos para impedir a infecção bacteriana 

(BOND, 2010). Os medicamentos mais utilizados são os compostos azoicos, como 

cetoconazol, miconazol, clotrimazol, fluconazol e itraconazol (CHEN; HILL, 2005; 

PEANO et al., 2020). O tratamento com esses antifúngicos geralmente é eficaz para o 

combate das infecções, porém, em alguns casos, pode ocorrer a falha no tratamento, e 

a infecção pode se agravar (MORRIS, 2004; ROSSER, 2004). Há relatos de resistência 

ao tratamento, principalmente após um período prolongado com terapia antifúngica 

(ANGILERI et al., 2019; KANO et al., 2019).  

As leveduras de M. pachydermatis causam recorrentes infecções no canal 

auditivo de cães, podendo tornar o tratamento mais difícil, agravando, assim, os sinais 

de otite (BRILHANTE et al., 2018). Alguns estudos vêm surgindo na busca de novos 

alvos terapêuticos no combate a essas infecções causadas por M. pachydermatis 

(CAFARCHIA et al., 2015; SASTOQUE et al., 2020; SIEMIENIUK et al., 2016). Estudos 

sobre o tratamento da dermatite canina por Malassezia relataram uma grande efetividade 

para o uso tópico de um xampu contendo miconazol e clorexidina (BOND et al., 1995; 

MAYNARD; RÈME; VIAUD, 2011). Em alguns casos, essa terapia tópica foi ineficaz, 

sendo necessário o uso de cetoconazol e itraconazol por via oral (BOND et al., 2020). 

A disponibilidade dos antifúngicos são reduzidos, e o tratamento de uma micose 

pode necessitar de uma terapia longa ou de doses elevadas de antifúngicos, além da 

possibilidade do desenvolvimento da resistência antifúngica. Devido a esses fatores, são 

necessários o acompanhamento e a busca de novas táticas de tratamento (SIEMIENIUK 

et al., 2016). A literatura demonstra que o tratamento das infecções correlacionadas a M. 

pachydermatis é mais comumente realizado com derivados azoicos, e essa terapia se 

mostrou eficiente para melhorar o quadro clínico do animal, porém, essa classe de 

antifúngicos demonstrou também uma preocupação, devido ao fato de alguns casos de 

resistência serem documentados (ÁLVAREZ-PÉREZ et al., 2014; CAFARCHIA et al., 

2015).  
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Em cães, a dermatite por M. pachydermatis persistente ou recorrente pode estar 

associada à falha em identificar e corrigir os fatores predisponentes. No entanto, a 

comprovação de que a baixa suscetibilidade de M. pachydermatis aos antifúngicos 

comumente usados destaca a necessidade de vigilância rigorosa para evitar o 

surgimento de resistência antifúngica. Dessa forma, métodos de referência utilizados 

para avaliar a suscetibilidade de M. pachydermatis a antifúngicos são necessários para 

auxiliar o tratamento e o manejo de casos crônicos (GUILLOT; BOND, 2020). 

Diferentes cepas de M. pachydermatis produzem enzimas hidrolíticas, como as 

proteinases, hialuronidases, fosfolipases e condroitina sulfatase. Acredita-se que a 

produção dessas enzimas seja considerada um fator de virulência, e, assim, 

relacionadas às patogenicidade do microrganismo (COUTINHO, 2005; COUTINHO; 

PAULA, 2000). 

A atividade das proteinases se deve à ação dessas enzimas sobre as proteínas 

que constituem a membrana celular. As proteinases causam danos na membrana 

celular, favorecendo a invasão do microrganismo e, consequentemente, aumentam a 

sua patogenicidade (COUTINHO; PAULA, 2000; MUHSIN; AUBAID; AL-DUBOON, 

1997). Munro e Hube (2002) afirmaram que o estudo de substâncias inibidoras de 

proteinases podem ser consideradas como uma maneira de impedir e prevenir infecções 

causadas por leveduras produtoras dessa enzima. 

Considerando a incidência da M. pachydermatis em cães, é fundamental realizar 

o diagnóstico correto, visando ao tratamento de maneira correta e eficiente desses 

animais acometidos. Porém, os antifúngicos utilizados para o tratamento necessita de 

uma avaliação criteriosa quanto às dosagens, para que se busque a sua eficácia e se 

reduza a sua toxicidade, de modo a evitar o surgimento de resistência antifúngica e 

combater os efeitos colaterais que podem acometer esses animais. O uso de micocinas 

para tratar infecções por leveduras patogênicas em animais é pouco relatado, por essa 

razão, este trabalho busca estudar a ação dessas micocinas como um agente 

antimicrobiano na redução da patogenicidade de M. pachydermatis. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a susceptibilidade das cepas de Malassezia pachydermatis isolada do 

conduto auditivo de cães, com relação às micocinas produzidas por Wickerhamomyces 

anomalus. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Obter sobrenadante contendo micocinas de Wickerhamomyces anomalus 

(WA40); 

• Avaliar a atividade das micocinas presentes no sobrenadante da cultura de 

Wickerhamomyces anomalus (WA40) e a inibição de Malassezia pachydermatis em 

meio sólido; 

• Avaliar, pela metodologia de microdiluição em caldo, se as cepas de 

Malassezia pachydermatis são susceptíveis à ação do sobrenadante contendo 

micocinas Wickerhamomyces anomalus (WA40); 

• Verificar a viabilidade de cepas de Malassezia pachydermatis na presença de 

corantes vitais; 

• Avaliar a produção de proteinases por Malassezia pachydermatis e, 

posteriormente, a inibição de sua atividade por micocinas de Wickerhamomyces 

anomalus (WA40). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cepas de Malassezia pachydermatis 

 

Foram utilizadas 50 cepas de M. pachydermatis isoladas de conduto auditivo de 

cães de diferentes raças, que apresentavam sinais de otite. Essas amostras foram 

coletadas e armazenadas no Laboratório de Leveduras Patogênicas e Ambientais do 

Hospital Veterinário da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), com 
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autorização da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFRRJ sob o protocolo 

CEUA nº 8030040717. As amostras foram cedidas, transportadas e armazenadas no 

Laboratório de Micologia do Laboratório de Análises Clínicas, Ensino, Pesquisa e 

Extensão (LACEPE).  

 

3.2 Wickerhamomyces anomalus 

 

A levedura de W. anomalus (WA40) produtora de micocinas molecularmente 

identificada (depositada no GenBank número de acesso: KT580794 - Disponível em: 

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) foi coletada do solo, às margens do Lago de Itaipu, na 

cidade de Foz do Iguaçu, localizado no estado do Paraná, Brasil. Atualmente, essa 

levedura faz parte da micoteca do laboratório de micologia do Laboratório de Análises 

Clínicas, Ensino, Pesquisa e Extensão (LACEPE). 

 

3.3 Produção de micocinas de Wickerhamomyces anomalus 

 

Para a produção das micocinas, a cepa WA40 foi semeada em Ágar Sabouraud 

Modificado (2% ágar, 1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de ácido cítrico, 3,48% de 

fosfato de potássio dibásico), pH 4,7 ± 2, incubado a 32 °C por 48 horas. Após 48 horas, 

essa cepa foi inoculada em garrafas de Roux contendo 200 mL de caldo Sabouraud 

Modificado (1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de ácido cítrico, 3,48% de fosfato de 

potássio dibásico), pH 4,7 ± 2, incubado a 25 °C por 5 dias. Em seguida, o caldo foi 

centrifugado a 6000 rpm/10 minutos, obtendo o sobrenadante, que então foi esterilizado 

por membrana filtrante 0,22 µm e armazenado a 4 °C. 

 

3.4 Determinação da atividade de β-glucanases 

 

A determinação da atividade de β-glucanases presente no sobrenadante 

contendo as micocinas de W. anomalus WA40 foi determinada de acordo com a 

metodologia descrita por Miller (1959), com algumas adaptações, utilizando a laminarina 

1% (Laminaria digitata), tampão acetato 50 mM, em pH 5,0. Foi preparada uma solução 

contendo 62,5 μL do sobrenadante com as micocinas de W. anomalus WA40 e 125 μL 



18 
 

de laminarina 1%; em seguida, a solução foi incubada a 37 ºC durante 10 minutos. Após 

a incubação, foram retirados 100 μL da solução e adicionados 100 μL de ácido 3,5-

dinitrosalicílico (DNS). Em seguida, as soluções foram incubadas em água fervente por 

5 minutos, e, após esse período, foram adicionados 500 μL de água destilada estéril, e 

realizada a leitura do produto da reação (açúcar reduzido) em 550 nm. A leitura do branco 

foi realizada utilizando a mesma solução do teste, porém, sem a adição de laminarina. 

Ao final, foi definido que uma unidade de enzima (U) foi determinada como a quantidade 

de proteína necessária para produzir 1 μmol de açúcar redutor por minuto (U/min/mL). 

Esse teste foi realizado em duplicata. Foi realizada a quantificação de proteínas 

presentes no sobrenadante de WA40 contendo as micocinas. Para isso, foi utilizada a 

metodologia de Bradford (1976), empregando a Albumina Bovina como curva padrão, e 

a equação da reta foi utilizada para o cálculo da concentração total de proteínas em 

mg/mL. A atividade específica de β-glucanases foi calculada por meio da razão da 

concentração de atividade enzimática pela concentração de proteínas. 

 

3.5 Atividade antimicrobiana em meio sólido 

 

Foram preparados dois meios de culturas em ágar Sabouraud modificado 

(peptona bacteriana 1%, glicose 1%, extrato de malte 1%, extrato de levedura 1%, ágar 

1,2%) pH 4,7 ± 2, um teste e outro controle. O meio de cultura teste foi constituído de 

ágar Sabouraud modificado diluído com o sobrenadante contendo micocinas de W. 

anomalus WA40, e o controle é constituído de ágar Sabouraud modificado, sem a adição 

de micocinas. Ambos os meios, controle e teste, foram vertidos em placa de Petri dividida 

ao meio, homogeneizados e, após a solidificação, foi semeada uma cepa de M. 

pachydermatis no lado teste e no lado controle; posteriormente, incubou-se a 35 °C por 

48 horas. Esse teste foi realizado em duplicata, com 10 cepas diferentes de M. 

pachydermatis. 

 

3.6 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluição 

 

Para os testes de microdiluição, utilizou-se o método M27-A3 - Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), com algumas modificações, conforme 
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relatado nos trabalhos de Einchenberg et al. (2018) e Nascente et al. (2003). Utilizaram-

se microplacas contendo 96 poços, dispostos em colunas (enumeradas de 1 a 12) e 

linhas (com letras alfabéticas, de A a H). As suspensões de células de M. pachydermatis 

foram ajustadas a 106 UFC/mL em espectrofotômetro no comprimento de onda de 530 

nm com leitura de absorbância que variava de 0,420 a 0,430 (PIETSCHMANN et al., 

2009). Essas suspensões foram preparadas em 5 mL de caldo Sabouraud 1% e 

distribuídas (100 µL) nas colunas. Cada coluna correspondeu a uma cepa teste de M. 

pachydermatis. O sobrenadante contendo micocinas foi diluído em água destilada, 

obtendo as seguintes concentrações de β-glucanases: 0,8; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,02 

U/mg. Em seguida, 100 µL de cada diluição foi adicionada nos respectivos poços 

adicionados na linha A a F. Nas linhas G e H, foram realizados os controles, positivo 

(contendo caldo Sabouraud 1% e M. pachydermatis) e negativo (contendo somente caldo 

Sabouraud 1% estéril e sobrenadante de micocinas), respectivamente. Após o término 

do procedimento, a placa foi lacrada e incubada a 35 °C por 48 horas. A leitura foi 

realizada visualmente na placa, observando a menor concentração de β-glucanases que 

foi capaz de inibir o crescimento de M. pachydermatis, sendo esta tomada como a 

concentração inibitória mínima. Para a confirmação da inibição, foram retirados 10 µL da 

última diluição em que não houve o crescimento de M. pachydermatis e semeados em 

ágar Sabouraud. O teste foi realizado com 50 cepas de M. pachydermatis e em duplicata. 

 

3.7 Teste de viabilidade 

 

O teste foi realizado segundo a metodologia de Calich et al. (1979). Foram 

utilizados 1000 µL do sobrenadante contendo micocinas de W. anomalus, e adicionados 

1000 µL de uma suspensão de M. pachydermatis, em caldo Sabouraud, contendo 106 

UFC/mL. A mistura dessa suspensão foi encubada a 37 °C, e a leitura foi realizada nos 

seguintes tempos: 0, 30, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos. O controle foi realizado 

utilizando água destilada no lugar de micocinas. Após cada período de incubação, 

alíquotas de 30 µL foram retiradas da suspensão e adicionados 30 µL de uma solução 

de diacetato de floresceína (0,005%) e de brometo de etídio (0,005%). Essa mistura foi 

incubada por 15 minutos a 25 °C, e, em seguida, foi adicionada uma gota sobre lâmina 

e coberta com lamínula, e a leitura foi realizada utilizando um microscópio de 
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imunofluorescência. Em seguida, 100 células foram contadas, diferenciando a 

porcentagem de células vivas (verde) e células mortas (vermelhas). O teste foi realizado 

em duplicata. 

 

3.8 Pesquisa de proteinases e inibição de proteinases por micocinas 

 

Na pesquisa da produção das enzimas proteinases, foram utilizadas 50 cepas de 

M. pachyermatis, por meio da técnica descrita por Price et al. (1982). O meio de cultura 

utilizado para a pesquisa de proteinases foi constituído por um meio base contendo ágar 

1,8%, previamente esterilizado por autoclavação, e outro meio de cultura contendo 

albumina (albumina bovina fração V 2% e Yeast Carbon Base 1,17%). Esse meio foi 

previamente esterilizado por filtração em membrana 0,22 µm; em seguida, os meios de 

cultura foram misturados e distribuídos em placa de Petri. Após a solidificação, cepas de 

M. pachydermatis foram semeadas em pontos equidistantes no meio de cultura e 

incubadas por 6 dias, com leitura diária da atividade enzimática (Pz). A presença da 

enzima foi observada pela formação do halo translúcido de degradação da albumina 

presente no meio de cultura, ao redor da colônia da levedura. A leitura do Pz foi realizada 

utilizando a razão entre o diâmetro da colônia (dc) e o diâmetro da colônia, somado à 

zona de degradação (ddc), sendo, assim, Pz = dc/ddc. Os resultados obtidos foram 

classificados em três índices: índice 1 (Pz=1) amostras sem atividade enzimática; índice 

2 (0,64 ≤ Pz < 1) amostras positivas para atividade enzimática; índice 3 (Pz < 0,64) 

amostras fortemente positivas para atividade enzimática. As cepas com produção 

fortemente positivas para proteinases (índice 3) foram testadas quanto à inibição de sua 

atividade. Sendo assim, uma concentração subinibitória (0,1 U/mg) de β-glucanases 

presente no sobrenadante de WA40 foi adicionada ao meio base ágar, juntamente com 

o meio de cultura contendo albumina. Em seguida, as placas foram homogeneizadas e, 

após sua solidificação, as leveduras de M. pachydermatis foram semeadas em pontos 

equidistantes. As placas foram incubadas a 32 ºC, por um período de 6 dias, com leitura 

diária do Pz. Foi considerado teste positivo, ou seja, inibição da atividade enzimática, 

quando não houve a formação do halo de degradação da albumina. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Determinação da atividade de β-glucanases 

 

A parede celular dos microrganismos é constituída por polissacarídeos, como os 

β-glucanos. As β-glucanases podem ativar um sistema de lise celular, degradando a 

parede do microrganismo, causando a sua morte (BIELECKI; GALAS, 1991). Um estudo 

de Tay et al. (2014) confirmou a presença de β-glucanases em micocinas produzidas por 

W. anomalus, por isso, a determinação da sua atividade confere na sua capacidade em 

destruir as células de microrganismos patogênicos. 

Neste estudo, foi encontrada, no sobrenadante de cultura de W. anomalus, a 

atividade específica de 0,8 U/mg de β-glucanases. Lima et al. (2013) obtiveram, com o 

mesmo estudo, a quantidade de 0,071 U/mg. Calazans et al. (2021) relataram 0,40 U/mg 

de atividade específica em micocinas produzidas por W. anomalus. A diferença na 

produção de β-glucanases pode estar relacionada a algumas variações do meio de 

cultura, temperatura e pH. 

 

4.2 Atividade antimicrobiana em meio sólido  

 

O teste do meio sólido foi realizado para avaliar a atividade antifúngica das 

micocinas produzidas por W. anomalus. No lado controle, foram semeadas cepas da 

levedura M. pachydermatis no meio de cultura sem a adição de micocinas, havendo, 

dessa forma, o crescimento da levedura (lado A); no lado teste (lado B), houve a adição 

do sobrenadante contendo micocinas de WA40 (concentração de 0,6 U/mg de β-

glucanases) no meio de cultura, verificando, dessa forma, a inibição total de M. 

pachydermatis (Figura 1). 
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Figura 1 Atividade antimicrobiana de micocinas em meio sólido. Lado controle (a), crescimento de 
Malassezia pachydermatis em meio de cultura ágar Sabouraud modificado. Lado teste (b), sem 
crescimento de Malassezia pachydermatis em meio de cultura com adição de micocinas. 

 

A realização do teste de atividade antimicrobiana em meio sólido é um método 

bastante efetivo, pois oferece uma leitura visual da ação das micocinas sobre o 

microrganismo testado, como demonstrado no trabalho de Junges et al. (2020), que 

verificaram a inibição total de cepas multirresistentes de Acinetobacter baumannii 

isoladas de amostras biológicas humanas, e na pesquisa de Calazans et al. (2021), em 

que demonstraram a inibição de cepas de Staphylococcus aureus isolados de carnes. 

Ambos os resultados foram devidos à presença de micocinas de W. anomalus no meio 

de cultura. Neste estudo, todas as cepas testadas apresentaram inibição no crescimento, 

quando inoculadas no meio de cultura contendo 0,6 U/mg de β-glucanases. 

 

4.3 Atividade antimicrobiana pelo método de microdiluição 

 

O teste de microdiluição foi realizado para determinar a concentração inibitória 

mínima de β-glucanases presente no sobrenadante de W. anomalus WA40, que é capaz 

de impedir o crescimento de M. pachydermatis. A Figura 2 demonstra a inibição quando 

usada a concentração de 0,8 U/mg de β-glucanases. Dessa forma, foi considerada a 

concentração inibitória mínima para essa cepa testada, a diluição referente a 0,8 U/mg 

de β-glucanases. 
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Figura 2 Leitura da placa do teste de microdiluição mostrando a precipitação fúngica em que ocorreu o 

crescimento da Malassezia pachydermatis e no CT+ (Controle Positivo), e a inibição do crescimento no 

poço com adição de concentração de 0,8 U/mg de β-glucanases e no CT- (Controle Negativo). 

 

Os resultados mostraram que as micocinas presentes no sobrenadante de WA40 

na concentração 0,8 U/mg de β-glucanases foram capazes de inibir em 100% (50/50) as 

cepas de M. pachydermatis. Ao utilizar a concentração 0,4 U/mg, 54% (27/50) das cepas 

apresentaram sensibilidade; já na concentração 0,2 U/mg, apenas 16% (8/50) das cepas 

foram suscetíveis ao sobrenadante de W. anomalus WA40. Nas demais concentrações, 

não houve inibição das cepas (Figura 3). 

 

  

Figura 3 Teste de susceptibilidade de Malassezia pachydermatis frente às micocinas de 
Wickerhamomyces anomalus presentes no sobrenadante de WA40, em diferentes concentrações de β-
glucanases. 

 

Einchenberg et al. (2018) consideraram o teste de microdiluição como de baixo 

custo e fácil execução, ao testar a susceptibilidade de antifúngicos azoicos em cepas de 

M. pachydermatis. Silva et al. (2019) relataram que, em 90% dos trabalhos revisados 
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sobre testes de susceptibilidade de Malassezia spp. aos antifúngicos, os testes de 

microdiluição demonstraram grande eficácia, sendo, portanto, uma metodologia aplicável 

a M. pachydermatis. Paris et al. (2016) relataram que as micocinas apresentaram 

atividade antifúngica, por meio do teste em microdiluição em caldo, quando testadas 

sobre leveduras de Candida albicans. Neste estudo, por meio do teste de microdiluição 

em caldo, foi verificado que todas as cepas de M. pachydermatis foram inibidas pelas β-

glucanases presentes no sobrenadante do cultivo de W. anomalus. 

 

4.4 Teste de viabilidade 

 

O teste de viabilidade é classificado por diversos autores como simples, sensível 

e rápido, além de possuir uma alta reprodutividade (CALICH; PURCHIO; PAULA, 1979; 

CORREA et al., 1986; GANDRA et al., 2002). O brometo de etídeo é um reagente que 

penetra rapidamente nas células dos microrganismos mortos, conferindo, assim, a 

coloração vermelha (EDIDIN, 1970). Já o diacetato de fluoresceína tem a afinidade por 

células vivas, devido à capacidade dessas células de absorver a fluoresceína intracelular 

(ROTMAN; PAPERMASTER, 1966). A Figura 4 demonstra as cepas inviáveis de M. 

pachydermatis que foram coradas em vermelho. Já as cepas viáveis foram coradas em 

verde.  
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Figura 4 Teste de viabilidade com brometo de etídeo e diacetato de fluoresceína. Células de M. 
pachydermatis inviáveis em vermelho (a) e células viáveis em verde (b). 

 

Os resultados mostraram que as micocinas levaram 8 horas para inviabilizar todas 

as células de M. pachydermatis (Figura 5). Paris et al. (2016) demonstraram que, para 

as micocinas inviabilizarem todas as células de C. albicans, foram necessárias 12 horas 

de contato. 

 

  

Figura 5 Teste de viabilidade de M. pachydermatis. a) Sobre a ação do sobrenadante de micocinas WA40. 
b) Viabilidade de cepas de M. pachydermatis realizada como controle, com a adição de água destilada ao 
invés de micocinas. 

 

4.5 Pesquisa de proteinases e inibição de proteinases por micocinas 

 

Foram selecionadas 50 cepas de M. pachydermatis para a realização desse teste. 

Os resultados demonstram a formação de um halo translúcido representando 

positividade para a produção de proteinases, e a ausência do halo descreve as cepas 

sem atividade. Em relação à produção de proteinases, foi verificado que 44% (22/50) das 

cepas apresentaram atividade fortemente positiva para a produção da enzima, 

apresentando o índice 3. O índice 2 correspondeu a 20% (10/50) das cepas, ou seja, que 

possuem atividade moderadamente positiva, enquanto 18% (36/50) foram classificadas 

como índice 1, assim dizendo, sem atividade enzimática.  

Todas as 22 cepas de M. pachydermatis que apresentaram atividade fortemente 

positiva para proteinases, ou seja, apresentaram o índice 3, tiveram sua atividade 

enzimática reduzida ao índice 1 (sem atividade), quando foram semeadas em meio de 
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cultura para pesquisa de proteinases, com a adição de uma concentração subinibitória 

(0,1 U/mg de β-glucanases) do sobrenadante de cultura de W. anomalus. 

A Figura 6 representa o padrão de produção de proteinases sem a adição de 

micocinas (a), e com a adição de micocinas (b) no meio de cultura. 

 

 

Figura 6 Produção das enzimas proteinases em meio de cultura contendo albumina bovina. a) Produção 
de proteinases ao redor da colônia de Malassezia pachydermatis. b) Inibição das proteinases após a 
adição de 0,1 U/mg de β-glucanase, sem a formação de halo ao redor da colônia. 
 

Nos estudos de Coutinho e Paula (2000) e Coutinho (2005), todas as cepas de M. 

pachydermatis analisadas foram fortemente produtoras de proteinases. Ao estudar a 

atividade de proteinases com relação ao pH, Ortiz et al. (2013) demonstraram maior 

produção de proteinases por M. pachydermatis em pH elevado, sendo uma alternativa 

na redução dessas enzimas o uso de substâncias com o pH baixo. Poucos estudos são 

realizados, de forma direta, procurando associar a patogenicidade de M. pachydermatis 

com a produção de proteinases. Por outro lado, a virulência de cepas de Candida 

albicans já foi relacionada à atividade dessas enzimas (CASSONE et al., 1987; 

MACDONALD; ODDS, 1983). Para a inibição das proteinases produzidas por C. 

albicans, alguns estudos relacionaram o uso de antirretrovirais, como saquinavir, 

ritonavir e indinavir, uma vez que esses medicamentos são inibidores de proteinases, e, 

dessa forma, ao reduzir a atividade de proteinases, eles diminuem a patogenicidade 

causada por essa levedura (ASENCIO et al., 2005; LI et al., 2000). A importância de 

reduzir as infecções causadas por C. albicans se deve ao fato de essa levedura ser 

considerada oportunista e causar inúmeras infecções em pacientes 

imunocomprometidos, como os portadores do Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) 

(CASOLARI et al., 2004). 
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Neste estudo, foi observado que 44% das cepas testadas foram fortemente 

produtoras de proteinases, e, posteriormente, todas essas cepas apresentaram inibição 

dessa enzima, ao testá-la no meio de cultura com adição da concentração subinitória de 

0,1 U/mg de β-glucanases. Dessa forma, o uso de substâncias que promovam a inibição 

das proteinases pode reduzir o seu potencial de virulência e ser uma alternativa 

terapêutica para microrganismos produtores dessa enzima (ASENCIO et al., 2005; 

MUNRO; HUBE, 2002). Sendo assim, reforçamos o papel das micocinas como uma 

alternativa na redução da patogenicidade causada por M. pachydermatis. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Concluímos que as cepas de M. pachydermatis foram susceptíveis à ação das 

micocinas produzidas por W. anomalus (WA40), e isso pode ser atrelado por meio de 

diferentes concentrações de β-glucanases. Assim, podemos afirmar que essas 

micocinas possuem um potencial farmacológico, podendo futuramente ser utilizadas em 

formulações para o tratamento de infecções. 
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