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RESUMO

O tratamento farmacolégico da onicomicose €, geralmente, prolongado, pouco
efetivo, de custo elevado e pode acarretar reacdes adversas. Em 25 % dos casos,
essa terapia ndo apresenta resposta satisfatéria. Todos esses fatores levam a busca
por Novos compostos para uso terapéutico. Dessa forma, este trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade antifungica de cinamaldeido, eugenol e a-metil-trans-
cinamaldeido e desenvolver uma formulacédo para o tratamento contra os principais
fungos causadores da onicomicose. Para tanto, foi avaliada a atividade antifingica
dos compostos, na concentracdo de 1000 pg/mL frente a Trichophyton
mentagrophytes ATCC 11481; Fusarium oxysporum ATCC 48112, Fusarium solani
ATCC 36031, Microsporum canis ATCC 32903, Microsporum gypseum ATCC 14683,
Trichophyton rubrum URM 1666 e Epidermophyton floccosum CCF-I0C-3757. Além
disso, foi estabelecida a concentracao inibitéria minima (CIM), entre 0,12 a 1000
pug/mL para fungos filamentosos citados e T. mentagrophytes isolado clinico e 2,44 a
5000 pg/mL para Candida albicans ATCC 10231 e C. albicans isolado clinico e a
concentracdo fungicida minima (CFM) frente as mesmas espécies. O cetoconazol, a
terbinafina, o itraconazol e a anfotericina B foram utilizados como farmacos de
referéncia. Para estes farmacos e o composto mais promissor, foram verificadas as
alteracbes morfologicas provocadas sobre as linhagens testadas por meio de
microscopia eletrbnica de varredura. Além disso, foi avaliada a interferéncia com a
atividade de fosfolipase em C. albicans e foi realizado o ensaio de toxicidade aguda
com a utilizagdo do bioindicador Daphnia magna. Do mesmo modo, foi avaliado o
percentual de viabilidade celular sobre fibroblastos L 929, realizada a citometria de
fluxo para avaliar as alteracbes sobre F. oxysporum e foi elaborada uma formulagéo
com cinamaldeido a 2 %. Os resultados mostraram que o cinamaldeido foi eficaz
contra todos 0s micro-organismos testados, sendo mais ativo que 0s demais
compostos avaliados. Foi ativo contra F. oxysporum, F. solani e E. floccosum, que
nao foram inibidos pelos farmacos de referéncia e mais ativo frente a T. rubrum. As
eletromicrografias mostraram que o cinamaldeido provocou alteracdes nas
estruturas dos fungos filamentosos e da levedura, as quais podem ser indicativas de
seu mecanismo de acdo e provocou reducdo na atividade de fosfolipase em C.

albicans. Nos ensaios de toxicidade aguda, o cinamaldeido foi considerado



moderadamente toxico a D. magna e, abaixo de 1 pg/mL, ndo interferiu com a
viabilidade celular em fibroblastos L 929. A citometria de fluxo mostrou que o
cinamaldeido causou a reducdo na concentracdo de lipidios neutros, viabilidade
celular e interferiu com a atividade mitocondrial de F. oxysporum. A formulacéo
elaborada foi testada in vitro e inibiu T. mentagrophytes, F. oxysporum, M. gypseum
e C. albicans. Os resultados obtidos sdo promissores, mas faz-se necessario

verificar a permeabilidade do ativo na formulagéo e realizar os ensaios in vivo.

Palavras-chaves: Onicomicose. Antifungicos. Cinamaldeido. Eugenol. a-metil-trans-

cinamaldeido.



ABSTRACT

Pharmacological treatment of onychomycosis is usually extended, halfhearted, high
cost and can brings adverse reactions. In 25 % of cases, this therapy has no
satisfactory answer. All of these factors lead to the search for new compounds for
therapeutic use. Thus, this study aimed to evaluate the antifungal activity of
cinnamaldehyde, eugenol, and a-methyl-trans-cinnamaldehyde and develop a
formulation for the treatment against the main causative fungi of onychomicosis. It
was evaluated the antifungal activity of compounds, at concentration of 1000 pg/mL
against Trichophyton mentagrophytes ATTC 11481; Fusarium oxysporum ATCC
48112, Fusarium solani ATCC 36031, Microsporum canis ATCC 32903, Microsporum
gypseum ATCC14683, Trichophyton rubrum URM 1666 and Epidermophyton
floccosum CCF-IOC-3757. In addition, it was established the minimum inhibitory
concentration (MIC), between the 0.12 to 1000 pg/mL for flamentous fungi cited and
Trichophyton mentagrophytes clinical strain and 2.44 to 5000 pg/mL for C. albicans
ATCC 10231 and C. albicans clinical strain and minimum fungicide concentration
(MFC) against the same strains. Ketoconazole, terbinafine, itraconazole and
amphotericin B were used as reference drugs. For these drugs and the most
promising compound, were observed morphological changes caused on the tested
strains by means of scanning electron microscopy. Furthermore, interference with
phospholipase activity in C. albicans was evaluated and the acute toxicity test was
developed with the use of bio-indicator Daphnia magna. As well, cell viability
percentage was measured on L 929 fibroblast, flow cytometry was performed to
assess the changes of F. oxysporum and a formulation with 2 % cinnamaldehyde
was developed. The results show that cinnamaldehyde was effective against all
tested microorganisms, being more active than the other compounds evaluated. It
was active against F. oxysporum, F. solani and E. floccosum, which were not
inhibited by the reference drugs and more active against T. rubrum. The micrographs
showed that cinnamaldehyde caused changes in the structure of filamentous fungi
and yeast, which may be indicative of their mechanism of action and caused
reduction of phospholipase activity in C. albicans. In acute toxicity tests, the
cinnamaldehyde was considered moderately toxic to D. magna and below 1 pg/mL

did not interfere with cell viability in L 929 fibroblasts. Flow cytometry showed that



cinnamaldehyde caused reduction in the concentration of neutral lipids, cell viability
and interfered with mitochondrial activity of F. oxysporum. The formulation prepared
was tested in vitro and inhibited T. mentagrophytes, F. oxysporum, M. gypseum and
C. albicans. The results are promising, but it is necessary to check the permeability of

the active in the formulation and conduct in vivo testing.

Keywords: Onychomycosis. Antifungal agents. Cinnamaldehyde. Eugenol. a-methyl-

trans-cinnamaldehyde.
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1 INTRODUCAO

A onicomicose € uma infeccdo fungica que acomete as unhas. Os fungos
dermatofitos sdo responsaveis por cerca de 90 % dos casos dessa doenca, a qual
também pode ser provocada por leveduras e fungos ndo dermatdfitos (MARTINEZ et
al., 2013). A doenca representa um problema de saude publica mundial e tem
incidéncia e prevaléncia estimadas em 2 % e 13 %, respectivamente (COLEMAN,
FLECKMAN e HUANG, 2014). Mais que uma preocupacao estética ou cosmeética,
essa infeccdo pode causar dor e desconforto, com impactos negativos na
autoestima e bem estar do paciente, especialmente em idosos, diabéticos e
imunocomprometidos. Além disso, outros membros da familia podem ser infectados
(LASENNA e TOSTI, 2015; LIM et al., 2014).

O tratamento de onicomicose é longo, de custo elevado (AZAMBUJA et al.,
2014; GHANNOUM e ISHAM, 2014) e, nao raro, ocorre falha terapéutica, reinfeccao
e recidiva. Os farmacos administrados por via oral sdo considerados mais eficazes,
com taxa de cura completa entre 14 % e 38 %; mas podem estar associados a
reacoes adversas graves, que limitam seu uso e, muitas vezes, prejudicam a adesao
dos pacientes a terapia medicamentosa (LIM et al., 2014; SCHER, NAKAMURA e
TAVAKKOL, 2014). O tratamento topico € considerado mais seguro, no entanto,
apresenta baixa eficacia clinica (5 a 12 %) devido a dificuldade do farmaco penetrar
na unha (GHANNOUM e ISHAM, 2014).

A utilizacdo indiscriminada dos antifungicos propiciou o0 surgimento de
linhagens multirresistentes (AGBULU, IWODI e ONEKUTU, 2015) aos tratamentos
farmacoldgicos convencionais com destaque para fungos dermatéfitos, néo
dermatdéfitos (BACKES, JURSIC e NEUMANN, 2015; BADALI et al.,, 2015;
DEBOURGOGNE et al., 2011; GHELARDI et al., 2014; KHAN et al., 2015) e novos
patogenos oportunistas isolados de pacientes imunocomprometidos (TILLOTSON e
TILLOTSON, 2015) e tornou necessaria a busca por novas opc¢oes terapéuticas, que
agregassem eficacia e baixa toxicidade (LIM et al., 2014).

As plantas representam fonte importante de compostos com atividade biolégica
(FLAMBO, 2013), sendo que muitos sdo derivados do metabolismo secundario
vegetal, como por exemplo, os compostos fenilpropanoides, os quais possuem
propriedades antifingicas descritas anteriormente (FREIESLEBEN e JAGER, 2014).
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Dentre estes compostos, os derivados do acido cinamico, cinamaldeido e eugenol,
merecem destaque por apresentarem acao contra fungos filamentosos (KHAN et al.,
2012; XING et al., 2014) e leveduras (SHREAZ et al., 2011; TAGUCHI et al., 2013;
DE PAULA et al., 2014). O derivado sintético a-metilado do cinamaldeido, a-metil-
trans-cinamaldeido, também pode representar um antifingico promissor, uma vez
gue reune a atividade do cinamaldeido ao aumento da lipofilicidade, com possivel
reducdo da toxicidade e o aumento da atividade farmacoldgica (SHREAZ et al.,
2011; KHAN et al., 2012; XING et al., 2014).

Portanto, esse estudo tem por objetivo avaliar a atividade antifUngica do
cinamaldeido, eugenol, a-metil-trans-cinamaldeido frente a Trichophyton.
mentagrophytes, Fusarium oxysporum, F. solani, Microsporum canis, M. gypseum, T.
rubrum, Epidermophyton floccosum e Candida albicans, avaliar o potencial
ecotoxicoldgico e citotéxico e desenvolver uma formulacdo inovadora a partir do

composto ou associacao mais eficaz, para uso tépico no tratamento da onicomicose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os fungos

Os fungos s@o micro-organismos eucariontes, ndo fotossintéticos, pertencentes
ao reino Fungi (GALIZA et al.,, 2014). Apresentam parede celular, a qual é
importante na manutencéo da forma e integridade da célula, bem como na protecéo
contra as injurias do ambiente (ENE et al., 2015). A parede é composta por mais de
90 % de polissacarideos, com um nucleo central $-1,3 glucano-quitina ramificado
(LATGE, 2007). Também apresenta pigmentos, geralmente polifendlicos que,
juntamente com o0s pigmentos presentes nos fluidos, vao conferir coloracdo as
coldénias (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006). A composicao da parede celular € um
fator importante na patogenicidade, sendo possivel estabelecer correlagdo direta
entre as alteracbes quimicas em sua composicao e a viruléncia e dimorfismo celular
(MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008).

A membrana plasmatica fungica € uma bicamada lipidica, que difere da
bicamada animal pela presenca do ergosterol, em substituicdo ao colesterol. Tal
substancia exerce papel importante na estrutura, na permeabilidade e na fluidez da
membrana desses micro-organismos. O fato dos fungos apresentarem ergosterol na
membrana plasmatica é importante e constitui estratégia para a acdo da maioria dos
compostos antifungicos (ALCAZAR-FUOLI e MELLADO, 2013; KAVANAGH, 2005).
Muller e colaboradores (2013) informaram que os dois efeitos principais dos
inibidores da biossintese do ergosterol seriam as alteracbes na fluidez, na
permeabilidade ou na funcdo da membrana celular e o acimulo de intermediarios de
biossintese, que seriam toxicos a célula fungica.

De acordo com Alcazar-Fuoli e Mellado (2013), a biossintese do ergosterol
(Figura 1) é bem conhecida em Saccharomyces cerevisiae, servindo de modelo para
0 estudo em outros eucariontes. Tal biossintese envolve cerca de 20 enzimas e a
sintese de esqualeno a partir do mavalonato. No entanto, foi por meio da utilizacao
de Aspergillus fumigatus que se alcancou a analise em nivel genémico, incluindo a
descoberta da participacdo de multiplos genes na sintese de enzimas-chave como a

esterol-14-a-demetilase e a esterol-C-5-desaturase.
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Figura 1: Representacdo esquematica da via biossintética do ergosterol.
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1: Lanosterol. 2: 4,4-dimetilcolesta-8,14,24-trien-33-ol. 3: 4,4-dimetilzimosterol. 4: 4-metilzimosterol. 5:
zimosterol. 6: 4-metilfecosterol. 7: fecosterol. 8: episterol. 9: 5-deidroepisterol. 10: 24(28)-
deidroergosterol. 11: ergosterol. 12: ergosta-8,22,24(28)-trien-3p-ol. 13: ergosta-8-en-33-ol. 14:
ergosta-8,22-dien-3p-ol. 15: 5,6-diidroergosterol. 16: ergosta-7,22,24(28)-trien-33-ol. 17: ergosta-7-en-
3B-ol. 18: ergosta-5,7,dien-B-ol. A: Esterol-14a-demetilase. B: esterol-A14-redutase. C: esterol-C4-
demetilase. D: esterol-C24-metiltransferase. E: esterol-A¥""-isomerase. F: esterol-C5-desaturase. G:
esterol-C22-desaturase. H: esterol-A**®®-redutase.

Fonte: Adaptado de MULLER et al., 2013.
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Além dessas estruturas, as ceélulas apresentam citoplasma com reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi, mitocéndrias, vesiculas secretoérias, vacuolos,
ribossomos e microfilamentos associados aos microtubulos, como integrantes do
citoesqueleto. O ndcleo apresenta tamanho menor, se comparado as demais células
eucaridticas (KAVANAGH, 2005; LACAZ et al., 2002).

Embora muitas espécies jA tenham sido descritas, menos de 100 sao
associadas a doencas humanas. Esse reino € composto pelos grupos taxondmicos
Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota, Microsporidia,
Zygomycota e fungos anamorficos (KIRK et al., 2008).

A fase vegetativa se apresenta como duas unidades morfolégicas, fungos
filamentosos e leveduras. As leveduras sao unicelulares, pequenas e delimitadas,
enquanto as hifas formam tubos que se estendem continuamente em suas
extremidades (KAVANAGH, 2005).

Em ambas as formas ou fases €& possivel perceber trés matrizes
interconectadas, que compreendem a matriz extracelular, parede celular e
membrana plasmatica. Em muitos fungos, a matriz extracelular € composta por
substancias mucilaginosas, com funcdo na adesédo e diversas enzimas. Também
pode haver proteinas, as hidrofobinas, capazes de formar uma pelicula anfipatica, a
qual tem importancia no crescimento e diferenciacdo dos fungos, uma vez que
protege o micélio (conjunto de hifas) aéreo. Além disso, estdo presentes os cristais
de oxalato de calcio, os quais atuam no reforco da parede celular (LOGUERCIO-
LEITE et al., 2006).

As colbnias leveduriformes apresentam aspecto céreo brilhante, semelhante a
bactérias (LOGUERCIO-LEITE et al.,, 2006). Em sua maioria, sdo glabras, com
coloracdo branca ou bege. Microscopicamente, observam-se estruturas unicelulares,
arredondadas ou ovaladas, que se reproduzem assexuadamente por brotamento ou
formacdo de blastoconidios. A presenca de hifas ou pseudo-hifas pode ser
observada dentre as leveduras (MURRAY et al., 2004; SIDRIM e ROCHA, 2004).

J& as coldnias de fungos filamentosos sdo compostas por um micélio que pode
ser hialino ou demécio. Além disso, as hifas podem ser septadas ou asseptadas,
sendo neste ultimo caso também conhecido como micélio cenocitico (LOGUERCIO-
LEITE et al., 2006). No entanto, esse critério de auséncia de septacdo seja
controverso, ja que os fungos ditos asseptados apresentam septos espacados e de

dificil visualizagdo em um campo microscopico (SIDRIM e ROCHA, 2004).
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Macroscopicamente, as colénias podem ser caracterizadas pelos desenhos
que apresentam nas bordas; pela textura, a qual pode ser algodonosa, furfuracea,
penugenta, arenosa, veludosa ou glabrosa e pelo relevo ou a pigmentacdo que
possuem. Além dessas caracteristicas, para a diferenciacdo das espécies de fungos
filamentosos sdo utilizadas as estruturas de frutificacdo ou estruturas de
ornamentacao (SIDRIM e ROCHA, 2004).

2.1.1 Fungos dermatofitos

Os dermatofitos sdo fungos capazes de invadir os tecidos queratinizados de
humanos e de animais (PEREIRA, MENDES e LIMA, 2013), sendo, portanto,
considerados queratinofilicos (REZENDE et al., 2008) e queratinoliticos (URIBE e
CARDONA-CASTRO, 2013). Compreendem trés géneros anamorficos, assexuados
ou imperfeitos: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (GHANNOUM e
ISHAM, 2014), que se assemelham em sua taxonomia (COSTA et al., 2002), limites
de infectividade e de antigenicidade. Porém, esses micro-organismos se diferenciam
quanto ao perfil enzimatico e exigéncias nutricionais para o crescimento (PEREIRA,
0., 2009). Os dermatofitos utilizam substratos de queratina como fonte de carbono,
nitrogénio e enxofre (MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008). Sua fase perfeita,
sexuada ou teleomorfica € classificada dentro do género Arthroderma (GIUDICE,
2008).

Também podem ser classificados quanto a origem em: antropofilicos e
zoofilicos (REZENDE et al., 2008), os quais mantém sua viabilidade por meio do
parasitismo do homem e de animais, respectivamente, ou geofilicos, que
permanecem viaveis em solos ricos em residuos de queratina humana e/ou animal
(URIBE e CARDONA-CASTRO, 2013). Os fungos zoofilicos tendem a provocar
infeccdo aguda e séo responsaveis por cerca de 30 % das dermatofitoses humanas,
enquanto os antropofilicos, provocam infeccdo cronica, de progressao lenta e
respondem por cerca de 70 % dos casos (PERES et al., 2010b).

Acredita-se que, evolutivamente, todos os dermatofitos tiveram origem a partir
do solo, onde viviam como saprébios. Ao adquirirem a capacidade de degradar a
queratina presente nesses ambientes na forma de cabelos, pelos e descamacéo de
pele de animais que conviviam no local, esses fungos passaram a parasitar esses

animais, tornando-se zoofilicos. A adaptacdo ao parasitismo dessas espécies tornou
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possivel o desenvolvimento do parasitismo humano, com o aparecimento de fungos
antropofilicos (PEREIRA, O., 2009).

Podem ser cosmopolitas ou sua distribuicdo pode estar relacionada a fatores
como adaptacédo ao meio ambiente, movimentos populacionais, contato com animais
domeésticos. Também devem ser considerados os aspectos socioeconémicos, idade,
sexo, competéncia do sistema imunoldgico do hospedeiro, o que faz com que seu
espectro varie entre diferentes regides geograficas (REZENDE et al., 2008).

As dermatofitoses ainda constituem um problema de salde publica ndo apenas
nos paises tropicais, em funcdo do clima Uumido, alta densidade demogréfica e
condicOes precérias de higiene (NATARAJAN, VENUGOPAL e MENON, 2003), mas
também em todo o mundo (PEREIRA, O., 2009). Esta importancia em saude publica
se da pelo fato de se caracterizarem como antropozoonoses (MADRID et al., 2012).
Mundialmente, é preocupante o aumento da prevaléncia e incidéncia dessas
infeccbes, bem como o aumento do uso de antifUngicos e consequente
aparecimento de espécies resistentes aos tratamentos convencionais (NASERI et
al., 2013; SOARES et al., 2013).

Em individuos imunocompetentes, esses fungos geralmente sao incapazes de
penetrar as camadas mais profundas da pele, fazendo com que a infeccao fique
restrita @ camada cornea (SOARES et al, 2013). No entanto, em individuos
imunocomprometidos pode haver a formacgéao de granulomas (PERES et al., 2010b).
Produzem enzimas como lipases, endopeptidases, glicosidases, nucleases,
colagenases, elastases e queratinases, as quais sdo responsaveis pela digestédo e
metabolizacdo de diversas estruturas teciduais (PEREIRA, O., 2009).

A severidade da infeccdo estd relacionada ao agente etiologico e ao
comprometimento imunolégico do hospedeiro. A transmissdo se da por contato
direto com seres humanos, animais ou solos contaminados ou por contato direto ou
indireto com fémites contaminadas (PERES et al., 2010b).

Kavanagh (2005) informou que as dermatofitoses podem ser classificadas
clinicamente conforme o sitio anatdmico acometido, sendo o termo tinea utilizado
para todas as dermatofitoses. Acrescenta-se, a esse termo, a localizagdo da
infeccdo, assim tem-se tinea capitis (cabeca), tinea corporis (corpo), tinea cruris
(virilha), tinea unguium (unha), tinea barbae (barba), tinea manuum (m&o) e tinea

pedis (pé).
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Em 2005 e 2008, respectivamente, Martelozo, Guilhermetti e Svidzinski e
Rezende e colaboradores citaram que os fungos dermatofiticos constituiam-se no
grupo fungico mais frequentemente isolado nos laboratorios. A infec¢do provocada
por estes micro-organismos acometia entre 20 e 25 % da populacdo (NASERI et al.,
2013). Dentre as doencas que acometem as unhas, as onicomicoses dermatofiticas
representavam de 18 % a 40 % (ARAUJO et al., 2003; PEREIRA, O., 2009). A
prevaléncia das onicomicoses € maior em idosos e o aumento da prevaléncia destas
onicopatias é o fator pelo qual se atribui importancia a essa doenca (ARAUJO et al.,
2003; PERES et al., 2010b). Adams e colaboradores (2015) atribuiram o maior
namero de casos entre os idosos a diversas causas, dentre as quais estdo a
reducdo da circulagdo sanguinea, a imunidade, a presenca de comorbidades como o
diabetes, as irregularidade da superficie ou as injurias sofridas nas unhas.

O aumento do numero dessas infeccbes tem ocorrido, dentre outras causas,
pela epidemia de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), uso de
Imunossupressores em transplantados, uso indiscriminado de corticoides e
antibiéticos, atividades fisicas comunitarias ou em academias de ginastica. Este tipo
de infeccdo deve ser considerada, dado que a qualidade de vida do paciente &
reduzida, assim como sua autoestima (ARAUJO et al., 2003; MARTELOZO,
GUILHERMETTI e SVIDZINSKI, 2005). Algumas vezes, a capacidade funcional da
porcdo anatdbmica acometida pode ser afetada. Além disso, em pacientes com
comorbidades como diabetes mellitus podem ocorrer até mesmo amputacdes
(ARAUJO et al., 2003; FLORES, BECK e SILVA, 2016).

Martelozo, Guilhermetti e Svidzinski (2005) atentaram para o fato de que o
aumento da prevaléncia das onicomicoses pode estar relacionado a fatores como a
modernizacdo dos servicos de saude, com a inclusdo de exames laboratoriais
confirmatorios. Aliado a isso, tem-se a capacitacdo dos recursos laboratoriais e,
sobretudo, pelo aumento da demanda, devido a mudancas de habitos impostos pela
vida moderna, com maior busca por solucdo dos problemas de saude. Enquanto
Naseri e colaboradores (2013) citaram que a disseminacao pode estar relacionada
ao movimento de militares, migracéo de trabalhadores, processo imigratorio, habitos
sociais e viagens rapidas pelo mundo.

Os fungos dermatofitos sdo considerados os principais agentes causadores de
onicomicoses, seguidos por leveduras e por fungos ndo dermatofiticos. O

diagnostico micoldgico pode ser baseado no exame direto, identificagdo do agente
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etioldgico, mediante cultivo e/ou com a utilizag&o de provas bioquimicas (ARAUJO et
al., 2003).

A infectividade desses fungos e a colonizagdo do hospedeiro dependem,
principalmente, da forma como conseguem escapar aos mecanismos de defesa do
organismo. Dentre esses mecanismos, é possivel citar a baixa hidratacdo de alguns
sitios; pH ligeiramente acido da pele; processo de queratinizacdo, que tende a
remover as estruturas fungicas. Além de atividade fungicida dos &cidos graxos,
exposicdo a luz ultravioleta e a competicdo com a microbiota residente (PERES et
al., 2010b; SOARES et al., 2013).

Soares e colaboradores (2013) ressaltaram que a infeccdo tem inicio com a
deposicdo de artroconidios no sitio e esse processo é favorecido por lesdes preé-
existentes e a atividade queratinolitica do fungo. A germinacdo do conidio deve ser
rapida e as hifas devem penetrar nas estruturas queratinizadas. Apos a adeséo, sao
necessarios nutrientes para o desenvolvimento do micro-organismo. Para isso,
inicia-se a sintese de proteases, lipases, elastases, colagenases, fosfatases e
esterases, capazes de metabolizar as moléculas presentes no tecido do hospedeiro.
Essas enzimas sdo consideradas fatores importantes de viruléncia, sendo possivel
estabelecer uma relacéo direta entre a atividade queratinolitica e a patogenicidade
do fungo (MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008; PERES et al., 2010b).

A capacidade de aderéncia fangica, relacionada a viruléncia, foi atribuida a
glicoproteinas da parede celular, contendo mananas. E importante ressaltar que
essas mananas reduzem a resposta imune do hospedeiro e a fagocitose e,
consequentemente, a remocédo do fungo (MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI,
2008; PERES et al., 2010b).

Em T. ruburm, sugere-se que a reducdo das pontes de dissulfeto da cisteina
presente na queratina seja dependente de uma bomba de efluxo de sulfito, a qual é
codificada pelo gene TruSsul, da familia dos transportadores TDT (tellurite-
resistance/dicarboxylate). Com a secrecao do sulfito, a cisteina é clivada e se torna
disponivel a acdo das proteases. Ainda nessa espécie, verificou-se que a hidrélise
da queratina é regulada pelo gene pacC, o qual interfere na producéo de proteases
ativas em meio alcalino (PERES et al., 2010b).

Ja a severidade da infeccdo esta relacionada a imunidade do hospedeiro,
viruléncia da espécie envolvida, sitio acometido, fatores ambientais e a reacdo do
hospedeiro a metabdlitos produzidos pelos fungos (MARTINEZ-ROSSI, PERES e
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ROSSI, 2008; SOARES et al, 2013). Muitas enzimas sao importantes nha
patogénese fungica, Peres e colaboradores (2010b) informaram que as espécies T.
rubrum, T. mentagrophytes, M. canis e E. floccosum apresentam atividade lipolitica,
secretando lipases e fosfolipases. O Quadro 1 apresenta algumas enzimas e suas
funcdes na célula fungica e/ou processo infeccioso.

Quadro 1: Principais proteinas relacionadas a viruléncia em dermatofitos.

Gene/Proteina Funcéo

Isocitrato liase Participa do ciclo do glioxilato

Malato sintase Participa do ciclo do glioxilato

Citrato sintase Participa do ciclo do glioxilato

Fosfolipase B Relacionada ao mecanismo de viruléncia de C.
albicans

Protease subtilisina (Sub3) E a principal enzima proteolitica secretada por T.
rubrum durante o processo infeccioso

Protease subtilisina (Subb5) Relacionada ao mecanismo de viruléncia

Metaloprotease (Mep3) Produzida por M. canis durante a infeccdo em
porcos da Guiné

Metaloprotease (Mep4) Considerada a principal metaloprotease secretada
por T. rubrum durante o processo infeccioso

Carboxipeptidase Participa da captacdo de nutrientes durante a
infeccéo

Dipeptidil-peptidase V Fator de viruléncia em M. canis, participando da

captacao de nutrientes durante a infeccao

Transportador ABC (ATP- | Relacionado a resisténcia de T. rubrum
binding cassete) TruMDR1

Transportador ABC TruMDR2 | Relacionado a viruléncia de T. rubrum in vitro

Manosiltransferase Relacionada a viruléncia de C. albicans
Glucosamina 6-fosfato | Relacionada a viruléncia de C. albicans em modelo
desaminase murino

Fator de transcricdo PacC Relacionado a viruléncia de T. rubrum in vitro
Tiorredoxina TrxA Provavel fator de viruléncia em T. mentagrophytes

Fonte: PERES et al., 2010a.

Em relacéo a fosfolipase, € importante salientar que a secrecdo dessa enzima
€ prevalente em fungos patogénicos e esta diretamente relacionada a
patogenicidade fungica. O aumento da viruléncia ocasionado pelas fosfolipases
decorre, principalmente, do dano a membrana do hospedeiro, que possibilita a
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penetracdo do micro-organismo e também pela liberacdo de metabdlitos de

fosfolipides, capazes de servirem como nutrientes ao fungo (BISHOP et al., 2013).

2.1.1.1 O complexoTrichophyton mentagrophytes

Trichophyton mentagrophytes pertence a um complexo com fase teleomorfica
(LACAZ et al., 2002), ao qual se incluem espécies antropofilicas e zoofilicas, dentre
as quais se pode destacar A. vanbreuseghemii, A. simii e A. benhamiae (DROUOT
et al., 2008; MAKIMURA et al., 1998). A primeira espécie inclui fungos zoofilicos e
antropofilicos e Drouot e colaboradores (2008) destacaram que foi isolada de
humanos, ratos e chinchilas. A. benhamiae foi isolada de roedores e pode acometer
criangas e jovens, que tenham contato com esses animais e provocar um processo
altamente inflamatorio. A fase sexuada € capaz de produzir 6rgdos sexuados ou
esporos oriundos de partenogénese. A fase assexuada, imperfeita ou anamorfa é
chamada de Trichophyton mentagrophytes (LACAZ et al. ,2002).

Makimura e colaboradores (1998) utilizaram o sequenciamento de DNA
ribossomal do primeiro espaco transcrito interno (ITS1, do inglés internal transcribed
spacer 1) e estabeleceram relacdes filogenéticas mutuas entre as espécies que
compdem o complexo. Os autores classificaram as 37 espécies e os isolados
clinicos dentro de trés grupos ITS1 homdlogos (I, Il e Ill) e treze grupos ITS1
idénticos por sua sequéncia genética. Em ITS1 | se incluiram fungos da espécie A.
vanbreuseghemii; ao grupo Il, a espécie A. simii e, ao grupo lll, a espécie A.
benhamiae, que, posteriormente, foi classificada como raca.

A espécie A. vanbreuseghemii é filogeneticamente relacionada aos anamorfos
T. mentagrophytes var. interdigitale e var. granulosum; enquanto A. benhamiae
relaciona-se a T. mentagrophytes var. erinacei e A. simii a T. mentagrophytes var.
quinckeanum (ZIOLKOWSKA et al., 2015).

Segundo Drouot e colaboradores (2008), as colbnias desse complexo
apresentam cores e texturas variadas, que pode ser avermelhada, branca ou de
amarelo a marrom. O micélio é geralmente aveludado e apresenta poucas dobras.
Para esses autores, o anamorfo (individuo com reproducdo assexuada) zoofilico
relacionado a A. vanbreuseghemii deve ser chamado de T. mentagrophytes variante
asteroides; enquanto o anamorfo antropofilico seria T. mentagrophytes variante

interdigitale.
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2.1.1.2 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum é uma espécie considerada antropofilica e mais frequente
dentre os dermatofitos. Esse fungo provoca, principalmente, lesdes na pele e nas
unhas (GHELARDI et al., 2014). Sua transmissao €é inter-humana ou por meio de
fébmites contaminados (SIDRIM e ROCHA, 2004). Segundo Pereira, O. (2009), as
infeccdes por esse fungo tendem a ser persistentes e recorrentes em cerca de 70 %
dos pacientes. Sidrim e Rocha (2004) atribuiram esse fato a sua adaptacdo ao
hospedeiro humano, com capacidade de escapar das defesas do organismo,
permanecendo como infecc¢éo residual.

As colbnias apresentam crescimento entre 7 a 14 dias, segundo Rodrigues
(2007). Exibem coloracdo branca, de aspecto cotonoso, passando a aveludado. O
reverso da colonia apresenta pigmentacdo avermelhada purpura (RODRIGUES,
2007), mas podem ser observadas diferentes tonalidades de castanho (SIDRIM e
ROCHA, 2004). As colonias apresentam pregas radiais, formando uma saliéncia ao
centro (PEREIRA, 0., 2009). Microscopicamente, apresentam hifas septadas
hialinas, microconidios em forma de lagrima ou gotas, dispostos ao longo das hifas
ou em cachos e raros macroconidios (PEREIRA, O., 2009; RODRIGUES, 2007).

N&o é capaz de perfurar o pelo no teste in vitro de perfuracdo de pelo ou
hidrolisar a ureia, no teste da urease no meio Christensen. Estes testes o
diferenciam de T. mentagrophytes (PEREIRA, O., 2009).

2.1.1.3 Microsporum canis

O anamorfo Microsporum canis é uma espécie zoofilica (MARTINEZ et al.,
2013), ou seja, capaz de manter sua viabilidade com o parasitismo em animais. E
considerado o principal responsavel pelas dermatofitoses zoofilicas em humanos
(CHAVES, 2007). A fase sexuada é representada pela espécie A. otae (MIHALI et
al., 2012).

Os animais domésticos, caes e gatos, sdo reservatorios desses fungos e a
infeccdo humana se d& pela exposi¢cédo a hifas ou artroconidios presentes em pelos
aparentemente sadios (SOARES et al., 2013). Os felinos jovens sdo considerados

0s principais reservatorios dessa espécie (SIDRIM e ROCHA, 2004).
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As colbnias apresentam aspecto macio, depressédo central, dobras radiais com
verso amarelo-alaranjado (MIHALI et al., 2012). Sidrim e Rocha (2004) consideraram
o fato de possivel pleomorfismo, com colbnias algodonosas e brancas, constituidas
por hifas estéreis e o0 reverso com coloracéo variando de alaranjado a marrom, sem
pigmento difusivel no meio. Microscopicamente, observam-se macroconidios
fusiformes septados e de paredes grossas (CHAVES, 2007). Também podem ser
observados microconidios, clamidoconidios, érgaos nodulares e hifas pectinadas
(SIDRIM e ROCHA, 2004).

2.1.1.4 Microsporum gypseum

Considerado um dermatofito geofilico, o anamorfo M. gypseum foi isolado pela
primeira vez em 1894 (MONTEIRO et al., 2003). E capaz de acometer o homem e os
animais e a fonte de contaminacao é o solo, principalmente os ricos em residuos de
queratina humana ou animal como os jardins, nos quais 0s animais costumam cavar
(CHAVES, 2007).

Nos estudos de Giudice e colaboradores (2012), os autores verificaram, com o
emprego de biologia molecular, a existéncia de duas espécies teleomorficas, A.
gypseum e A. incurvatum. Mas Hubka e colaboradores (2014) citaram também as
espécies M. fulvum, M. persicolor, M. nanum, M. praecox, M. duboisii e M.
aenigmaticum.

As coldnias com superficie plana, bordas irregulares e textura arenosa, de
coloragdo variando de amarelo a acastanhado, crescem entre 3 e 5 dias.
Apresentam hifas hialinas, septadas e ramificadas (MACEDO, NEVES e LOPES,
2008). Os macroconidios sdo septados, simétricos, apresentam paredes finas,
extremidades arredondadas e superficie com rugosidades (CHAVES, 2007). Diferem
do M. canis pela parede fina dos macroconidios e extremidade menos pontiaguda
(SIDRIM e ROCHA, 2004).

2.1.1.5 Epidermophyton floccosum
Trata-se de um fungo dermatofito antropofilico (LACAZ et al.,, 2002), com

distribuicdo universal e relacionada a exposi¢cdo em locais publicos como academias
de ginastica ou uso de chuveiros coletivos (AQUINO, CONSTANTE e BAKOS,



31

2007). A temperatura de crescimento e a atividade de enzimas como a proteinase e
fosfolipase podem ser importantes fatores na patogénese fungica (MACEDO et al.,
2005).

Apresentam macroconidios na extremidade de conidio6foros, bi ou trisseptados,
com paredes lisas e espessas. Nao apresentam microconidios (MORAES, PAES e
HOLANDA, 2009). As colbnias crescem entre 7 e 10 dias e apresentam textura
cotonosa baixa, relevo umbilicado e evolucdo para pulverulenta na regiao
intermediaria. As bordas do verso da col6nia podem apresentar coloracdo amarelo-

esverdeada ou castanho-amarelada (COSTA, 2008).

2.1.2 Fungos néo dermatofitos

2.1.2.1 Candida albicans

As leveduras do género Candida sé&o fungos considerados oportunistas e sao
responsaveis pela infeccdo conhecida como candidiase (LIM et al., 2012),
caracterizada como a infeccdo fungica mais comum. Dentro desse género, C.
albicans é o principal agente etiologico (LIMA et al., 2006). Apresentam colbnias de
textura cremosa, de coloragdo e odor caracteristicos. Microscopicamente, formam
blastoconidios esféricos ou levemente ovais (PETERS et al.,, 2014) e podem
apresentar pseudo-hifas, como referido por Murray e colaboradores (2004). Lim e
colaboradores (2012) consideraram essa espécie como polimérfica, sendo,
juntamente a espécie C. dubliniensis, os Unicos micro-organismos dentro desse
género capazes de formar pseudo-hifas.

C. albicans é um fungo comensal, que integra a microbiota das regides
mucocutanea, genitourinaria e gastrintestinal humana (LIM et al., 2012). Para Peters
e colaboradores (2014), a transicdo entre as formas de hifa e leveduriforme é
considerada o maior fator de viruléncia desse micro-organismo.

Existem casos descritos na literatura de resisténcia dessas leveduras aos
azoélicos, terapia convencional nas onicomicoses, em pacientes expostos de forma
prolongada a essas substancias (LIMA et al., 2006; LIMA et al., 2009; KHAN et al.,
2015).
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2.1.2.2 Fusarium

Esse género tem ampla distribuicdo geografica, sendo considerado um
importante componente da microflora em todo o mundo. Pode sobreviver em
diversos habitats, abrigando-se em solos naturais ou cultivados, nos quais podem
permanecer por longo tempo como sapréfitas (POLETTO et al., 2006). Para Ethur e
colaboradores (2007), F. oxysporum e F. solani sdo fitopatégenos habitantes do
solo, cosmopolitas e que provocam danos econémicos ao setor agricola.

Conforme Pinto (2008), este € um morfo-género, que corresponde a um grupo
de fungos que compartiiham determinadas caracteristicas morfolégicas, como
formacdo de macroconidios em esporodoquio, microconidios em fidlides e, em
situacdes desfavoraveis, produzem clamidésporos. No entanto, Fourie e
colaboradores (2011) afirmaram que a identificacdo das espécies desse género
pode se tornar um desafio. Isso se deve a variacbes dos isolados, que refletem a
genética e a influéncia das condicdes ambientais na expressao fenotipica dos
caracteres.

Séao considerados fungos contaminantes e saprofitas, além de agentes de
micoses oportunistas e tém se destacado como um dos causadores de
onicomicoses (MARTELOZO, GUILHERMETTI e SVIDZINSK, 2005). No entanto,
sdo geralmente resistentes a maioria dos antifingicos disponiveis comercialmente
para o tratamento dessas patologias, com destaque para fluconazol e itraconazol e
respondem de forma variada a voriconazol e posaconazol (DELARZE e
SANGLARD, 2015; GHANNOUM e ISHAM, 2014; SALAS-CAMPOS, GROSS-
MARTINEZ e CARRILO-DOVER, 2007).

2.1.2.2.1 Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum constitui uma espécie-complexo composta por dezenas
de espécies (SOUZA, 2009), que podem ser divididas em formae speciales (f. sp.);
as quais, podem compreender varias linhas clonais, que correspondem a grupos de
compatibilidade vegetativa (MICHIELSE e REP, 2009). Sao fungos de reproducédo
assexuada ou sexuada e inclui patdgenos humanos e animais, além de nao
patogenos (FOURIE et al., 2011; MICHIELSE e REP, 2009). A diferenciacédo entre
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essas varias espécies pode ser realizada por testes de patogenicidade, mas nao por
caracteristicas morfolégicas ou reprodutivas (FOURIE et al., 2011).

F. oxysporum f. sp. lycopersici apresenta hifas septadas, com colonias pouco
coloridas inicialmente, que tendem a se tornar amarelo-palidas e, sob determinadas
condicbes, adquirem coloracdo rosa - palida ou purpura. Estudos realizados em
tomateiro mostraram que essa forma é capaz de produzir uma toxina, conhecida
como &acido fusélico, que aumenta a permeabilidade da membrana do hospedeiro,
com perda de eletrdlitos pela célula (SOUZA, 2009).

Segundo Pio, Fraga e Macédo (2008), a espécie Fusarium oxysporum produz
trés tipos de esporos, chamados microconidios, macroconidios e clamidosporos,
sendo os microconidios os mais frequentemente produzidos por este fungo. Os
macroconidios possuem formato de fuso, ligeiramente curvos e com 3 a 5 septos
(SOUZA, 2007). Os microconidios sao elipticos e os clamidésporos séo hialinos,
intercalares as hifas, macroconidios ou ainda terminais. Esse terceiro tipo de esporo,
considerado de resisténcia, resulta da transformacdo das hifas e pode se manter
viavel no solo durante anos, mesmo nha auséncia de hospedeiro. Uma das
caracteristicas que o difere de F. solani € que as células conidiogénicas, das quais
emergem o0s conidios, sdo fialides curtas (PEREIRA, 2007; SOUZA, 2009).
Macroscopicamente, as coldnias de F. oxysporum apresentam textura flocosa, com

pigmentacao pélida de creme a violeta ou parpura (ASCENCAO e FILHO, 2013).

2.1.2.2.2 Fusarium solani

Esta espécie pode causar impacto econémico devido aos danos a agricultura.
Além disso, esse fungo tem distribuicAo cosmopolita e sementes contaminadas
podem leva-lo para outras regides produtoras, o que € importante e requer medidas
de controle (VENTUROSO et al., 2010).

Aleixo (2003) afirmou que F. solani f. sp. glycines, principalmente quando
cultivado por longos periodos, possui massas de esporos de pigmentacao rosa ou
violeta. No entanto, Souza (2007) descreveu as coldnias como flocosas, de rapido
crescimento e com coloracdo variando do cinza ao marrom azulado, com micélio
exuberante. Morfologicamente, assemelha-se a F. oxysporum, porém apresenta
conidiéforo mais longo, clamidésporos geralmente aos pares ou isolados na

extremidade do conidi6foro, intercalado as hifas ou em macroconidios em forma de
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fuso ou dispersos no meio de cultura. Esses macroconidios possuem de 1 a 8

septos.

2.2 Anatomia da unha

A unha é uma estrutura cornea, semirrigida, que se forma a partir da nona
semana embrionéria e recobre o dorso das pontas dos dedos, sendo importante
para a discriminacdo tatil e manipulacdo de pequenos objetos. Trata-se de um
derivado ectodérmico, constituido por quatro epitélios especializados, a matriz, o
leito ungueal, a prega ou dobra ungueal proximal e o hiponiquium (GOMES,
LENCASTRE e LOPES, 2012). A estrutura ungueal pode ser visualizada na Figura 2

a seguir:

Figura 2: Representacéo da estrutura ungueal.
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1: Dobra proximal. 2: cuticula. 3: lGnula. 4: hiponiquio — sulco ungueal distal. 5: regido de alta
aderéncia ao leito — corresponde a faixa onicodérmica. 6: leito ungueal. 7: matriz distal (produz a
placa ungueal). 8: matriz proximal (produz o dorso da placa ungueal).

Fonte: Adaptado de BARAN e NAKAMURA, 2011.

A matriz estende-se 6 mm abaixo da dobra proximal e em sua porcao proximal
encontra-se a lanula, uma estrutura opaca, esbranquicada e em forma de
semicirculo, que é mais proeminente no polegar. E responsavel pela produgdo de
células que irdo constituir a placa ungueal. O leito estende-se da lunula ao

hiponiquio e apresenta-se como cristas longitudinais, consiste da pele abaixo da
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placa ungueal. A dobra ungueal (eponiquio) esta aderida a placa ungueal e sofre
descamacbes, formando a cuticula. O hiponiquio, por sua vez, constitui uma
extensao da epiderme volar, abaixo da placa ungueal e marca o ponto em que essa
placa separa-se do tecido subjacente (BARAN e NAKAMURA, 2011; KUMAR e
RAJU, 2013).

De acordo com Gomes, Lencastre e Lopes (2012), a proliferacdo celular da
matriz produz camadas mudltiplas de células corneificadas que cobrem o leito,
constituindo o prato ou placa ungueal. Essa placa ungueal esta inserida proximal e
lateralmente nas dobras ungueais e adquire coloracdo rosada em funcdo dos
capilares presentes no leito ungueal. A borda distal do prato ungueal é livre e
esbranquicada, devido o contato com o ar. As unhas das maos crescem, em média,
0,1 mm ao dia; enquanto as unhas dos pés crescem 1 mm ao més. No entanto,
condicbes como desnutricdo ou doenca grave podem reduzir ou parar esse
crescimento (GOMES, LENCASTRE e LOPES, 2012).

A placa ungueal € composta, em sua maioria, por a-queratina rica e enxofre e
por pequena porcentagem de lipidios. Constitui uma estrutura rigida e impermeavel
devido as ligacBes de hidrogénio e dissulfeto entre as moléculas de queratina e

representa a barreira mais resistente do corpo humano (CHOUHAN e SAINI, 2012).

2.3 Onicomicose

A onicomicose € uma infeccdo fangica da lamina ungueal e tecidos
circundantes. E responsaveis por até 50 % das lesdes ungueais, com prevaléncia
de, aproximadamente, 3 % em adultos até 55 anos, podendo alcancar 18,2 % entre
0os idosos. Essa infeccdo pode acometer tanto homens, quanto mulheres, na
proporcao de 3 individuos do sexo masculino para cada mulher acometida (DELL
ROSSO, 2014; GHANNOUM e ISHAM, 2014; SCHECHTMAN, 2011). Em relac&o ao
maior acometimento de homens, Peres e colaboradores (2010b) atentaram para o
fato de que esteroides, como a progesterona, poderiam inibir o crescimento de
fungos antropofilicos, com efeito dose-dependente. Isso porque proteinas do citosol
do micro-organismo poderiam ligar-se, especificamente, ao hormoénio, ocasionando

o efeito antidermatofitico.
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Pode ser classificada em 5 tipos, de acordo com a extensdo do
comprometimento e a por¢ao envolvida (SCHECHTMAN, 2011; SHEMER et al.,
2015):

a) onicomicose subungueal distal e lateral,
b) onicomicose superficial;

c) onicomicose subungueal proximal;

d) onicomicose do tipo endonyzx;

e) onicomicose com distrofia total.

A onicomicose € a micose superficial mais frequentes e de mais dificil
diagnéstico e tratamento, devido a fatores intrinsecos da unha (GHANNOUM e
ISHAM, 2014; SALAS-CAMPOS, GROSS-MARTINEZ e CARRILO-DOVER, 2009).
Pode ser causada por fungos dermatéfitos e, menos frequentemente, por fungos néao
dermatofitos como Candida spp., Fusarium spp., Aspergillus spp., Scopulariopsis
spp., Scytalidium spp. e outros (DELL-ROSSO, 2014). Martinez e colaboradores
(2013) destacaram que as principais espécies envolvidas no acometimento das
unhas dos pés sao T. rubrum, T. mentagrophytes e E. floccosum, enquanto as
leveduras do género Candida sdo as principais responsaveis pela infeccdo das
unhas das maos.

Essas infeccbes tém natureza multifatorial e demandam tratamento
farmacolégico, j& que ndo se curam espontaneamente. N&o raro, este tratamento €
prolongado e sem resposta terapéutica (GHANNOUM e ISHAM, 2014; LIMA et al.,
2009). Quando nao é realizado o tratamento, pode evoluir para deformidade e
destruicdo das unhas (DELL ROSSO, 2014). E necessario ressaltar que a
onicomicose por fungos filamentosos ndo dermatofiticos é resistente a maioria das
terapias antifungicas disponiveis (SCHECHTMAN, 2011).

Ghannoum e Isham (2014) informaram que além de a idade, o
comprometimento imunolégico e a ocorréncia de trauma nas unhas constituirem
fatores predisponente ao desenvolvimento da onicomicose, o fator genético também
pode constituir fator de risco, uma vez que em um estudo raro, a dermatofitose
profunda em individuos com deplec¢do do autossoma recessivo CARD9 foi fatal.

Embora esta doengca ndo coloque em risco a vida do paciente
imunocomprometido, ela pode acarretar desconforto (MARTINEZ et al., 2013), como
dor ao caminhar ou dificuldade para cortar as unhas (GHANNOUM, ISHAM e

CATALANO, 2014). Os pacientes diabéticos com onicomicose apresentam trés
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vezes mais chances de desenvolverem Ulceras e gangrena nos pés em relacdo aos
diabéticos ndo acometidos pela infeccdo fungica (LASENNA e TOSTI, 2015). Além
disso, tem impacto negativo na qualidade de vida do portador, ndo s6 pelo
desconforto, mas por se constituir em um problema estético (SALAS-CAMPOS,
GROSS-MARTINEZ e CARRILLO-DOVER, 2007), podendo alterar as condi¢des de
trabalho, quando afetam as unhas das maos (NEGRONI, 2008) ou ainda ser
transmitida a outros membros da familia (DELL ROSSO, 2014).

Scher e colaboradores (2007), Ghannoum e Isham (2014) e Ghannoum, Isham
e Catalano (2014) consideraram, como critério de cura da onicomicose, as curas
clinica (aparéncia normal da unha) e micoldgica (exames micoldgico direto e cultura

negativos).

2.4 Terapias antifungicas

A definicho da terapia antifingica adequada deve considerar o micro-
organismo envolvido, o sitio acometido e o estado imunol6gico do paciente. Por se
tratar de células eucariontes, existe a dificuldade de se desenvolver antifingicos
especificos e que ndo sejam toxicos as células dos hospedeiros (MURRAY et al.,
2004).

De acordo com Martelozo, Guilhermetti e Svidzinski (2005), um dado
importante tem sido as mudancas quanto a etiologia das onicomicoses. Assim, a
adequada determinacdo do agente etioldgico, com a confirmagdo laboratorial,
norteia o estabelecimento da terapéutica correta e eficaz, uma vez que diferentes
micro-organismos respondem de forma diferenciada aos antifungicos.

Fatores como a queratina muito densa, a pouca vascularizacéo, que dificulta a
penetracdo da medicacdo sistémica ou crescimento lento das unhas tornam o
tratamento das onicomicoses dificil e prolongado (BHATT e PILLAI, 2015; DELL
ROSSO, 2014).

Gupta e Paquet (2013) citaram cinco estratégias que tém sido adotadas para
melhorar os resultados no tratamento das onicomicoses, a curto e em longo prazo,
as quais seriam o tratamento baseado no ciclo bioldégico dos fungos, regimes de
modificacdo de dosagens, terapias combinadas, emprego de tecnologias para

otimizar a liberac&o dos farmacos e cuidados profilaticos.
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2.4.1 Terapia farmacoldgica sistémica

Os tratamentos convencionais com griseofulvina e fluconazol, os quais séo
reconhecidamente efetivos contra dermatofitos, ndo séo eficazes para o tratamento
de onicomicoses por fungos nao dermatofitos (SALAS-CAMPOS, GROSS-
MARTINEZ e CARRILO-DOVER, 20009).

A terapéutica sistémica com griseofulvina, derivados azolicos, dentre outros
pode acarretar reacbes adversas, as quais podem ser reacdes locais,
gastrintestinais, hepatotoxicidade e leucopenia. Além disso, a ineficiéncia terapéutica
por resisténcia adquirida de algumas linhagens e o elevado custo dos farmacos
limitam o tratamento (SOUZA et al., 2002).

Muitos alvos de acdo dos farmacos utilizados na terapéutica atual ja foram
elucidados, com destaque para a respiracdo mitocondrial, a integridade da parede
e/ou membrana das células, a divisédo celular, a sintese de proteinas e a transducao
de sinais. Ainda assim, os medicamentos disponiveis para a terapéutica podem ser
citotdxicos para as células de mamiferos, o que pode ser atribuido, em parte, pela
producao intracelular de radicais livres (KIM et al., 2011).

Essa terapéutica requer o monitoramento da funcdo hepatica, ja que pode
ocasionar hepatotoxicidade. Além disso, o0 numero de possiveis interacdes
medicamentosas pode restringir sua utilizacdo, principalmente em pacientes idosos
(LASENNA e TOSTI, 2015).

2.4.1.1 Terapéutica com griseofulvina

A griseofulvina apresenta baixa afinidade pela queratina ungueal e deve ser
administrada na dose de 500 mg, 2 vezes ao dia, por 6 a 9 meses com taxa de cura
micoldgica de 25,5 %. Esse farmaco tem sido substituido por medicamentos mais
modernos como os azoélicos e a terbinafina (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005;
SIDRIM e ROCHA, 2004).

Apresenta atividade fungistética in vitro e sua acéo se deve a ruptura do fuso
mitotico, por sua interagdo com 0s microtubulos polimerizados. Assim, a mitose
fungica é inibida e ha producéo de células multinucleadas, de paredes espessas e

hifas encurvadas. Sua acao fungistatica € exercida sobre os géneros Microsporum,
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Trichophyton e Epidermophyton (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005; SOARES
et al., 2013).
Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 3.

Figura 3: Representacao da estrutura quimica da griseofulvina.
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2.4.1.2 Terapéutica com farmacos azolicos

Os azélicos compreendem os farmacos imidazélicos e triazélicos. Ao primeiro
grupo pertence o cetoconazol, enquanto fluconazol e itraconazol pertencem ao
segundo. Os triazolicos sistémicos sdo metabolizados mais lentamente e exercem
menores efeitos sobre a sintese dos esterois em humanos, que os imidazélicos
(HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005).

O primeiro azdlico introduzido na prética clinica foi o cetoconazol, em 1980. A
dose diaria recomendada é de 200 mg/dia, por 4 meses. Apresenta maior afinidade
pela queratina, mas seus efeitos colaterais sdo um dos limitantes da terapia. Outro
azolico disponivel para a terapia é o itraconazol, 200 mg/dia, durante 12 semanas ou
em esquema de pulsoterapia, 400 mg/dia, por 1 semana, a cada més, por 3-4 meses
(unhas dos pés) ou 2 meses (unhas das méos). Para este farmaco, a taxa de cura
pode atingir 93,5 % em unhas dos pés. Dell Rosso (2014) apontou para o risco de
hepatotoxicidade com o uso desse farmacos e de interacbes medicamentosas,
principalmente em idosos. Outro ativo desta classe € o fluconazol, na dose de
150,00 a 450 mg/dia, com elevada biodisponibilidade oral e tolerabilidade, mas n&o
€ aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) para alguns tipos de
onicomicose. O tratamento com esses dois ultimos farmacos tem elevado custo
financeiro (DELARZE e SANGLARD, 2015; DELL ROSSO, 2014; SIDRIM e ROCHA,
2004).
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Farmacos triazolicos e imidazélicos compartiham o mesmo mecanismo de
compromete a sintese do ergosterol na membrana citoplasméatica fungica e levam ao
acumulo de 14-a-metilesterois. O acumulo desses compostos pode acarretar na
desagregacao das cadeias dos fosfolipides e comprometer as fungfes de sistemas
enzimaticos ligados a membrana, como a Trifosfato de Adenosina (ATP)ase e
enzimas do sistema de transporte de elétrons, inibindo, assim, o crescimento fangico
(HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005; PEREIRA, O., 2009).

As estruturas quimicas de cetoconazol, itraconazol e fluconazol podem ser
observadas nas Figuras 4, 5 e 6 respectivamente.

Figura 4: Representacao da estrutura quimica do cetoconazol.
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Fonte: EKROOS e SJOGREN, 2006.
Figura 5: Representagéo da estrutura quimica do itraconazol.
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Figura 6: Representacao da estrutura quimica do fluconazol.
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Fonte: FRANCA et al., 2014.
2.4.1.3 Terapéutica com terbinafina

A terbinafina é uma alilamina, com estrutura representada na Figura 7, que
deve ser utilizada na dose de 250 mg/dia por, geralmente, 3 meses (HARDMAN,
LIMBIRD e GILMAN, 2005). Esse farmaco inibe a sintese do ergosterol, pela inibicdo
reversivel ndo competitiva da enzima fungica esqualeno epoxidase, envolvida nas
etapas iniciais da sintese de ester6is (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005;
PEREIRA, O., 2009). A deplecdo de ergosterol e acumulo de esqualeno levam a
alteracbes na estrutura e funcbes da membrana plasmatica, resultando em morte
das espécies susceptiveis (MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008). Para
Soares e colaboradores (2013), a terbinafina apresenta acdo fungistatica, mas é
capaz de inibir todos os géneros de dermatofitos. Seus efeitos adversos seriam
inferiores aos observados com a griseofulvina e comparados aos produzidos pelo
itraconazol. Apresenta baixa eficacia para o tratamento de infec¢cbes por C. albicans
(DELL ROSSO, 2014).

Figura 7: Representagéo da estrutura quimica da terbinafina.
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A taxa de cura com o seu uso pode alcancar 82 %, com a sua utilizacdo por 12
semanas (SIDRIM e ROCHA, 2004). Também estd disponivel na versdo para
aplicacao topica a 1 % (DELL ROSSO, 2014).

2.4.2 Terapia farmacoldgica tépica

As terapias topicas disponiveis podem ser utilizadas quando a matriz ungueal
nao foi afetada pela infeccdo; em casos de contra-indicagdo ao tratamento sistémico
ou em terapia combinada, sendo esta Uultima considerada mais efetiva que a
monoterapia, devido ao efeito sinérgico. Além disso, a terapia topica pode ser
utilizada na profilaxia pds-tratamento (NEGRONI, 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DERMATOLOGIA, 200-). Para Soares e colaboradores (2013), essa € a terapia
usual contra onicomicoses.

As terapias tépicas apresentam, ndo raro, baixa eficacia clinica, quando
comparadas as terapias orais, por conta da dificuldade de penetracédo e alcance das
camadas mais profundas da unha. Praticas como o debridamento quimico ou fisico
ou a remocdo da unha afetada em combinacdo com a terapia tdpica podem
favorecer o tratamento (BHATT e PILLAI, 2015; DELL ROSSO, 2014; GHANNOUM
e ISHAM, 2014).

A natureza do veiculo da formulacdo, bem como as propriedades fisico-
quimicas e a atividade antifingica dos principios ativos sdo fatores importantes que
favorecem esse tipo de terapia (DELL ROSSO, 2014).

2.4.2.1 Terapéutica topica para onicomicoses leves
Negroni (2008) destacou como terapia disponivel o uso de solugéo alcoolica de
tioconazol a 28 % com acido undecilinico para casos leves de onicomicose, com
menos de 25 % de acometimento da unha e em que haja impossibilidade de
tratamento sistémico. No entanto, essa terapia apresentou baixa taxa de cura.

2.4.2.2 Terapéutica com ciclopirox olamina

As onicopatias provocadas por fungos também podem ser tratadas com o uso

de ciclopirox olamina 8 %. Apresenta-se na forma de esmalte, o qual permite a
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passagem transungueal e deve ser aplicado na unha uma vez ao dia, durante 48
semanas, conforme Ghannoum e Isham (2014).

Esta substancia possui amplo espectro fangico e também atividade
antibacteriana. E capaz de quelar o ion ferro e inibir enzimas importantes para a
sintese de proteinas e acidos nucleicos (GHELARD et al., 2014; MARTINEZ-ROSSI,
PERES e ROSSI, 2008; NEGRONI, 2008). Como monoterapia, apresenta eficacia
inferior a 50 % nas onicomicoses das maos e 25 % nos pés, quando a invasdo da
superficie ungueal é menor que 30 % (NEGRONI, 2008). Na Figura 8, € possivel
observar a representacdo da estrutura quimica desse farmaco.

Figura 8: Representacdo da estrutura quimica de ciclopirox olamina.
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Fonte: HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005.
2.4.2.3 Terapéutica com amorolfina

Outra opcéo de tratamento € o emprego do esmalte de amorolfina a 5 %, o
qual deve ser aplicado apenas 1 ou 2 vezes por semana, durante 6 meses a 12
meses, sendo ligeiramente mais eficaz que o ciclopirox olamina (GHANNOUM e
ISHAM, 2014).

Essa substancia possui acdo fungicida devido a inibicdo de sintese do
ergosterol, por acado sobre as enzimas 1l14-a-redutase e 7,8-a-isomerase
(GHANNOUM e ISHAM, 2014; NEGRONI, 2008).

Sua estrutura quimica esta representada na Figura 9.

Figura 9: Representacéo da estrutura quimica da amorolfina.
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Propicia taxa de cura clinica de 40 % para as unhas do pé e 60 % para as
unhas das maos (SIDRIM e ROCHA, 2004). Esse farmaco é aprovado para terapia
na Europa, mas ndo nos Estados Unidos da América (EUA) (LASENNA e TOSTI,
2015).

2.4.2.4 Terapéutica com efinaconazol

Efinaconazol solucdo a 10 % é um novo triazélico e primeiro farmaco tépico
pertencente a essa classe, avaliado para utilizacdo em infeccdes leves a moderadas
(BHATT e PILLAI, 2015; IWATA et al., 2014). Esse farmaco atua, como os demais
azolicos, interferindo na biossintese do ergosterol, por acdo na enzima esterol 14-a-
demetilase (SIU et al., 2013; TATSUMI et al., 2013). Em estudos de fase lll, esse
farmaco foi avaliado durante 48 semanas (GUPTA et al., 2014) e, segundo Lasenna
e Tosti (2015) pode ser usado diariamente, por meses e sem necessidade de
debridamento da unha.

Sua formulacao foi preparada com etanol, ésteres lipofilicos e ciclometicona,
sendo essa composicdo importante para a permeacdo do farmaco através da
estrutura da unha (BHATT e PILLAI, 2015; LASENNA e TOSTI, 2015).

Sua estrutura quimica pode ser verificada na Figura 10 a seguir.

Figura 10: Representacéo da estrutura quimica do efinaconazol.

Fonte: SANTOS et al., 2015.

A solucdo mostrou atividade in vitro contra fungos dermatoéfitos e néo
dermatofitos, dentre eles T. mentagrophytes, T. rubrum e C. albicans. Além disso, 0s
resultados foram superiores aos obtidos com amorolfina e ciclopirox olamina (DELL

ROSSO, 2014). Iwata e colaboradores (2014) informaram que o farmaco apresenta



45

baixo potencial de induzir resisténcia em dermatoéfitos, mas Siu e colaboradores

(2013) informaram que essa possibilidade ndo pode ser excluida.
2.4.2.5 Terapéutica com tavaborol

Tavaborol solucédo 5 % € um novo farmaco, aprovado pelo FDA para utilizac&o
em onicomicose das unhas dos pés, cujos agentes sejam T. rubrum ou T.
mentagrophytes (DELL ROSSO, 2014; ELEWSKI et al., 2015). Nos ensaios clinicos
realizados, o farmaco foi utilizado diariamente, durante 48 semanas. Possiveis
reacOes ao seu uso seriam esfoliacdo, eritema e dermatite (ELEWSKI et al., 2015).

Atua inibindo a sintese de proteinas, por acdo sobre a enzima leucil-acido
ribonucleico de transféncia (tRNA) sintetase. Essa enzima participa da traducéo do
codigo genético e atua revisando e corrigindo erros enzimaticos que possam ocorrer
durante essa trauducdo. Embora essa enzima também esteja presente em
mamiferos, o farmaco foi seletivo para a enzima fangica (DELL ROSSO, 2014;
ELEWSKI et al., 2015).

Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 11 a seguir.

Figura 11: Representacdo da estrutura quimica de tavaborol.
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2.4.3 Avaliacdo do custo das terapias disponiveis no mercado

Fonte: ELEWSKI et al., 2015.

No Quadro 2, é possivel verificar o preco maximo dos medicamentos utilizados
na terapia das onicomicoses. Foram consideradas as aliquotas de 0 % a 19 % do
Imposto sobre Circulacdo de Mercadorias e Prestacdo de Servigcos (ICMS) para o
estabelecimento da faixa de pregcos (BRASIL, 2016b). Esse levantamento de dados
considerou a lista de medicamentos de referéncia da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2016a). Os farmacos efinaconazol e tavaborol néo

foram citados, pois ainda ndo sdo comercializados no Brasil (BRASIL, 2016a,b).
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Quadro 2: Precos maximos ao consumidor de medicamentos para o tratamento

ICMS: Imposto sobre Circulacdo de Mercadorias e Prestacdo de Servicos

das onicomicoses.

Faixa de preco por
unidade
Principio ativo Forma Unidade medicamentosa
Farmacéutica
(ICMS 0 a 19 %)
(R$)
Griseofulvina Comprimido Comprimido 500,00 0,99 -1,23
mg
Cetoconazol Comprimido Comprimido 200 mg 3,15-3,89
Itraconazol Céapsula Céapsula 100 mg 11,32 -13,96
Fluconazol Capsula Céapsula 150 mg 46,24 - 57,09
Terbinafina Comprimido Comprimido 250 mg 7,46 - 9,21
Terbinafina Solucgéo tépica | Frasco (10 mg/g - 30 24,34 - 30,74
mL)
Ciclopirox olamina Esmalte Frasco (80 mg/g — 91,33 — 154,55
30)
Amorolfina Esmalte Frasco (50 mg/mL — 50,59 — 85,61
2,5mL)

Fonte: BRASIL, 2016b.

Os dados supracitados, aliados ao fato de a terapia contra a onicomicose
demandar tempo, tornam o tratamento de elevado custo para o paciente e
confirmam as informagdes da literatura (SILVA, FARIA e DOIMO, 2011; MORAIS,
2013).

Vale ressaltar sobre as terapias antifungicas que poucos farmacos efetivos
estdo atualmente disponiveis no mercado, em especial para o tratamento das
dermatomicoses (PONNUSAMY et al., 2010). Na terapéutica da tinea unguium, em
25 % dos casos pode ndo haver resposta terapéutica satisfatoria (PEREIRA, O.,
2009). Dessa forma, o interesse por principios ativos derivados de plantas, para uso
na pratica da terapéutica moderna, tem aumentado (PONNUSAMY et al., 2010).

O surgimento de linhagens de micro-organismos multirresistentes aos
tratamentos farmacoldgicos convencionais (VAN ZYLA et al., 2010), dado o uso

indiscriminado dos antifungicos (LIMA et al., 2009), tem levado a busca por novas
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substancias ou associacdo de substancias para uso terapéutico. Assim, os Oleos
essenciais tém sido testados e validados como promissores agentes anti-infecciosos
(VAN ZYLA et al., 2010).

2.4.4 Resisténcia fungica as terapias disponiveis

Apesar do numero de farmacos antiflngicos existentes, somente quatro
classes estdo disponiveis na clinica e os alvos celulares sado limitados, por conta de
os fungos serem eucariotos, assim como o0s mamiferos. Além disso, a
descontinuidade do tratamento e o desenvolvimento de resisténcia levam a
infeccdes recorrentes. Episodios de resisténcia aos farmacos tém sido observados
para todos 0s agentes antifungicos. Vale considerar que pode ocorrer resisténcia
cruzada, sugerindo um mecanismo de resisténcia alvo-especifico (DELARZE e
SANGLARD, 2015; SOARES et al., 2013).

A resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida, sendo que, no primeiro caso,
ocorre quando ndo ha atividade do farmaco em espécies que ndo haviam sido
expostas ao mesmo, ou seja, todos os membros da espécie apresentam essa
caracteristica. A resisténcia adquirida surge em populacées que eram previamente
sensiveis e 0 uso constante de antifiingicos pode selecionar individuos resistentes
que predominardo na populacdo (DELARZE e SANGLARD, 2015; MARTINEZ-
ROSSI, PERES e ROSSI, 2008).

Em ambas as situagOes supracitadas, pode haver variagdo da atividade
antifingica. Mas essa atividade também pode ser influenciada pela tolerancia
antifngica e por mecanismos de persisténcia. A tolerancia consiste na capacidade
do fungo sobreviver em concentracfes superiores a CIM, com reducdo de nutrientes
e do potencial de membrana, resultando em um estado de laténcia. Os fungos
persistentes permancem no hospedeiro, mesmo apo6s o tratamento farmacoldgico e
podem se originar a partir do aumento da tolerancia. Esses fendmenos séao
reversiveis e diferem da resisténcia por ndo envolverem alteracbes genéticas
(DELARZE e SANGLARD, 2015).

Ghelardi e colaboradores (2014) verificaram, em seus estudos, mutantes de T.
rubrum resistentes a itraconazol, terbinafina e amorolfina. A resisténcia ao
itraconazol foi mais expressiva, o que corrobora o fato de farmacos fungistaticos,

como o0s azoblicos, serem mais vulneradveis ao desenvolvimento de resisténcia
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quando comparado aos de acdo fungicida. Os autores ndo obtiveram mutantes
resistentes ao ciclopirox olamina, que € um farmaco que ndo tem como alvo a
biossintese do ergosterol.

Martinez-Rossi, Peres e Rossi (2008) relataram que os fungos utilizam vias de
transducdo de sinal, mediante estresse, que levam a alteracdo na expressao de
proteinas para se adaptar ao meio. Dentre essas proteinas, € possivel citar os
transportadores de efluxo multidrogas, que sdo proteinas de membrana, que se
ligam a varios compostos, retirando-os de dentro das células, os quais podem ser
responsaveis por muitas falhas terapéuticas e incluem os transportadores do tipo
ABC. Para T. rubrum, dois transportadores do tipo-ABC (TruMDR1 e TruMDR?2)
foram identificados como importantes no processo de resisténcia nesse fungo,
TruMDRL1 é expresso na presenca de varias drogas. Em C. albicans, uma subclasse
PDR (pleiotropic drug resistance) de transportadores ABC, homologos a TruMDR1,
foi identificada (Cdrlp e Cdr2p). Para Ghelardi e colaboradores (2014), esses
transportadores também podem estar relacionados ao mecanismo de resisténcia
cruzada.

Mecanismos bioquimicos parecem estar envolvidos no processo de resisténcia,
dos quais é possivel citar a redu¢édo na captacdo do farmaco, alteracdes estruturais
no sitio alvo, degradacao do farmaco pelo fungo e elevacao do efluxo do antifungico.
No meio intracelular, é possivel verificar a amplificacéo, a transferéncia ou a delecéo
génica, ocorréncia de mutacdes pontuais, superexpressdao da molécula alvo ou de
bombas de efluxo, como os transportadores do tipo ABC acima mencionados
(MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008; PERES et al., 2010b; SOARES et al.,
2013).

No caso especifico da terbinafina, a mutacdo no gene que codifica a enzima
esqualeno epoxidase (Erg A), por substituicdo do aminoacido L 393F, que se liga a
esse farmaco, pode levar a inibicdo da atividade antifungica do mesmo, embora a
funcdo da enzima seja conservada, ja que os fungos continuam a se desenvolver
(MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008; SOARES et al., 2013).

No Quadro 3, é possivel verificar alguns farmacos utilizados no tratamento de
dermatofitoses, seu mecanismo de acdo, o provavel mecanismo de resisténcia e 0s

genes envolvidos nesse mecanismo em T. rubrum.



Quadro 3: Mecanismos de acdo, resisténcia e genes relacionados a resisténcia de farmacos antidermatofiticos.

Mecanismo de

Genes envolvidos no

Farmaco . Provavel mecanismo de resisténcia mecanismo de
aao resisténcia

Terbinafina InibicAo da enzima | Mutacdo na enzima alvo. Aumento do efluxo de farmaco. | TruMDR2,  transportador
esqualeno Adaptacdo ao estresse. Supressdo de salicilato | tipo ABC
epoxidase monoxigenase, sugerindo degradacédo do farmaco

Cetoconazol InibicAo da enzima | Aumento do efluxo de farmaco. Supresséo da enzima TruMDR1, TruMDR2
14-a-lanosterol
demetilase

Fluconazol InibicAo da enzima | Aumento do efluxo de farmaco. Adaptacéo ao estresse TruMDR1, TruMDR2,
14-a-lanosterol transportador tipo ABC
demetilase

Itraconazol Inibicdo da enzima | Aumento do efluxo de farmaco TruMDR1, TruMDR2

14-a-lanosterol

demetilase

Griseofulvina

Inibicdo da mitose

Aumento das bombas de efluxo. Adaptacéao ao estresse

TruMDR1, TruMDR2,
transportador tipo ABC

Fonte: Adaptado de MARTINEZ-ROSSI, PERES e ROSSI, 2008.
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Um antifingico eficiente deve associar amplo espectro e baixa ou nenhuma
toxicidade. No caso especifico da onicomicose, € necessario boa penetracdo na
unha e sua manutencdo no local por tempo adequado e em concentragbes
adequadas. Para o desenvolvimento de novos farmacos, um alvo molecular
adequado deve ser conservado em um elevado numero de espécies, mas nao deve
estar presente no hospedeiro. Nesse sentido, transportadores TDT seriam bons
alvos moleculares, ja que ndo foram identificados em humanos (MARTINEZ-ROSSI,
PERES e ROSSI, 2008).

2.4.5 Novas alternativas terapéuticas

Ghannou e Isham (2014) informaram sobre as novas terapias disponiveis para
o tratamento das onicomicoses, que consistem em uso de ultrassom, dispositivos a
laser, terapia fotodindmica e iontoforese. O uso de ultrassom mostrou atividade
fungistatica nas onicomicoses. A terapia a laser foi aprovada para o uso cosmético e
precisa ser melhor avaliada para o uso terapéutico. A fototerapia baseia-se na
irradiacdo da protoporfirina acumulada no interior da hifa, com consequentes danos
a mesma. J4 a iontoforese utiliza corrente elétrica (0,5 mA/cm?) e deve ser utilizada

em associacao a terapia topica, a fim de facilitar a permecao do farmaco.

2.4.6 Transporte de farmacos transungueal

As propriedades fisico-quimicas das unhas indicam que elas se comportam
como uma membrana gelatinosa hidrofilica (hidrogel) e sua anatomia e estrutura
prejudicam a penetracao dos farmacos. Alguns fatores influenciam no transporte das
substancias através da unha, que seriam o tamanho das moléculas, a ionizacdo e o
coeficiente de particdo do farmaco, a natureza e o pH do veiculo e a carga do soluto,
a espessura e o grau de hidratacdo da unha (CHOUHAN e SAINI, 2012; KUMAR e
RAJU, 2013).

Para tratar as desordens das unhas, os farmacos devem atravessar a placa
ungueal e alcancar camadas profundas da placa, do leito e da matriz ungueal.
Devido a sua estrutura de hidrogel, a unha € mais permeavel a compostos polares.
O uso de compostos como a ureia ou o0 acido salicilico podem favorecer o transporte

transungueal por suavizar a placa ungueal. Da mesma forma, compostos com
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grupamentos sulfidrila, como a cisteina, podem desestabilizar a estrutura de
queratina, por clivagem das ligacdes dissulfeto das proteinas (KUMAR e RAJU,
2013).

A metodologia in vitro que utiliza células de difusédo representa a técnica mais
comum para a avaliacdo da permeacao transungueal e também pode ser utilizada
para a avaliacdo de compostos quimicos com capacidade de potencializar a
permeacdo de farmacos através da unha (CHOUHAN e SAINI, 2012). A adi¢do de
tais compostos as formulacdes visa melhorar as taxas de cura da monoterapia
topica (NAIR et al., 2009).

Na técnica de permeacdo com células de difusdo, a formulacdo é aplicada na
superficie dorsal da unha e amostras da solucdo em contato com a porgéo ventral
séo recolhidas em tempos determinados e, entdo, é calculado o fluxo do farmaco
através da unha. Nessa técnica e nos demais estudos de permeacao in vitro, cascos
de animais como porco ou boi podem ser utilizados em substituicdo a unha humana.
No entanto, os cascos de mamiferos tendem a absorver mais dgua que a unha
humana, sendo mais permeaveis, 0 que gera certa limitacdo a técnica. Cortes de
unhas obtidos de voluntarios sadios também podem ser utilizados nos ensaios.
Porém, nesses casos, a placa ungueal disponivel € pequena, tornando necessario
comparar os resultados com o uso de unhas de cadaver humano (ELKEEB et al.,
2010).

2.5 Espécies vegetais como fonte de moléculas com propriedades

medicinais e potencial antifungico

Desde a Idade Antiga, o homem tem utilizado as plantas no tratamento de
enfermidades. A terapéutica moderna, que dispde de um consideravel nimero de
medicamentos, desenvolveu-se com o auxilio dos produtos de origem natural
(TAKAKI, MODESTO JR. e FIGUEIREDO, 2007).

A ocorréncia de um numero elevado de vegetais resistentes a fitopatdégenos
chama a atencdo para a existéncia de substancias com atividade fungicida nessas
plantas (VENTUROSO et al., 2010). Estudos apontam que cerca de 60 % dos 6leos
essenciais vegetais apresentam atividade antifiungica, enquanto aproximadamente

35 % tém propriedades antibacterianas (LIMA et al., 2006).
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Pagiotti e colaboradores (2011) enfatizaram que o aumento da resisténcia
fungica e o fato de muitos dos antifiUngicos disponiveis apresentarem atividade
fungistatica representam preocupacdo na assisténcia a saude, sendo necessario o
desenvolvimento de novos farmacos e que os vegetais poderiam representar fontes
de novas moléculas bioativas.

Muitas substancias de origem vegetal apresentam propriedades medicinais ja
descritas (CANESCHI et al., 2015; ZIMMERMANN-FRANCO et al., 2014). Algumas
sdo utilizadas na alimentacdo ha longo tempo e as especiarias e outros materiais
aromaticos vegetais, aléem de suas propriedades aromatizantes e flavorizantes,
apresentam atividade na preservacdo dos alimentos, bem como atividades
farmacéuticas (SHAN, BROOKS e CORKE, 2007).

Dentre esses produtos de origem vegetal, é possivel destacar a canela, que € a
casca seca obtida a partir das espécies pertencentes ao género Cinnamomum. E
utilizada como especiaria em todo o mundo e seu 6leo essencial contém substancias
bioativas com destaque para o cinamaldeido (FAIKOH, HONG e HU, 2014),
composto mais abundante e importante, além de cumarinas, eugenol ou &lcool
cinamilico (LEE et al., 2010).

O género Cinnamomum pertence a familia Lauraceae e compreende cerca de
250 espécies (WANG, WANG e YANG, 2009), com destaque para C. zeylanicum e
C. cassia. Marques, Barros e Costa (2004) descreveram as lauraceas como uma das
familias mais representativas da Mata Atlantica no Rio de Janeiro, ocorrendo nos
mais diversos ecossistemas.

O oOleo essencial da canela é um liquido amarelado, que tende a escurecer ou
tornar-se mais viscoso com o tempo ou exposi¢cado prolongada ao ar. Seu sabor e
odor sdo caracteristicos e apresenta baixa solubilidade em agua, mas solubilidade
em etanol ou acido acético glacial. Em relacédo a toxicidade, esse 0Oleo apresenta
dose letal média (DLsp) estimada para a aplicacdo dérmica de 690 mg/kg
(CABRERA, 2010).

As cascas das espécies desse género contém taninos condensados na forma
de polimeros de proantocianidinas (SHAN, BROOKS e CORKE, 2007). Dearlove e
colaboradores (2008) descreveram a composicdo das espécies do género
Cinnamomum contendo cinamaldeido, furfural, cuminaldeido, eugenol e cariofileno.
Abdelwahab e colaboradores (2014) relataram que o0 Oleo essencial oriundo das

plantas desse género pode conter cinamaldeido, linalol, canfora, 4-terpineol, 1,8-
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cineol, eugenol, safrol, muruleno, a-cadinol, D-germacreno, a-terpineol, a-cadieno,
1,6-octadien-3-0l-3,7-dimetil e dietanoato de 1-fenilpropano-2,2-diol. O valor
econdmico do 6leo essencial proveniente dessas plantas depende da espécie e da
parte do vegetal utilizada (LIMA et al., 2005).

O d6leo de canela possui emprego nas industrias de alimentos (conservacao e
como flavorizante), cosméticos e farmacéutica (ABDELWAHAB et al., 2014). A
canela possui propriedades medicinais e pode ser utlizada no tratamento de
doencas gastrintestinais, possui ac¢des anti-inflamatoéria, anestésica, antialérgica,
antiulcerosa, antipirética e antioxidante (VARALAKSHMI et al., 2014). Varalakshmi e
colaboradores (2014), ao estudarem o extrato obtido a partir da casca de C.
zeylanicum (sinonimia C. verum), verificaram atividade antimicrobiana comparavel a
ampicilina frente a bactérias Gram-positivas. Esses autores observaram, ainda, que
0 extrato metandlico dessa espécie apresentava capacidade de induzir apoptose em
células de hepatoma humano, o que indicou a atividade anticancer do mesmo.

Shan, Brooks e Corke (2007) avaliaram o extrato bruto de C. burmannii,
proveniente da Indonésia, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa acoplados ao espectrébmetro de massa. Os dados mostraram
gue os constituintes majoritarios foram E-cinamaldeido e proantocianidina/(epi)
catequinas. A analise da atividade antimicrobiana, utilizando esses constituintes,
revelou que E-cinamaldeido foi ativo contra Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella sorotipo Anatum, com
concentracéo inibitéria minima (CIM) de 125 — 500 pg/mL e concentracdo bactericida
minima de 250 — 2500 pg/mL. As proantocianidinas também apresentaram atividade
contra esses micro-organismos, com CIM de 78,1 - 2500 pg/mL e concentracdo
bactericida minima de 78,1 a = 2500 pg/mL.

Estudos mostraram que as plantas pertencentes a esse género possuem agao
antifingica (ABDELWAHAB et al., 2014; NEGRI et al., 2014; TEJESWINI et al.,
2014; YEH, LIN e CHANG, 2014) e que essa acdo pode ser atribuida a seu
constituinte majoritario, o cinamaldeido (TEJESWINI et al., 2014).

Shen e colaboradores (2015) verificaram atividade do cinamaldeido frente a T.
rubrum e C. albicans a 20 e 40 pg/mL, respectivamente. Lopes e colaboradores
(2014), incorporaram essa substancia a filmes de celulose, na concentracéo de 10 %
e verificaram a inibicdo do crescimento de micro-organismos, inclusive de Fusarium

oxysporum.
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O cinamaldeido, um aldeido cinamico, € um alilbenzeno (LIMA et al., 2005)
presente no Oleo essencial de canela na forma de dois estereoisbmeros, Z-
cinamaldeido e E-cinamaldeido (BARKMAN, 2001). E o principal constituinte desse
Oleo essencial, o qual tem sido utilizado como aditivo alimentar, condimento e
flavorizante, devido a suas propriedades carminativas, antioxidante e preservativa
(NATH, BARUAH e KANJILAL, 2006) nas concentraces de 9,00 e 4900,00 partes
por milhdo (ppm) (NOSTRO et al., 2012).

Além disso, foi descrito como inibidor da xantina-oxidase (LEE et al., 2010),
como possuidor de potencial antidiabetogénico (LEE et al., 2010) e de propriedades
antifingicas (JHAM et al., 2005; CABRERA, 2010). E considerado um agente
antimicrobiano de amplo espectro, capaz de atuar sobre bactérias resistentes a
farmacos e formadoras de biofilmes, possuindo efeitos sobre a estrutura e funcao da
membrana plasmatica (SHAN, BROOKS e CORKE, 2007; BARBOSA, 2010;
NOSTRO et al., 2012).

O cinamaldeido é considerado também inibidor do crescimento de bactérias,
fungos filamentosos e leveduras, o qual pode interferir com a ATPase mitocondrial
tipo-F e promover a reducédo da concentracao intracelular de ATP (SHREAZ et al.,
2011; KHAN et al., 2012). Para Shreaz e colaboradores (2010; 2011), a atividade
antimicrobiana desse composto se d& por acdo na membrana do micro-organismo e
tanto o anel aromatico, quanto a cadeia alifatica afetam a atividade antifingica. Kim
e colaboradores (2011) descreveram que os derivados do acido cindamico sao
compostos fendlicos, capazes de promover a ruptura da homeostasia do sistema
redox celular, com consequente inibicdo do crescimento microbiano. Esses dados
podem ser uteis na elucidacdo do mecanismo de acédo desse composto.

Pode ser utlizado na formulacdo de polimeros para fabricacdo de
equipamentos biomédicos ou embalagens de alimentos, por sua capacidade de inibir
0 crescimento microbiano e a formagédo de biofilmes (NOSTRO et al., 2012).
Amalaradjou, Kim e Venkitanarayanan (2014), citaram também que o trans-
cinamaldeido foi capaz de inibir a sintese de biofilmes pelo micro-organismo
Cronobacter sakazakii, que € um patdgeno de origem alimentar, ao qual se associa
alta mortalidade em neonatos e lactentes.

Esse composto foi sintetizado pela primeira vez por Chiozza, em 1854.
Posteriormente, Perkin realizou a sintese do acido cinamico, a partir da reacao de

condensacdo entre o anidrido acético e o benzaldeido e Bertagnini substituiu o
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anidrido acético por cloreto de acetila, para a obtencdo desse produto (Figura 12)
(PAPEO e PULICI, 2013; YOON, CHA e KIM, 2013).
Figura 12: Reacdo de obtencéo do &cido cindmico.
O
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Fonte: PAPEO e PULICI, 2013.

A reducdo desse acido carboxilico leva a obtencdo do aldeido correspondente,
nesse caso, o cinamaldeido. Nyamunda, Moyo e Fidelis (2012) reportaram também
a oxidacao do alcool cinamilico a cinamaldeido, com a utilizacdo dos catalisadores
paladio e platina.

Amalaradjou, Kim e Venkitanarayanan (2014) informaram que o Food and Drug
Administration (FDA) avaliou o trans-cinamaldeido (correspondente ao isébmero E)
como molécula considerada como geralmente segura. Também possui propriedades
antipiréticas e analgésicas descritas, além de atividade inseticida, antibacteriana,
imunomoduladora e acdo sobre a coagulacdo intravascular (NATH, BARUAH e
KANJILAL, 2006).

Além disso, Shreaz e colaboradores (2013) verificaram que o cinamaldeido
provocou cerca de 10,1 % de hemolise em células humanas, contra 20 % provocada
pelo fluconazol. Dessa forma, os autores consideraram esse composto como de
toxicidade limitada

Khan, Ahmad e Cameotra (2013) observaram que o cinamaldeido a 18 pg/mL
ocasionou 1,84 % de hemodlise contra 3,56 % da anfotericina B a 0,125 pg/mL. E
Koleva, Madden e Cronin (2008) observaram que o cinamaldeido ndo é um
composto mutagénico, uma vez que ndo foi capaz de formar adutos com o acido
desoxirribonucleico (ADN). Informaram ainda que esse composto provocava
sensibilizacdo da pele por meio de adicdo tipo Michael. Nesse tipo de reacao, o
eletrofilo se liga a regibes nucleofilicas de polipeptideos, com a formacdo de
proteinas alteradas antigénicas, as quais sdo expressas por células de Langerhans,
acarretando a proliferacdo de células T e o consequente processo de sensibilizacao.

Outra planta utilizada como especiaria e na medicina popular € Syzygium

aromaticum (L.) Merr. & Perry (sinonimia Eugenia caryophyllata, Eugenia
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caryophillus, Eugenia aromatica, Caryophyllus aromaticus, Jambosa caryophillus)
(BRASIL, 2003), popularmente conhecida como cravo-da-india (ASCENCAO e
FILHO, 2013), a qual pertence a familia Myrtaceae, de origem asiatica, aclimatada
na Africa e no Brasil. Dois produtos da arvore do cravo estdo disponiveis no
mercado: o cravo, que é o botdo floral dessecado e o 6leo essencial extraido dos
botdes, folhas e caule (RAZAFIMAMONJISON et al., 2014). O 6leo essencial possui
propriedades medicinais (FILHO e RODRIGUES, 2012; FLORES, BECK e SILVA,
2016) e pode ser utilizado como preservativo de alimentos, ndo sendo prejudicial
para a saude humana ou meio ambiente (XING et al., 2012). Esse 6leo é composto
por uma mistura de terpenos volateis ciclicos e alifaticos e fenilpropanoides (SANTIN
et al., 2011).

O eugenol é o constituinte mais importante desse 6leo (minimo de 75 %)
(BRASIL, 2003) e ha relatos de atividade antimicrobiana atribuida a esse
componente (XING et al.,, 2012). Joseph e Sujatha (2012) conferiram ao 6leo de
cravo propriedades antioxidantes, antimutagénicas, antiulcerogénicas e
antiparasitarias. Além disso, possui acdo anestésica, analgésica e foi amplamente
utilizado na odontologia (PINTO et al., 2009).

Ja Karmakar e colaboradores (2012) afirmaram que, além do eugenol, o cravo
apresentava como constituintes o 3-cariofileno e o acetato de eugenol. Esses dados
corroboram os achados de Santim e colaboradores (2011), que evidenciaram essa
mesma composi¢ao para o 6leo de cravo (89,6 % de eugenol; 8,6 % de cariofileno e
1,7 % de acetato de eugenol). Soni e Dahiya (2014) informaram que os principais
constituintes dos botdes florais séo os fenilpropanoides como eugenol, carvacrol,
timol e cinamaldeido. No entanto, a origem do vegetal influencia qualitativa e
guantitativamente na composi¢cao quimica. Vale considerar que o teor de eugenol é
baixo na fase de botdo jovem, mas crescente e alcanca percentual maximo na fase
de frutificacdo completa, evento contrario ocorre com o acetato de eugenol
(RAZAFIMAMONUJISON et al., 2014).

Além de ser o principal constituinte do 6leo de cravo, o eugenol também pode
ser obtido a partir de plantas dos géneros Myristica, Cinnamomum e Ocimum e, em
menor percentual, a partir de espécies de Cymbopogon (PEREIRA, MENDES e
LIMA, 2013).

Ahmad e colaboradores (2010) verificaram que o eugenol apresentava

atividade fungicida frente a C. albicans, provavelmente, por interferéncia na
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biossintese do ergosterol. Fontenele e colaboradores (2011) também observaram
acao desse composto frente a M. canis (MIC = 39 pg/mL) e a C. albicans (MIC = 150
- 620 pg/mL).

O eugenol, ou 4-alil-2-metoxifenol, € um composto fendlico (BAKKALI et al.,
2008), com propriedades in vivo e in vitro contra o género Candida, bem como
atividade antidermatofitica in vitro (LEE et al., 2007). Além da acdo antifingica,
Gulcgin (2011) relatou ainda que o composto apresentava propriedades anestésicas,
bactericidas, bacteriostaticas, dentre outras. Jaganathan e colaboradores (2011)
verificaram que o eugenol possuia efeito antiproliferativo e indutor de apoptose em
células de cancer de colon humano, dependentes da concentracdo e linhagem
celular avaliada, sendo as propriedades biolégicas desse composto atribuidas ao
grupo fendlico (PEREIRA, MENDES e LIMA, 2013).

O eugenol é um composto liquido com aspecto amarelado, com sabor ardente
e picante e que escurece em contato com o ar (ASCENCAO e FILHO, 2013). E
considerado seguro pelo FDA, com dose didria maxima recomendada de 2,5 mg/kg
(GULCIN, 2011) e dose letal média, para ingestdo oral em ratos, de 3000 mg/kg
(GONG et al., 2016). Affonso e colaboradores (2012) citaram que o eugenol
apresentou baixo potencial de alergenicidade e foi bem tolerado pela pele, quando
incorporado a produtos de higiene e perfumes.

Brauer, Morris e Howe descreveram, em 1963, a sintese organica de um dos
isdmeros de eugenol, o 3-alil-2-metoxifenol, a partir da demetilacdo parcial do 1-alil-
2,3-dimetoxibenzeno. Os estudos de Cheng e colaboradores (2011) avaliaram a
acao de eugenol e seus derivados contra o fungo Rhizoctonia solani e os autores
verificaram que os compostos que apresentavam o grupamento hidroxila livre foram
mais ativos. No entanto, em relacdo a toxicidade dos compostos, 0s autores
constataram que a dupla ligagdo entre os carbonos 7 e 8 da cadeia alifatica era
responsavel pelo aumento da lipofilicidade e toxicidade dos compostos. Xie e
colaboradores (2015) confirmaram, para o eugenol e demais componentes do 06leo
essencial, que a posicdo da dupla ligacao influenciava nas propriedades biol6gicas
dos compostos. Além disso, a lipofilicidade poderia estar relacionada a toxicidade
desses compostos.

Abd-Elsalam e Khokhlov (2015), ao produzirem uma namoemulsdo 6leo em
agua, utilizando o eugenol, verificaram atividade antifingica in vitro e in vivo frente a

F. oxysporum f. sp. vasinfectum, patégeno capaz de afetar plantas. Ja Khan e
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Ahmad (2011) observaram que o eugenol foi um dos compostos ativos frente a duas
linhagens de T. rubrum (IOA-9 e MTCC 296) resistentes a fluconazol e itraconazol.

O cinamaldeido e o eugenol foram escolhidos para o desenvolvimento dessa
pesquisa devido ao seu potencial antifungico. A escolha se baseou, ainda, no fato de
ambos apresentarem a mesma via biossintética nos vegetais, ja que,
biogeneticamente, sdo compostos da rota do acido chiquimico (NATH, BARUAH e
KANJILAL, 2006). S&o provenientes do metabolismo secundéario das plantas
(GARCIA e CARRIL, 2009) e pertencentes a classe dos fenilpropanoides (DARVISH
et al., 2013). O esquema resumido da producédo de componentes fenilpropanoides a
partir da glicose pode ser verificado na Figura 13.

Figura 13: Representacdo esquematica da producéo de fenilpropanoides a

partir da glicose.
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Fonte: Adaptado de MONTAGNER, 2007.
Na Figura 14, é possivel verificar os compostos intermediarios na sintese do

acido cinamico, a partir do &cido chiguimico.
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Figura 14: Representacdo esquematica de compostos intermedidrios na sintese de

acido cinamico.
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Fonte: Adaptado de CZELUSNIAK et al., 2012.

Por meio da via do &cido chiquimico, tem-se a formagcdo do aminoé&cido
aromatico fenilalanina, o qual, pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase, é
convertida a acido cinamico. Este, por sua vez, pode sofrer reducfes enzimaticas e
originar alilbenzenos e propenilbenzenos (OOTANI et al.,, 2013), o que pode ser

verificado no Figura 15.
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Figura 15: Sintese de cinamaldeido e eugenol a partir da fenilalanina.
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Fonte: Adaptado de BARKMAN, 2001.

A fim de verificar se a associacdo de cinamaldeido e eugenol era capaz de
potencializar o efeito antifingico dos compostos isolados, o estudo também teve por
objetivo a andlise de propor¢cBes definidas desses constituintes a 75 % de
cinamaldeido e 25 % de eugenol, 50 % de cada componente e 25 % de
cinamaldeido e 75 % de eugenol.

A terceira substancia selecionada para a andlise foi o produto sintético a-metil-
trans-cinamaldeido, uma vez que estudos mostraram que os derivados sintéticos do
cinamaldeido apresentavam melhor atividade biologica (NORDQVIST et al., 2011).
Além disso, o aumento da lipofilicidade era capaz de promover a reducdo da
toxicidade e potencializar a acao antifungica (KHAN et al., 2012).

Esse derivado metilado do cinamaldeido também apresenta propriedades
contra leveduras do género Candida descritas (KHAN et al., 2012; SHREAZ et al.,

2011). A estrutura quimica desse composto pode ser verificada na Figura 16.
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Figura 16: Estrutura quimica do a-metil-trans-cinamaldeido.

. -CHO
CHs;
Fonte: CHENG et al., 2011.

A presenca do grupamento metil, na cadeia alifatica, aumenta a lipofilicidade da
molécula, o que pode acarretar o aumento da efetividade do composto. Além disso,
o a-metil-trans-cinamaldeido reage mais lentamente com as aminas, reduzindo a
sensibilizacdo sobre a pele, quando comparado ao cinamaldeido (SHREAZ et al.,
2011).

Kong e colaboradores (2007) descreveram que essa substancia apresentava
acdo contra o nematédeo Bursaphelenchus xylophilus. No entanto, existem poucos
estudos que avaliaram suas propriedades bioldégicas e, em grande parte dos
trabalhos, tal composto é utilizado como reagente na sintese organica de novos
compostos quimicos como 4-ciano e 4-nitro-a-etil-trans-cinamaldeido (GUTMANN et
al., 2014); indolizinas (KIM et al., 2007) e iminolactonas (LU e LIM, 2008).

Bisogno e colaboradores, em 2007, relataram a sintese de 22 compostos
derivados do &cido cinamico, dentre os quais foi verificada atividade contra fungos
do género Aspergillus. O derivado designado por 16 [acido acrilico (E)-3-(4-metoxi-3-
(3-metilbut-2-enil)fenil] apresentou CIM de 1,25 pug/mL frente a A. niger ATCC 11394,
0 que, segundo os autores, o tornava comparavel ao farmaco miconazol. Em 2013,
Korosec e colaboradores sintetizaram 42 derivados do acido cindmico e observaram
atividade de 7 derivados frente a Cochliobolus lunatus MUCL 38696 e 2 frente a A.
niger N402 cspAl e Pleurotus ostreatus Plo5. Observaram ainda que, em geral, a
presenca de grupos retiradores de elétrons no anel aroméatico favorecia a atividade
antifingica. Quatro desses compostos eram inibidores competitivos da enzima
benzoato-4-hidroxilase ou CYP53A15, envolvida no metabolismo de compostos

aromaticos pela célula fungica.
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2.6 Microscopia eletrénica

2.6.1 Microscopia eletronica de varredura

O microscopio 6ptico tem resolucdo aproximada de 200 nm (CASTRO, 2002).
Limita-se ao aumento de 2000 vezes, em funcdo do efeito da difracdo, devido ao
comprimento de onda da radiagdo incidente (DEDAVID, GOMES e MACHADO,
2007). J4 o microscopio eletrbnico de varredura tem resolucdo de até 1 nm, sendo
importante ao desenvolvimento de pesquisas (DEDAVID, GOMES e MACHADO,
2007).

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) € uma técnica que fornece
informacdes de detalhes das estruturas, pela utilizacdo de aumentos de até 300.000
vezes e pode ser utilizada em varias areas do conhecimento. A imagem eletrénica
de varredura é formada pela incidéncia de um feixe de elétrons no material, sob
condi¢des de vacuo (DUARTE et al., 2003). Esse pequeno feixe de elétrons explora
a superficie do material, ponto a ponto, por linhas sucessivas e transmite o sinal do
detector a uma tela catddica, cuja varredura esta sincronizada com o feixe incidente
(DEDAVID, GOMES e MACHADO, 2007).

Essa incidéncia promove a emissdo de elétrons secundarios; retroespalhados
(DUARTE et al., 2003); auger, que sdo elétrons com energia em torno de 1500
elétron-volts e que depende do elemento emissor e sua ligacdo quimica (DEDAVID,
GOMES e MACHADO, 2007) e absorvidos; bem como raios X e
catodoluminescéncia. A imagem gerada, em tons de cinza, é a representacao do
mapeamento e contagem dos elétrons secundarios e retroespalhados emitidos pelo
material avaliado (DUARTE et al.,, 2003). A resolucdo da imagem de elétrons
secundérios corresponde ao didmetro do feixe, que varia em fungdo das
especificacdes do equipamento, além de corrente elétrica local e condicbes de
vacuo (DUARTE et al., 2003).

A amostra a ser avaliada deve ser representativa da situacéo a ser analisada e
deve passar por processo de fixagdo quimica, para a manutencdo da forma. Apoés
esse procedimento, o material é desidratado com etanol ou acetona, que,
posteriormente, podem ser substituidos por gas carbdnico (CO,) em equipamento de

secagem em temperatura de ponto critico. A montagem do espécime é feita sobre
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suporte de aluminio (stub) e o material é coberto por ouro ou carbono, para torna-lo
bom condutor térmico ou elétrico (CASTRO, 2002).

O microscopio eletrbnico de varredura possui grande profundidade de foco e,
consequentemente, a topografia superficial dos objetos sélidos pode ser facilmente

avaliada e as micrografias tém aspecto tridimensional (GALLETI, 2003; TIMM, 2005).

2.6.2 Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) permite analisar detalhes mais
finos de uma estrutura celular ou organizacdo molecular de virus ou constituintes
sub-celulares. Torna possivel obter informagdo sobre constituintes internos das
células (GALLETI, 2003). Nessa técnica, um feixe de elétrons acelerado por alta
tensdo atravessa e interage com uma amostra transparente. Utiliza as fontes de
elétrons termoibnicas e de emissdo de campo. As amostras avaliadas por esse
método devem ser finas a ponto de serem transparentes aos elétrons
(MANNHEIMER, 2002). Esse feixe de particulas carregadas negativamente tem
comprimento de onda na ordem de 0,01 nm. Os elétrons sdo gerados pelo
aguecimento de um filete de tungsténio e acelerados por uma diferenca de potencial
entre o catodo e o éanodo. Essa técnica permite alcancar aumentos de,
aproximadamente, 500000 vezes, 0 que possibilita visualizar estruturas de,
aproximadamente, 0,1 nm (SILVA, 2009).

Nesse método, a formacdo da imagem depende do tipo de interagdo que o
feixe sofre ao atravessar a amostra e da espessura dessa Ultima (ROSA, 2008). No
preparo do material para a analise também devem ser empregados fixadores como
glutaraldeido, tetroxido de 6smio (OsQ,), paraformaldeido e permanganato de
potassio. As amostras fixadas devem ser posteriormente incluidas em resinas, como
a epoxi e cortadas com a utilizagdo do ultramicrétomo (TIMM, 2005).

Essa técnica permite alcancar alta resolugdo, mas é um equipamento
complexo, que exige amostras extremamente finas e € dificil obter informac6es

sobre as estruturas em trés dimensdes (GALLETI, 2003).
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2.7 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é a técnica utilizada para a identificacdo das células com
base em seu tamanho, granulosidade ou intensidade de fluorescéncia emitida e,
para isso, faz uso de anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos. As
células da amostra sdo mantidas em suspensao e introduzidas numa camara de
fluxo vibratéria, com solucdo tampédo, sob um fluxo de 500 a 4000 células por
segundo. Ao passarem, individualmente, por essa camara, um laser incide sobre
essas células, as quais sédo dispersas em varias direcbes, de acordo com sua
morfologia (tamanho, topografia, estrutura interna e densidade Optica). Embora
tenha custo elevado e requeira profissional capacitado para a operacdo do
equipamento, essa técnica permitiu a avaliacdo do comportamento celular e se
tornou a técnica alternativa na avaliacdo de substancias puras e extratos vegetais
(MACHADO JUNIOR et al., 2006; NAKAGE et al., 2005).

Benaducci (2009) utilizou essa técnica para a avaliacdo da susceptibilidade de
fungos e informou que também se aplica a elucidacdo do mecanismo de acédo de
compostos. Morales (2009) confirmou que, além da verificagdo do tamanho das
células e susceptibilidade a compostos, a técnica permite obter informacdes sobre a
viabilidade celular e sobre pardmetros intrinsecos (componentes capazes de emitir
fluorescéncia). Ja os parametros extrinsecos como acidos nucleicos, proteinas, ions,
pH, potencial de membrana e mitocondrial, fluidez da membrana, requerem o uso de
sondas fluorescentes para essa avaliacéo.

Dentre os fluorocromos disponiveis comercialmente € possivel citar
MitoTracker Red CMXRos, o qual penetra na matriz mitocondrial, por meio da forga
motriz de prétons e marca a mitocondria metabolicamente ativa em células viaveis,
com emissao de fluorescéncia vermelha (BELENKY, CAMACHO e COLLINS, 2013;
SUN et al., 2009). Bem como o BODIPY 493/503 (4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentametil-
4-boro-3a,4a-diaza-s-indaceno), que € um fluorocromo lipofilico, capaz de corar
tanto células vivas, quanto fixadas sendo comumente empregado por ser de facil
utilizacdo e por seu custo relativamente baixo (HARRIS, SKINNER e WOLINS,
2013).
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2.8 Ensaios de toxicidade

Existe uma preocupacgéo crescente em se reduzir o0 uso de animais em testes
de farmacos, substituindo-os por ensaios in vitro. No pais, a implementacdo da
Portaria Normativa nimero (n®) 18, de 24 de setembro de 2014, determinou que, as
instituicdes que realizassem pesquisas com animais teriam prazo maximo de 5 anos
para realizar a substituicdo por metodologias alternativas, quando cabiveis. Desde
que essas metodologias fossem validadas e reconhecidas internacionalmente
(AZEVEDO et al., 2015).

Dentre os métodos alternativos, é possivel destacar o0s ensaios de
citotoxicidade, os quais visam avaliar os efeitos dos agentes sobre fungdes celulares
basais, como primeiro nivel de testes para considerar um produto seguro (AZEVEDO
et al., 2015). Fernandes e colaboradores (2013) destacaram que ha varios métodos
para se estudar a viabilidade celular em cultura de células. Esses ensaios de
citotoxicidade séo realizados em microplacas, o que possibilita analisar diferentes
concentracdes do composto teste. Permitem identificar tanto a proliferagcdo quanto a
morte celular, por meio de colorimetria ou absorvancia, devido a incorporacdo de
determinadas substéancias.

A utilizagdo de metodologias in vitro apresenta certas vantagens, quando
comparada aos ensaios in vivo, que seriam 0 baixo custo, o menor tempo de
duracdo dos ensaios e a possibilidade de se obter resultados significativos com
variaveis limitadas (MIRANDA, 2007). Nos estudos in vitro, a utilizacdo de células
estabelecidas ou continuas de mamiferos, que seriam células com capacidade de se
multiplicarem indefinidamente, faciltam a reprodutibilidade dos resultados
(MIRANDA, 2007; SAO PAULO, 2009).

Os fibroblastos da linhagem L 929 sao células estabelecidas, provenientes de
do tecido conjuntivo frouxo de camundongos, produtoras de matriz extracelular e
importantes na reparacdo e remodelacdo dos tecidos. Essas células sdo as mais
comumente utilizadas em estudos de biocompatibilidade de compostos e
recomendados pela International Organization for Standardization 10993-6, em sua
revisédo de 1996 (LONGO, 2013; MIRANDA, 2007)

A citotoxicidade de um composto ou formulacéo pode ser estimada por meio da
utilizacdo do método de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina

(MTT), o qual representa a indicagdo colorimétrica da viabilidade celular (SILVA et
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al., 2015). O MTT € um composto tetrazdlico de coloracdo amarela, que pode ser
reduzido, principalmente por enzimas mitocondriais, gerando cristais de formazan,
de cor purpura (YE et al.,, 2013). A intensidade da densidade Optica produzida é
proporcional a quantidade de células viaveis presentes na amostra (BRAGA, 2012).
A captacdo desse composto pela célula pode se dar por meio de endocitose ou por
proteinas transportadoras. A capacidade da célula em reduzir o MTT esta
relacionada a sua atividade mitocondrial, representando, consequentemente, a
viabilidade celular (YE et al., 2013). Essa viabilidade celular pode ser estudada
empregando-se os fibroblastos (LONGO, 2013).

Por outro lado, os ensaios ecotoxicolégicos também se fazem importantes ja
que o crescimento da populacdo e o avan¢co de novas tecnologias propiciaram o
desenvolvimento e producdo de novos farmacos em larga escala. A grande
utilizacdo dessas substancias pode possibilitar a presenca de residuos dos mesmos
em aguas de abastecimento, superficiais e sedimentos (YAMAMOTO et al., 2012).
De acordo com Yamamoto e colaboradores (2012), a ocorréncias de produtos
farmacéuticos no ambiente aquatico torna necessaria a avaliagdo dos possiveis
efeitos adversos sobre a biota. Para isso, os ensaios de ecotoxicidade sao
importantes aliados na avaliacdo dos efeitos bioldgicos provocados por efluentes
industriais e domeésticos, por amostras ambientais e substancias quimicas, dentre
elas os medicamentos. Por meio desses testes, é possivel elucidar os efeitos e os
mecanismos de acédo dos contaminantes nos sistemas biologicos.

Cumpre ressaltar que entidades como a Commision of the European
Communities (CEC) preconizaram que o risco ambiental devera ser avaliado para
novas substéancias, ativos quimicos, compostos de interesse em produtos biocidas e
substancias ja conhecidas, que requeiram prioridade, nos ambientes aquatico,
terrestre, aéreo e marinho. Embora, para o ambiente terrestre, os ensaios podem ser
somente qualitativos, uma vez que nao existe padronizacéo dos testes (CEC, 1996).

Faz-se necessario considerar que 0S organismos podem ser expostos no
ambiente natural, a concentracbes de toxicantes insuficientes para causar a
mortalidade em curto prazo. No entanto, em longo prazo, podem ocorrer alteragbes
respiratorias, nutricionais e/ou reprodutivas (RAVANELI, 2009). Também deve ser
considerada a biomagnificacdo, ou seja, 0 aumento na concentracdo de uma
determinada substancia a cada nivel da cadeia alimentar. Tal processo ocorre em

funcdo de a fonte de alimento para organismos de um nivel superior, incluindo os
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seres humanos, ser progressivamente mais concentrada, aumentando assim a
bioacumulacao no topo dessa cadeia (MARCONE, 2011). Nesse aspecto, o impacto
ambiental pode ter reflexos diretos na satde humana (MAGALHAES e FERRAO
FILHO, 2008; CAMPOS e SEO, 2009; MARCONE, 2011).

De acordo com Ravaneli (2009), os testes de toxicidade aquatica sao
mecanismos utilizados na deteccéo e avaliacdo dos efeitos toxicolégicos potenciais
de produtos quimicos nos organismos aquaticos. Assim, esses testes sado capazes
de embasar a analise do risco associado a situacdo na qual o agente quimico, o
organismo e as condi¢cfes de exposicdo sdo definidos. Tal fato se justifica porque,
por meio dos bioensaios, 0s organismos aquaticos respondem integralmente a
presenca ou ao efeito de uma substancia toxica, sozinha ou em associagéo.

Ja no Brasil, os testes ecotoxicoldgicos tém se tornado cada vez mais comuns.
Além disso, sdo requisitos para a obtencdo e manutencédo de licencas junto aos
orgdos ambientais de alguns estados como a Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental do Estado de Sao Paulo (CETESB) e Associagao Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT) (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008). Além da
CETESB e ABNT, o Instituto Brasileiro de Meio ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) participou do estabelecimento de procedimentos para
execucao de ensaios ecotoxicoldgicos com organismos aquéticos (BASILE, 2008).

Os testes de toxicidade aguda com peixes e dafinideos sdo considerados os
principais métodos para controle ambiental, com destaque para Daphnia magna
(MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008) e Brachydanio rerio ou Danio rerio,
também conhecido como peixe paulistinha (zebrafish em inglés). David et al. (2012)
afirmaram que os testes utilizando o microcrustaceo Daphnia magna sdo bastante
utilizados, de acordo com as diretrizes internacionais. Além disso, Danio rerio é uma
espécie modelo bem caracterizada, principalmente nas areas de biologia do
desenvolvimento e genética molecular. Além disso, embrides e larvas desse animal
podem ser utilizados como modelo em testes de toxicidade, triagem ecotoxicologica
e testes de medicamentos (DAVID et al., 2012).

Esses bioindicadores permitem avaliar os efeitos de substancias téxicas, as
quais podem ser lancadas no ecossistema aquéatico, bem como podem ser
empregados em teste de eficacia de medicamentos, para avaliar a acao desses
compostos no ambiente (RAVANELI, 2009). S&o organismos capazes de apresentar

alguma alteracdo, que pode ser fisioldégica, morfolégica ou comportamental, quando
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expostos a determinados compostos. Isso ocorre devido ao baixo limite de tolerancia
ecologica e a resposta aguda a ser verificada pode ser a letalidade ou imobilidade
de invertebrados (MOUTINHO, 2013). Vale informar que Danio rerio possui 89
genes relacionados ao citocromo P450 (genes CYP) ja identificados; sendo 42
membros da familia CYP 2 (DAVID et al., 2012).

O objetivo dos ensaios é a determinacdo da Concentracdo Letal Mediana
(CLsp) ou a Concentracdo Efetiva Mediana (CEsp), que, por definicdo, sdo a
concentracdo do agente toxico capaz de provocar a morte ou imobilidade,
respectivamente, a 50 % dos organismos avaliados, apos um determinado tempo de
exposicao (ABNT, 2002; 2011).

De acordo com a CEC (1996), para novas substancias deverao ser realizados,
como requisitos minimos na avaliacdo do risco ambiental, os teste com peixes,
dafinideos e algas. No entanto, os testes ecotoxicolégicos também podem ser
realizados com minhocas ou fungos (BASILE, 2008). Os ensaios podem ser do tipo
estatico, sem renovacgdo da solucdo-teste ou semiestatico, onde essa renovacgao é
realizada (ABNT, 2011). Os requisitos para realizagdo dos ensaios com D. rerio e D.
magna podem ser verificados nos Quadros 4 e 5.

Quadro 4: Resumo dos requisitos para o ensaio definitivo de toxidade aguda com

Danio rerio.

Requisito Espécie — Danio rerio

Ensaio Estatico: 48 h

Semiestatico: 96 h

Organismo-teste Organismo adulto com comprimento total
de 2,00 cm £ 1,00 cm.

NuUumero minimo de solugbes-testes Cinco, mais o controle

NUumero minimo de organismos por | Dez

réplica

Alimentacéo Nenhuma
Temperatura 23°Ca?27°C
Fotoperiodo 12 ha 16 h de luz

Fonte: ABNT, 2011.




Quadro 5: Resumo dos requisitos para o ensaio de toxidade aguda com Daphnia

magna.
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Requisito

Espécie — Daphnia magna

Ensaio

Estatico

Idade do organismo-teste

Jovens com idade entre 2 he 26 h

Substancia de referéncia para

sensibilidade

Dicromato de potassio

Faixa de sensibilidade ao dicromato de

0,6 mg/L a 1,7 mg/L

potéssio

Numero de concentracdes Minimo de cinco, além do controle

NUumero de organismos por | Minimo de vinte
concentracao

Temperatura 18°C a22°C
Efeito observado Imobilidade

Fonte: ABNT, 2002.

Embora n&o exista um consenso na legislacéo brasileira sobre a padronizacao
dos métodos de biomonitoramento, a percepcdo de que a condicdo da agua pode
ser avaliada por meio de informacGes sobre organismos aquaticos impactou na
normatizacao do pais (BUSS, OLIVEIRA e BAPTISTA, 2008).

Magalhdes e Ferrdo Filho (2008) afirmaram que a legislacdo ambiental com
foco nas analises ecotoxicologicas estava em estagio de construgcdo. Em 17 de
marco de 2005, foi promulgada, pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA), a Resolucéo n® 357, que incorporou ao seu texto a necessidade de que
substancias ainda ndo listadas nessa Resolucdo e passiveis de causar danos aos
seres vivos fossem investigadas por meio de ensaios ecotoxicologicos, toxicologicos
ou outro método reconhecido (BRASIL, 2005).

Em 2011, a Resolugdo n® 430, veio alterar o artigo 3° da Resolucédo 357/2005,
estabelecendo que os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderiam ser
lancados diretamente nos corpos receptores ap0s 0 tratamento correto e
atendimento aos requisitos previstos na Secéao Il da mesma norma (SILVA, 2011). A
norma citada também ratificou a necessidade de realizagdo dos ensaios
ecotoxicolégicos, em organismos aquaticos de pelo menos dois niveis tréficos

diferentes (BRASIL, 2011).
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Por fim, a agéncia ambiental ja reconheceu a necessidade e importancia da
realizacdo de tais ensaios. Cabe a ANVISA adequar suas normativas, que dispdem
sobre boas préticas de fabricacdo e registro de medicamentos e insumos para que

também incluam esse requisito em seus textos.

2.9 Inovacgao

A inovacdo é considerada um processo complexo, que se baseia na
transformacdo do conhecimento cientifico em bens e produtos (BARREIRO e
PINTO, 2013). Queiroz, Albuguerque e Malink (2013) reconheceram a classificacao
apresentada por Knight em 1967, na qual a inovacao pode se dividir em quatro tipos,
que seriam: a inovagdo no produto ou no servico; no processo de producdo; na
estrutura organizacional ou nas pessoas envolvidas num processo de trabalho.

O Brasil tem avancado na area de pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos e, dentre outros aspectos que contribuiram para esse avango é
possivel destacar a aprovacdo da lei de patentes, o surgimento de unidades
qualificadas de pesquisa clinica e aprovacao da Lei da Inovacdo. Além da criacdo da
ANVISA, surgimento dos medicamentos genéricos, criacdo da politica industrial
tecnoldgica e de comércio exterior e a interagdo universidade e empresa, com a
insercao de doutores no setor industrial (CALIXTO e SIQUEIRA JR., 2008).

Além disso, foi promulgada no pais, em 02 de dezembro de 2004, a Lei 10.973,
que ficou conhecida como Lei da Inovagédo. O objetivo principal dessa norma foi
regulamentar a transferéncia de tecnologia entre universidades e empresas. Assim,
cada instituicdo publica de ensino e pesquisa deveria criar um Nucleo de Inovacao
Tecnologica, capaz de promover a articulacdo academia-empresa (PINTO,
GALEMBECK e ANDRADE, 2010; FONSECA, CLEMENTE e OLIVEIRA, 2012).

Cerca de 75 % dos medicamentos utilizados pela industria farmacéutica sédo
derivados de plantas, as quais ja eram utilizadas pelas comunidades indigenas. O
maior potencial econdmico da biodiversidade associa-se ao descobrimento de novos
principios ativos a partir dessa biodiversidade ou pela sintese, utilizando-se recursos
biol6gicos (TAKAKI, MODESTO JR. e FIGUEIREDO, 2007).

Até 2007, 365000 espécies de plantas haviam sido classificadas, porém
apenas 1100 tiveram suas propriedades medicinais analisadas. Do total de espécies

classificadas, 8 % eram como possuidoras de compostos bioativos e 25000 foram
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utilizadas na medicina tradicional (TAKAKI, MODESTO JR. e FIGUEIREDO, 2007).
O conhecimento tradicional do uso de algumas plantas eleva em 400 % as chances
de geracdo de um produto tecnoldgico e tem sido utilizado como meio de reduzir os
gastos com bioprospeccéo (TAKAKI, MODESTO JR. e FIGUEIREDO, 2007).

O desenvolvimento de um produto inovador a partir da identificacdo de uma
molécula bioativa até seu langcamento no mercado é um processo elaborado,
demorado e custoso (CALDERON, SILVA e STABELI, 2010). Segundo Torres
(2009), requer entre 10 e 15 anos e investimentos de cerca de U$ 300,00 milhdes.
Pereira, M. (2009) afirmou que a bioprospeccado pode reduzir o tempo e o custo de
producdo de um novo farmaco e os valores de producdo podem ser reduzidos a
aproximadamente U$ 70,00 milhdes. Além disso, possibilita o desenvolvimento de
medicamentos mais eficientes, com menos efeitos colaterais e maior facilidade de
uso.

Dados apontaram que tanto a biotecnologia classica quanto a moderna tém por
objetivo o desenvolvimento de produtos, processos ou servigos. Nesse sentido, essa
ciéncia buscava associar produtos biolodgicos inovadores, oriundos de recursos
naturais, a conservacdo da biodiversidade e o desenvolvimento econdmico
(PEREIRA, M., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a atividade antifangica de cinamaldeido, eugenol e a-metil-trans-
cinamaldeido e desenvolver uma formulacdo com acgdo sobre os principais fungos

causadores da onicomicose com 0 composto ou associacao mais eficaz.

3.2 Especificos

- Verificar a atividade antifingica e estabelecer a CIM a CFM dos compostos
cinamaldeido, eugenol e a-metil-trans-cinamaldeido e da associagdo
cinamaldeido/eugenol.

- Selecionar o composto ou associacdo mais eficaz frente aos micro-organismos
testados.

- Avaliar, morfologicamente, as estruturas flngicas antes e apds 0s tratamentos com
os farmacos de referéncia e composto mais eficaz por meio de MEV.

- Avaliar a interferéncia com a atividade de fosfolipase em C. albicans do composto
mais eficaz.

- Avaliar a toxicidade aguda do composto mais ativo, por meio de ensaios de
toxicidade aguda com Daphnia magna.

- Verificar o percentual de viabilidade celular em fibroblastos murinos L 929, apos o
tratamento com o composto mais eficaz pelo método de MTT.

- Avaliar, por meio de citometria de fluxo, a atividade mitocondrial e o percentual de
lipidios neutros nas células de F. oxysporum apds o tratamento com 0 composto
mais ativo, com a utilizacao de sondas fluorescentes.

- Desenvolver uma formulacdo tOpica com o composto ou associacao

cinamaldeido/eugenol mais eficaz e realizar teste in vitro com essa formulacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens fangicas de interesse

Os fungos filamentosos T. mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum URM 1666,
F. oxysporum f. sp. lycopersici ATCC 48112, F. solani ATCC 36031, M. canis ATCC
32903, M. gypseum ATCC 14683 e E. floccosum CCF-IOC-3757 foram conservados
em agua purificada, conforme estabelecido por Rodrigues, Lirio e Lacaz (1992).
Todos os fungos foram obtidos do Laboratério de Micro-organismos de Referéncia
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, exceto T. rubrum e E.
floccosum, os quais foram obtidos da Fundacdo André Tosello. A levedura C.
albicans ATCC 10231 (CCT 776), também proveniente da Fundacdo André Tosello,
foi conservada em meio skin milk a — 20 °C. Além disso, foram utilizados dois
isolados clinicos, T. mentagrophytes e C. albicans, provenientes do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os fungos filamentosos foram submetidos a microcultivo em agar batata
dextrose, para confirmagdo da pureza das linhagens, enquanto a levedura foi
avaliada diretamente ao microscépio, apés o cultivo, com auxilio do corante

lactofenol azul de algodéo.
4.2 Compostos analisados
Os compostos cinamaldeido (Sigma Aldrich Chemistry, EUA), eugenol (Sigma
Aldrich Chemistry, EUA) e a-metil-trans-cinamaldeido (Sigma Aldrich Chemistry,
EUA) foram utilizados nas analises.
4.3 Avaliacdo da atividade antifungica
4.3.1 Ensaio preliminar
Essa metodologia de triagem seguiu os procedimentos adotados por Souza e

colaboradores (2002). A solucdo estoque (SE) dos compostos foi preparada em

salina estéril 0,9 % (p/v) (Vetec, Brasil), de forma a se obter concentracéo final de
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1000 ug/mL dos compostos e associa¢des cinamaldeido/eugenol (75 % / 25 %; 50
% / 50 % e 25 % / 75 %) no meio de cultura Sabouraud dextrose agar (SDA)
(Himedia, india) com cloranfenicol 0,05 % (p/v) (Sigma Aldrich Chemistry, EUA).

Para a solubilizacdo dos compostos, foi adicionado volume de Tween 80
(Vetec, Brasil)/Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Aldrich, EUA) (1:1, V/)
correspondente a 83 % do volume adicionado do composto em analise. A solucao
final foi homogeneizada em vortex (Genie 2, Scientific Industries, EUA), por cerca de
30 segundos.

Foi utilizada no ensaio placa estéril de fundo chato e com 24 pocos de
polipropileno (Sarstedt, Alemanha). A cada poco, foram adicionados 100 pL de SE e
1900 pyL de SDA com cloranfenicol 0,05 % (p/v) em temperatura aproximada de 45
°C. Ap6s a completa homogeneizacdo e solidificacdo do meio de cultura, foi
acrescentado o fragmento de cerca de 2 mm de extensdo da cada linhagem de
fungo filamentoso.

O controle de esterilidade foi preparado como descrito para a amostra, sem a
adicdo do micro-organismo. O controle de viabilidade foi preparado pela adicdo de
Tween 80/DMSO (1:1 v/v), solucao salina estéril 0,9 % (p/v), SDA com cloranfenicol
0,05 % e o fragmento fangico.

As placas foram incubadas a 25 °C por 7 dias e, apds esse periodo, foi
considerada provavel atividade antifingica, a inibicdo total do crescimento desses

micro-organismos.

4.3.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima e da concentracéo

fungicida minima

4.3.2.1 Fungos filamentosos dermatéfitos

A metodologia para a determinacdo da CIM de fungos filamentosos foi
realizada conforme estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) em seus protocolos M38-A e M38-A2 para o0 ensaio com fungos dermatofitos
(CLSI, 2002b; 2008) e o valor de transmitancia e o comprimento de onda fixo
seguiram o estabelecido por Almeida e colaboradores (2009).

No preparo da suspenséo fungica, foram utilizadas culturas com 7 dias de

crescimento, as quais foram rinsadas com 2 mL de solucdo salina estéril 0,85 %
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(p/v) e 0,02 mL de Tween 20. Procedeu-se a mais 3 lavagens sequenciais, apenas
com solucao salina estéril 0,85 % (p/v). Os liquidos de lavagem foram recolhidos e
homogeneizados em vértex por 1 minuto. Apds sedimentacdo das particulas mais
pesadas, o sobrenadante foi transferido para outro frasco estéril e homogeneizado,
em vortex, por 15 segundos (CLSI, 2008).

A transmitancia dessa Ultima suspensdo foi ajustada para 68-70 %, em
comprimento de onda fixo de 530 nm (ALMEIDA et al., 2009). Essa suspensao,
diluida a razdo de 1 : 50 em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(Sigma Aldrich Chemistry, EUA) tamponado com &cido 3 (N-morfolino)
propanosulfénico (MOPS) (J. T. Baker, Alemanha) (pH = 7,0 £ 0,2), correspondia a 2
vezes o inéculo de 0,4 x 10* a 5 x 10* unidades formadoras de colénia (UFC)/mL
necessario ao teste (CLSI, 2002b).

Foram preparadas diluicbes dos farmacos terbinafina (Gemini, Brasil),
cetoconazol (Attivos Magistrais, Brasil) e itraconazol (Sigma Aldrich Chemistry, EUA)
nas concentracdes de 480 a 0,03 pg/mL, 640 a 0,03 pg/mL e 64 a 0,03 pg/mL,
respectivamente. Esses farmacos foram, inicialmente, diluidos em DMSO e, a
seguir, em meio RPMI-1640 tamponado com MOPS, a razéo de 1 : 50.

Os compostos e as associacfes cinamaldeido/eugenol foram analisados nas
concentracbes de 1000 pg/mL a 0,12 pg/mL. Para sua solubilizagdo foram
adicionados Tween 80/DMSO (1 : 1, v/v), na propor¢cdao de 83 % do volume
adicionado do composto teste. As diluicdes foram preparadas em meio RPMI-1640
tamponado com MOPS (ALMEIDA et al., 2009; CLSI, 2002b).

Foram utilizadas placas de microtitulacéo estéreis de polipropileno, fundo chato
e 96 pocos (Sarstedt, Alemanha) e todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os controles de esterilidade para os farmacos de referéncia e compostos foram
diluidos em meio RPMI-1640 né&o inoculado e os controles de viabilidade foram
diluidos em meio RPMI-1640 inoculado, a fim de se verificar a interferéncia de
DMSO, Tween 20 ou Tween 80/DMSO (1 : 1, v/v) na viabilidade fungica.

Para os farmacos de referéncia ou composto e associacoes, foi transferida uma
aliquota de 100 pL de cada diluicdo para o poc¢o da microplaca, seguida pela adigéo
de 100 pL de meio RPMI-1640 inoculado. Apds esses procedimentos, a microplaca
foi homogeneizada em agitador de microplacas (Microplate, Scientific Industries,

EUA), durante 2 minutos e incubada a 25 °C por 7 dias.
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A CIM foi a menor concentracdo de um agente antifingico capaz de inibir,
substancialmente, o crescimento visualmente detectado do micro-organismo (CSLI,
2002b). A partir da CIM, foram retiradas aliquotas de 10,00 pL dos pog¢os nos quais
ndo houve crescimento visivel e transferidas para pocos contendo 200 pL de
Sabouraud dextrose broth (SDB). Dessa forma, havendo crescimento, ao se diluir o
agente antifingico, era possivel concluir que o efeito do agente era fungistatico ou,
nao existindo desenvolvimento de micro-organismo, o efeito era fungicida (PEREIRA
0., 2009; PEREIRA O. et al., 2011).

As placas foram agitadas em agitador de microplacas por 2 minutos e
incubadas a 25 °C por 7 a 10 dias. A CFM foi a menor concentracdo da substancia
teste na qual a linhagem fungica ndo apresentou capacidade de crescimento,
quando inoculada em meio sem antifungicos (PEREIRA, O., 2009).

Para os farmacos de referéncia, os micro-organismos foram classificados em
sensiveis, quando MIC < 1 ug/mL; de sensibilidade intermediaria, quando MIC = 2
ug/mL ou resistentes aos farmacos, quando MIC = 4 ug/mL, de acordo com a

classificagédo estabelecida pelo CLSI (2008).

4.3.2.2 Fungos filamentosos ndo dermatofitos

De acordo com o CLSI (2008), as col6nias dos fungos F. oxysporum e F. solani
foram mantidas em agar batata dextrose a 35 °C por 2 dias e a 25 °C até completar
o 7° dia. ApoOs esse periodo, foi preparada suspenséao flngica em salina a 0,85 %,
comprimento de onda de 530 nm e densidade Gtica entre 0,15 e 0,17. A suspensao
foi diluida a razéo de 1 : 50 (v/v) em RPMI 1640 tamponado com MOPS (pH =7,0 +
0,2), a fim de se obter inéculo entre 0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL. Os compostos, as
associagfes e os farmacos de referéncia foram diluidos e as microplacas de 96
pocos foram preparadas como descrito para os fungos filamentosos dermatofitos. A
incubagéo foi realizada a 35 °C por 2 dias e a CIM e a CFM avaliadas como descrito
anteriormente (CLSI, 2008).

4.3.2.3 Leveduras

Os procedimentos foram realizados conforme Protocolo M27-A2 do CLSI

(CLSI, 2002a). A suspensao fungica foi preparada com salina estéril (NaCl 0,85 %
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p/v), utilizando espectrofotdmetro Libra S12 (Biochrom, Dinamarca) e comprimento
de onda fixo de 530 nm. Essa suspensao foi entdo diluida em meio de cultura RPMI
1640, tamponado com MOPS e o pH foi ajustado a pH 7,0 £ 0,1, de modo a se obter
entre 5 x 10% a 2,5 x 10® células/mL. Os compostos foram diluidos em RPMI 1640
tamponado com MOPS e 20 pL/mL de Tween 80/Dimetilsulfoxido (DMSO) (1 : 1, v/v)
na faixa de concentracdo de 2,44 a 5000 pg/mL. O ensaio foi realizado em
microplacas estéreis de 96 pocos (Sarstedt, Alemanha), aos quais foram
adicionados 100 pL das diluicdes dos compostos e 100 pL de RPMI 1640,
tamponado com MOPS e inoculado com o numero de unidades formadoras de
colénia adequados do micro-organismo. O controle de crescimento consistiu-se de
100 pL do mesmo meio de cultura inoculado e 20 pL/mL de Tween
80/Dimetilsulfoxido (DMSO) (1 : 1, v/iv) e quantidade suficiente de meio néo
inoculado para perfazer 200 pL. O controle negativo foi preparado pela adicdo de
200 pL de meio ndo inoculado. O farmaco Anfotericina B (Cristalia, Brasil) foi
utiizado como controle positivo nas concentracbes de 0,03 a 16 pg/mL. As
microplacas foram incubadas a 35 °C/48 h. A concentragdo inibitéria minima (CIM)
foi estabelecida como a menor concentracdo na qual néo foi verificada presenca de
turvacdo do meio de cultura. ApGs a verificagcdo da CIM, uma aliquota de 20 pL foi
retirada dos po¢os onde ndo houve crescimento visivel e reincubada com 4 mL de
Tryptic Soy Broth (TSB) sem adicdo de antifingico, por mais 48 h a 35 °C. A menor
concentracdo na qual ndo se verificou a presenca de turbidez apos esse periodo, foi

considerada a CFM. Os resultados obtidos foram expressos em pg/mL.

4.3.3 Classificacéo da associacdo de compostos quanto ao efeito

A associacao entre os compostos cinamaldeido e eugenol foi avaliada por meio
do indice de concentracéo inibitéria fracional (CIF), conforme estabelecido por Pei e
colaboradores em 2009 e foi considerada:

- sinérgica: indice CIF < 1

- aditiva: indice CIF =1

- indiferente: 1 < indice CIF < 2

- antagonica: indice CIF > 2
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O indice CIF é dado pela soma do CIF de cada composto (CIM do componente

em associacao/CIM do composto isoladamente).

4.3.4 Microscopia eletrénica de varredura

4.3.4.1 Ensaio com fungos filamentosos

Na MEV, foram avaliadas as alteracdes morfolégicas ocasionadas nos micro-
organismos nao submetidos a qualquer tratamento e nos fungos submetidos a
tratamento farmacoldgico com os farmacos de referéncia e composto ou associacao.
O composto mais eficaz foi selecionado a partir dos ensaios preliminar e de
determinacdo da CIM e da CFM e utilizada metade da CIM na MEV, tanto para o
composto, quanto para os farmacos de referéncia.

A suspensao fungica foi preparada como descrito no ensaio para determinacéo
da CIM, diluida em meio RPMI tamponado com MOPS e pH ajustado para 7,0 + 0,2
na razdo de 1 : 50. Para os fungos ndo submetidos a tratamento farmacolégico, foi
utilizada a suspenséo diluida no meio de cultura e meio isento de micro-organismo
(1 : 1, v/v). Os tratamentos foram preparados com a suspenséo fungica diluida e os
farmacos ou composto/associa¢do também diluidos no meio de cultura (1 : 1, v/v).
As placas foram entdo incubadas a 25 °C por 7 dias para fungos dermatéfitos e por 2
dias, a 35 °C, para fungos nao dermatofitos. Apos esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 1310 x g, o sobrenadante desprezado e os pellets recolhidos e
lavados trés vezes em tampéao fosfato pH 7,2. ApGs esse procedimento, procedeu-se

conforme descrito a seguir:

a) Fixacdo com a utilizagdo de solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5 % [Sigma
Aldrich Chemistry, EUA] , paraformaldeido 2,5 % [Sigma Aldrich Chemistry, EUA] em
tampéo cacodilato de sodio 0,05 M [Sigma Aldrich Chemistry, EUA], cloreto de calcio
0,001 M [Vetec, Brasil], pH 7,2): a amostra ficou submersa nesta solucao por 24 h na
geladeira e, apos este periodo, o fixador foi removido e as amostras foram lavadas

com tampao cacodilato 0,05 M pH 7,2; por 3 vezes.

b) Adesdo em laminulas de vidro circular 13 mm, contendo poli-d-lisina 0,1 % em
agua (Sigma Aldrich Chemistry, EUA).
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c) Pés-fixacdo com solucdo de OsO4 a 1 % (Sigma Aldrich Chemistry, EUA): as
amostras, apés serem submetidos ao tratamento descrito, foram entdo imersas, por

1 hora, em solucédo de OsO4 a 1 %, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

d) Desidratacdo com concentracfes crescentes de etanol: apds o procedimento
anterior, as amostras foram lavadas com tampéao fosfato pH 7,2 e dessecadas em
concentracdes crescentes de solucao de etanol Pré Analise (7,5 %, 15 %, 30 %, 50
%, 70 %, 90 % e 99,6 %), nas quais permaneciam por 5 (concentracéo de 7,5 %) ou

15 minutos (demais concentracdes).

e) Ponto critico: as amostras foram submetidas ao ponto critico, (Leica EM CPD 030,
Alemanha)

d) metalizacdo e analise: as laminulas foram fixadas sobre stubs de aluminio, com
auxilio de fita de carbono dupla face receberam banho de vapor de ouro em
metalizador (Balzer FL-9496, Liechtenstein) e foram analisadas em microscopio
eletrénico de varredura (JEOL JSM 6390LV), operando a uma voltagem de 15 Kv e
distancia de trabalho de 17 mm. A realizacdo do ponto critico, metalizacdo e
microscopia foram realizados no Laboratério de Microscopia Eletrénica do Museu
Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.3.4.2 Ensaio com levedura

O material utilizado para observacao por MEV foi composto por colonias de C.
albicans ndo submetidas a tratamento farmacolégico e colbnias expostas a
anfotericina B e ao composto ou associacdo selecionado a partir dos ensaios
preliminar e de determinacao da CIM e da CFM.

O preparo das amostras foi realizado conforme método descrito no ensaio para
a determinacdo da CIM. Foram transferidos, para a microplaca, 100 yL de caldo
inoculado com a levedura e 100,00 yL do meio isento de micro-organismo para a
avaliacdo da levedura ndo submetida ao tratamento farmacolégico. Os tratamentos
foram obtidos pela adi¢do de 100,00 uL de caldo inoculado com a levedura e 100 uL
do meio contendo o farmaco ou composto/associacdo na concentracédo de 1/2 CIM.

As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h e, ap0s esse periodo, as amostras
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foram, entdo, centrifugadas 2655 x g por 10 minutos (Eppendorf, 5417R, Alemanha)
e os pellets foram transferidos para laminulas de vidro, contendo poli-d-lisina 0,1 %
em agua (Sigma Aldrich Chemistry, EUA).

Apés esse procedimento, procedeu-se conforme descrito a seguir:

Fixacdo com a utilizacdo de solucao de glutaraldeido (Sigma Aldrich Chemistry,
EUA) 2,5 % por 12 h. Apés este periodo, as laminulas foram lavadas com tampéo
fosfato 0,1 M pH = 7,4 e desidratadas com concentragdes crescentes de etanol (50
% a 100 %), com intervalo de 20 minutos entre cada troca. Em seguida, as laminulas
foram secas a temperatura ambiente e colocadas sobre stubs, com fita de carbono
dupla face. Posteriormente, as laminulas foram submetidas ao ponto critico, a
metalizacdo e a analise ao microscopio eletrdbnico nos mesmos equipamentos e

condi¢des de analise dos fungos filamentosos.

4.4 Avaliacao da atividade de fosfolipase em C. albicans

O meio para o ensaio da fosfolipase foi preparado pela adicdo de 11,70 g de
NaCl, 0,11 g de CaCl, e 13,00 g de agar SDA a 200 mL de agua destilada. Apés o
processo de esterilizacdo, adicionou-se 10 % de suspensdo de gema de ovo
(MAHMOUDABADI, ZARRIN e MIRY, 2010; MUHSIN, AUBAID e AL-DUBOON,
1997; PAKSHIR et al., 2013; RAMOS et al., 2015).

A suspensado fungica foi preparada como descrito no ensaio para a
determinacdo da CIM. Apos a solidificagdo do meio de cultura, cerca de 10 pL da
suspensao foi inoculada nesse meio e as placas foram incubadas a 35 °C por 5a 7
dias.

A levedura foi avaliada no meio de cultura isento de qualquer antifingico, a fim
de verificar se a mesma era produtora de fosfolipase. ApGs a confirmacéo de tratar-
se de uma espécie produtora dessa enzima, foi avaliada a capacidade do composto
ou associacdo em interferir nessa producéo. Para isso, 0 mesmo foi incorporado ao
meio de cultura antes de sua solidificacdo, em concentracdo correspondente a
metade da CIM.

A relagdo Pz, que correspondia a relagdo entre o didmetro da coldnia e o
diametro total do halo formado, foi avaliada em funcédo do percentual de alteracao
em comparacdo com o controle, conforme descrito por Shreaz e colaboradores
(2012).
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De acordo com Pereira A. e colaboradores (2011), a atividade de fosfolipase
pode ser classificada em: auséncia de atividade (Pz = 1); atividade moderada (0,64 =
Pz < 1) ou atividade forte (Pz < 0,64).

4.5 Citometria de fluxo

Esse ensaio foi realizado no Laboratério de Fisiologia de Fungos da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, para o fungo F. oxysporum ATCC 48112. O
fungo foi cultivado por 48 h (a 35 °C, 5 % de CO,, protegido da luz, em camara
umida) em meio RPMI 1640 suplementado com 2 % de glicose (pH 7,2, tamponado
com MOPS), com ou sem anfotericina B (0,125 pg/mL) ou composto mais eficaz
(0,25 pg/mL).

Apbs esse periodo, os conidios foram filtrados, lavados duas vezes em salina
0,9 %, contados em camara de Neubauer e ajustados & concentracdo de 10°
conidios/mL, em criotubos contendo 100 pL de suspenséo fangica. Essa suspensao
foi centrifugada (3000 rotagcdes por minuto por 3 minutos) e o sobrenadante
desprezado. Os conidios foram incubados com 50 puM de BODIPY 493/503
(Molecular Probes™) ou com 40 uM de MitoTracker Red CMXRos (Molecular
Probes™), por 30 minutos & temperatura ambiente, protegidos da luz.

ApOs a incubacao com os respectivos marcadores, os conidios foram lavados
com salina 0,9 %, fixados com 2 % de paraformaldeido (por 40 minutos, a
temperatura ambiente, protegidos da luz), lavados novamente com salina 0,9 %,
ressuspendidos em 100 pL de salina 0,9 % e cada amostra foi transferida para uma
placa de 96 pocos escura. As analises foram realizadas no citbmetro de fluxo (BD
Accuri C6, EUA), utilizando os filtros FL1 (BODIPY 493/503) e FL2 (MitoTracker Red

CMXRos) e os dados foram analisados pelo BD Accuri C6 Software.
4.6 Ensaios de toxicidade
4.6.1 Ensaio de verificacdo da viabilidade celular pelo método de MTT
Foram utilizados, nesse ensaio, fibroblastos murinos (L 929), os quais foram

cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Nutricell, Brasil)

suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Invitrogen, EUA), 100 U/mL de
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penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, tampdo HEPES 10 mM e mantidos a 37 °C
numa atmosfera umida de are CO, a5 % e pH 7,4.

Os fibroblastos de camundongo foram semeados em placas estéreis, de
polipropileno, fundo chato e 96 pocos (Sarstedt, Alemanha) na densidade de 5 x 10*
células por poco. Apds 48 h de incubacdo, o meio de cultura foi substituido pelo
composto ou associacdo mais promissor(a). Foram preparados os controles
contendo os diluentes DMSO ou Tween 80/DMSO (1 : 1, v/v) na concentracao
maxima utilizada para o composto, respectivamente, além de um controle sem
adicado de qualquer tratamento. As placas foram incubadas a 37 °C em 5 % de CO,
por 48 h.

ApoOs esse periodo, o meio foi removido e foram adicionados 10 % de MTT (5
mg/mL) em DMEM, 200 pL por poco, e a placa foi reincubada por 3 h a 37 °C. O
precipitado produzido foi entdo dissolvido em DMSO e a absorvancia foi medida a
570 nm, utilizando um leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Go,
Finlandia) (MOSMANN, 1983).

A taxa de viabilidade celular pode ser determinada pela seguinte Equacéo 1:

Equacio 1: % Viabilidade celular=__absorvincia das células submetidas ao fratamento x 100
absorvancia das células ndo submetidas ao tramento

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente por analise de variancia,
seguida por teste post hoc de Bonferroni, com auxilio do software Graphpad Prism
versdo 6. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0.05. A
regressao linear, para obtencdo da equacdo da reta, foi desenvolvida com o

software Microsoft Excel 2007.

4.6.2 Ensaio com D. magna

Para a realizac&o do ensaio de toxicidade aguda, foi utilizado o Kit Daphtoxkit F
magna (Microbio Tests Inc., Bélgica). Foram utilizados organismos com 2 a 26 h de
vida apés a eclosdo dos ovos e todos os procedimentos realizados seguiram as
orientacdes do fabricante, contidas no Kkit.

Nesse ensaio, foram avaliadas 5 concentragbes do composto teste, na faixa de
0,1 a 40 mg/mL, com auxilio de Tween 80/DMSO (1:1, v/v). Foram preparados
também os controles, os quais consistiam de Tween 80/DMSO (1 : 1, v/v) na mesma
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concentracdo utilizada para a diluicdo e somente a agua padrédo disponivel para
preparado nesse kit. A cada concentracdo foram acrescentados 25 microcrustaceos,
0s experimentos foram protegidos da luz, incubados por 48 h a 22 °C e os resultados
expressos em CEso (ABNT, 2002).

O composto avaliado foi categorizado conforme o estabelecido por Zucker
(1985) apud Manrique (2009), de acordo com Tabela 1.

Tabela 1: Classificacao da toxicidade aguda para organismos aquaticos.

Classe de toxicidade CLsp ou CEso (mg/L)
Extremamente toxico <0,10
Altamente toxico 0,10 a 1,00
Moderadamente toxico > 1,00 a <10,00
Ligeiramente toxico > 10,00 a < 100,00
Praticamente n&o toxico > 100,00

Fonte: MANRIQUE, 2009.

4.7 Ensaio com a formulacéo

A formulacéo foi preparada pela adicdo dos componentes a seguir:

- Cinalmaldeido: 2 % (v/v)

- DMSO: 1 % (v/v)

- Tween 80: 1 % (v/v)

- Etanol para analise: 0,5 % (v/v)

- Agua destilada quantidade suficiente para 30 mL

Para o preparo, o cinamaldeido foi transferido para criotubo e adicionados
DMSO e tween 80 nas quantidades descritas acima. A mistura foi devidadmente
homogeneizada em vértex e, a seguir, foi adicionado o etanol. Apés a devida
homogeneizacdo, a mistura foi transferida para baldo volumétrico e o volume foi
completado para 30 mL.

Essa formulacéo foi testada frente aos fungos T. mentagrophytes ATCC 11481,
F. oxysporum ATCC 48112, M. gypseum ATCC 14683 e Candida albicans ATCC
10231, utilizando-se 10 %; 1 %; 0,5 % e 0,1 % da formulacdo em meio SDA.
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A suspensdo de C. albicans ATCC 10231 foi padronizada, conforme
estabelecido no ensaio para a determinacdo da CIM e diluida a razéo de 1 : 50 (v/v)
em meio SDA fundido, contendo a formulagédo. Foram utilizadas placas estéreis de
24 pogos (Sarstedt, Alemanha) e os ensaios foram realizados em duplicata. Foi
preparada uma formulacdo contendo somente 0s excipientes, para servir como
controle positivo do ensaio, a qual também foi avaliada nos percentuais de 10 %; 1
%; 0,5 % e 0,1 % em SDA. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h e, ap0s esse
periodo, avaliadas quanto ao crescimento fungico, por compara¢cdo com o controle
de viabilidade fangica, em meio isento de antifangico.

Para os fungos filamentosos, ap6s a solidificacdo do meio de cultura, foi
acrescentado fragmento fangico de cerca de 2 mm de comprimento, conforme
descrito no ensaio preliminar. As placas foram incubadas a 25 °C por 5 a 7 dias,
para os fungos filamentosos e a 35 °C por 48 h para a levedura e avaliadas quanto a

presenca de crescimento fangico.



5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade antifungica

5.1.1 Ensaio Preliminar
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Esse ensaio foi realizado com as linhagens de fungos filamentosos, a fim de possibilitar o conhecimento prévio do

comportamento dos micro-organismos frente aos compostos teste, na concentracdo de 1000 pg/mL. Os compostos foram

considerados como provaveis possuidores de atividade farmacologica, quando inibiram o crescimento fungico ou inativos, nas

condigBes experimentais, quando houve crescimento visivel na placa. Os resultados podem ser verificados na Tabela 2.

Tabela 2: Ensaio preliminar com os compostos e associagdes frente as linhagens de fungos filamentosos.

a-metil-trans-

Cinamaldeido/Eugenol

Micro-organismo Cinamaldeido Eugenol cinamaldeido 75 %/ 50 %/ 25 %/

25 % 50 % 75 %

T. mentagrophytes ATCC Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo
11481

F. oxysporum ATCC 48112 Ativo Inativo Ativo Ativo Ativo Ativo

F. solani ATCC 36031 Ativo Inativo Ativo Ativo Ativo Ativo

M. canis ATCC 32903 Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo

M. gypseum ATCC 14683 Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo

T. rubrum URM 1666 Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo Ativo

E. floccosum CCF-IOC-3757 Ativo Inativo Inativo Ativo Ativo Ativo
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Com base nos resultados obtidos € possivel verificar que o cinamaldeido e as
associacfes cinamaldeido/eugenol em todas as proporcdes foram, provavelmente,
ativos contra todas as espécies avaliadas. O a-metil-trans-cinamaldeido e o eugenol
nao inibiram o crescimento de E. floccosum CCF-IOC-3757 nas condigdes
experimentais e o eugenol ndo foi ativo frente a F. oxysporum ATCC 48112 e F.
solani ATCC 36031 a 1000 pg/mL.

5.1.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima e da concentracéo

fungicida minima

Como descrito, a CIM foi avaliada por microdiluicdo em placa de 96 pocos,
utilizando-se o meio RPMI-1640 tamponado com MOPS e a terbinafina, o
cetoconazol e o itraconazol como farmacos de referéncia. A CFM foi estimada a
partir das concentracdes nas quais ndo se observou o crescimento fungico no
ensaio da determinacdo da CIM. Os resultados obtidos podem ser verificados nas
Tabelas 3, 4 e 5.



Tabela 3: Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida minima (CFM) dos farmacos de referéncia.

Resultados de CIM e CFM expressos em pg/mL. NR: Nao realizado

Cetoconazol Terbinafina Itraconazol Anfotericina B
Micro-organismos
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
T. mentagrophytes 8 64 NR NR
ATCC 11481 0,25 0,25 0,03 0,03
T. mentagrophytes 0,5 1 0,38 3 4 32 NR NR
isolado clinico ! !
F. oxysporum ATCC 48112 > 640 > 640 > 480 > 480 >64 NR NR NR
F. solani ATCC 36031 > 640 > 640 160 160 > 64 NR NR NR
M. canis ATCC 32903 0,06 8 0,19 0,19 > 64 NR NR NR
M. gypseum ATCC 14683 8 16 0,12 0,12 64 > 64 NR NR
T. rubrum URM 1666 1 4 0,19 0,19 > 64 NR NR NR
E. floccosum CCF-I0OC-3757 > 640 > 640 > 480 > 480 > 64 NR NR NR
C. albicans ATCC 10231 NR NR NR NR NR NR 0,13 0,5
C. albicans isolado clinico NR NR NR NR NR NR 0,08 0,31
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Tabela 4: Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima

(CFM) de cinamaldeido, eugenol e a-metil-trans-cinamaldeido.
Resultados de CIM e CFM expressos em pg/mL

a-metil-trans-

Micro- Cinamaldeido Eugenol _
. cinamaldeido
organismos

CIM CFM CIM CFM CiM CFM
T. mentagrophytes

0,49 0,49 125 500 125 500
ATCC 11481
T. mentagrophytes
_ _ 15,63 62,5 125 250 500 > 1000
isolado clinico
F. oxysporum

15,63 15,63 62,5 125 250 250
ATCC 48112
F. solani

15,63 15,63 250 250 250 1000
ATCC 36031
M. canis

0,49 0,49 125 250 125 500
ATCC 32903
M. gypseum

15,63 15,63 500 500 250 500
ATCC 14683
T. rubrum

0,12 0,49 250 500 31,25 1000
URM 1666
E. floccosum

125 500 1000 > 1000 > 1000 > 1000
CCF-IOC-3757
C. albicans

2,44 2,44 625 1250 312,5 1250
ATCC 10231
C. albicans

19,53 19,53 625 625 625 1250

Isolado clinico
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Tabela 5: Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima

(CFM) de associacdes cinamaldeido/eugenol.
Resultados de CIM e CFM expressos em pg/mL

Cinamaldeido/Eugenol

Micro-
_ 75 %/25 % 50 %/50 % 25 %/75 %
organismos
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
T. mentagrophytes
15,63 31,25 15,63 31,25 31,25 31,25
ATCC 11481
T. mentagrophytes
_ . 31,25 625 31,25 125 62,5 125
isolado clinico
F. oxysporum
31,25 31,25 62,5 62,5 62,5 62,5
ATCC 48112
F. solani
31,25 31,25 62,5 62,5 125 125
ATCC 36031
M. canis
0,49 0,49 31,25 62,5 31,25 62,5
ATCC 32903
M. gypseum
15,63 31,25 1000 1000 1000 1000
ATCC 14683
T. rubrum
15,63 15,63 62,5 62,5 125 250
URM 1666
E. floccosum
250 1000 250 1000 500 1000
CCF-10C-3757
C. albicans 2.44 2 44 2 44 2 44 78,13 156,25
ATCC 10231
C. albicans 19,53 19,53 39,06 39,06 156,25 156,25

isolado clinico

A andlise dos dados da Tabela 3 permite verificar que o cetoconazol, a
terbinafina e o itraconazol ndo inibiram os fungos F. oxysporum ATCC 48112 e E.
floccosum CCF-IOC-3757 nas condicfes experimentais. Além disso, os dois farmacos
azélicos nao inibiram F. solani ATCC 36031 e a CIM verificada para a terbinafina
frente a esse fungo mostrou que o mesmo foi resistente a esse farmaco. As demais
espécies foram todas resistentes ao itraconazol, mas sensiveis a terbinafina. Todas
as espécies foram sensiveis ao cetoconazol, exceto M. gypseum ATCC 14683, que
foi considerada resistente a esse farmaco (CLSI, 2008; LACAZ, 2002).
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Os dados da Tabela 4 mostraram que o cinamaldeido foi mais eficaz dentre os
compostos avaliados. Além de ter sido ativo contra todas as espécies avaliadas,
incluindo as linhagens de origem clinica, esse composto inibiu as trés espécies que
foram resistentes aos farmacos de referéncia mesmo em baixas concentracdes. O
eugenol, embora tenha sido ativo contra todas as espécies, apresentou valores de
CIM consideravelmente superiores aos observados para o cinamaldeido. Além disso,
apresentou acao fungistética frente a E. floccosum CCF-IOC-3757 a 1000 pg/mL. O
a-metil-trans-cinamaldeido apresentou valores de CIM iguais ou superiores aos
observados para o eugenol, salvo para as espécies M. gypseum ATCC 14683, T.
rubrum URM 1666 e C. albicans ATCC 10231. Dentre os compostos avaliados,
somente o a-metil-trans-cinamaldeido ndo foi ativo frente a E. floccosum CCF-10C-
3757 nas condicbes experimentais.

Quando o cinamaldeido foi associado ao eugenol, foi possivel observar (Tabela
5) que, nas proporgdes 75 %/25 % ou 50 %/50 %, o valor da CIM se manteve o
mesmo observado para o cinamaldeido frente a C. albicans ATCC 10231. Ainda, na
associacdo com maior percentual de cinamaldeido, os valores de CIM se mantiveram
0S mesmos observados para esse composto isoladamente para os fungos M. canis
ATCC 32903, M. gypseum ATCC 14683 e C. albicans isolado clinico. Ao se comparar
0 eugenol e as associacoes, verficou-se que a CIM, em quase todos 0s percentuais
das associagfes, foi inferior & observada inicialmente para o eugenol. Nas
associacfes onde o percentual de eugenol era de 50 % ou 75 %, observou-se, para
F. oxysporum ATCC 48112 que o valor da CIM se manteve, mas a CFM foi menor
gue a observada para o eugenol e, em E. floccosum CCF-IOC-3757, em ambas as
associacoes, verificou-se o reducédo do valor da CIM.

A classificacdo da associacdo quanto ao efeito pode ser verificada na Tabela 6 a

sequir.
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5.1.3 Classificacdo da associacdo de compostos quanto ao efeito

Tabela 6: Indice de concentracao inibitéria fracional (CIF) para as associagdes cinamaldeido/eugenol.

Cinamaldeido/Eugenol

Micro-organismos 75 %/25 % 50 %/50 % 25 %/75 %
CIF Classificacao CIF Classificacao CIF Classificacao
T. mentagrophytes ATCC 11481 32,00 antagonica 32,00 antagonica 64,02 antagonica
T. mentagrophytes isolado clinico 2,23 antagonica 2,23 antagonica 4,47 antagonica
F. oxysporum ATCC 48112 2,50 antagonica 5,01 antagonica 5,01 antagonica
F. solani ATCC 36031 2,13 antagonica 4,26 antagonica 8,51 antagonica
M. canis ATCC 32903 1,01 indiferente 64,03 antagonica 64,03 antagonica
M. gypseum ATCC 14683 1,03 indiferente 66,02 antagonica 66,02 antagonica
T. rubrum URM 1666 130,32 antagonica 521,08 antagonica 1042,17 antagonica
E. floccosum CCF-I0C-3757 2,25 antagonica 2,25 antagonica 4,50 antagonica
C. albicans ATCC 10231 1,01 indiferente 1,01 indiferente 32,15 antag6nica
C. albicans isolado clinico 1,03 indiferente 2,06 antagonica 8,25 antagonica

De acordo com a Tabela 6, a associacdo entre cinamaldeido e eugenol foi considerada indiferente para os fungos M. canis
ATCC 32903, M. gypseum ATCC 14683 e C. albicans (ATCC 10231 e isolado clinico) na proporcéo de 75 % de cinamaldeido e 25
% de eugenol e para C. albicans ATCC 10231 em concentra¢des equimolares dos dois compostos. As demais associacdes foram
consideradas antagonicas. Esses dados confirmam os achados da Tabela 5.

Como pode ser verificado nos resultados acima, o cinamaldeido foi o composto mais ativo frente a todos os fungos
analisados. Dessa forma, essa substancia foi selecionada para as avaliagcbes de toxicidade aguda, microscopia eletronica de

varredura, avaliacao da viabilidade celular, citometria de fluxo e para o desenvolvimento da formulacé&o.
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5.1.4 Microscopia eletrénica de varredura

As eletromicrografias de varredura dos fungos ndo submetidos ao tratamento
farmacolégico e tratados com os farmacos de referéncia e cinamaldeido podem ser
verificadas nas Figuras 17 a 20. Os fungos F. oxysporum f. sp. lycopersici ATCC
48112, F. solani ATCC 36031 e E. floccosum CCF-IOC-3757 foram resistentes aos
farmacos e, por isso, ndo foram registradas as eletromicrografias frente a essas

substancias.
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Figura 17: Eletromicrografia de Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481 e M. gypseum ATCC 14683.
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1: T. mentagrophytes. 2: M. gypseum. (A): Micro-organismo nao submetido ao tratamento farmacoldgico. (B): Tratamento farmacolégico com cetoconazol.
(C): Tratamento farmacoldgico com terbinafina. (D): Tratamento farmacolégico com itraconazol. (E): Tratamento farmacoldgico com cinamaldeido.
I: regi@o de quebra. Il: achatamento. Ill: enrugamento. IV: intumescimento globular. V: material intracelular.
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Figura 18: Eletromicrografia de Microsporum canis ATCC 32903 e Trichophyton rubrum URM 1666.
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1: M. canis. 2: T. rubrum. (A): Micro-organismo ndo submetido ao tratamento farmacoldgico. (B): Tratamento farmacolégico com cetoconazol. (C): Tratamento
farmacoldgico com terbinafina. (D): Tratamento farmacolégico com cinamaldeido.
I: macroconidio. II: microconidio. lll: enrugamento. IV: regido de quebra. V: achatamento. VI: intumescimento. VII: material intracelular.
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Figura 19: Eletromicrografia de Fusarium oxysporum ATCC 48112, Fusarium solani
ATCC 36031 e Epidermophyton floccosum CCF-IOC-3757.

X3,500  Sum X3,500

X3,500°  Spm

1: F. oxysporum. 2: F. solani. 3: E. floccosum. (A): Micro-organismo ndo submetido ao tratamento
farmacolégico. (B): Tratamento farmacologico com cinamaldeido. I: regido de quebra. Il: achatamento.
IlIl: intumescimento. 1V: enrugamento. V: microconidio.
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Figura 20: Eletromicrografia de Candida albicans ATCC 10231.

SN 3
X3,500 Sum X3,500 X3,600 Sum

1A: Micro-organismo ndo submetido ao tratamento farmacoldgico. 1B: Tratamento farmacoldgico com anfotericina B. 1C: Tratamento farmacoldgico com
cinamaldeido. I: perda de material intracelular. 1I: superficie irregular. lIl: cicatriz de brotamento n&o polar. IV: afrouxamento da membrana celular.

A avaliacdo das eletromicrografias de T. mentagrophytes ATCC 11481 (Figura 16-1A-E), mostrou hifas com padréo de
crescimento normal e superficie regular, quando ndo submetidas ao tratamento farmacol6gico. Todos os tratamentos promoveram
alteracbes no padrdo de crescimento das hifas, com presenca de regides onde podem ser observadas hifas enrugadas e
extravasamento de material intracelular. Os farmacos de referéncia também promoveram o achatamento das hifas e, nas
eletromicrografias do cetoconazol, da terbinafina e do cinamaldeido, foram visualizadas regies onde havia rompimento das
estruturas. Além disso, os tratamentos com cetoconazol e cinamaldeido provocaram intumescimento globular, o qual pode ser

verificado em algumas areas.
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A andlise das imagens obtidas de M. gypseum ATCC 14683 (Figura 17-2A-E)
mostrou hifas regulares quando ndo submetidas ao tratamento farmacolégico. O
tratamento com cetoconazol tornou as hifas enrugadas e pode ser verificado o
extravasamento de material intracelular. Tanto a terbinafina quanto o itraconazol e
cinamaldeido acarretaram o aparecimento de zonas de quebras das hifas. O primeiro
farmaco ainda ocasionou o intumescimento da hifa e o extravasamento de material
intracelular. O fungo, quando tratado com itraconazol, ainda apresentou regiées com
hifas achatadas. O tratamento com cinamaldeido tornou as hifas completamente
enrugadas e, além das quebras, foram verificadas regides com achatamento e
presenca de material intracelular.

Na Figura 18 (1A-D), a eletromicrografia de M. canis ATCC 32903 mostrou a
presenca de macroconidio fusiforme, septado, de superficie regular quando o fungo
nao foi submetido ao tratamento farmacolégico. Os tratamentos com cetoconazol,
terbinafina e cinamaldeido tornaram as hifas enrugadas e, no tratamento com o
primeiro farmaco, ainda é possivel verificar a presenga de um macroconidio também
enrugado. A terbinafina e o cinamaldeido ocasionaram também o achatamento das
hifas e o farmaco de referéncia provocou o intumescimento e a presenca de zonas de
guebras nas hifas.

T. rubrum URM 1666 (Figura 18-2A-D), quando ndo submetido ao tratamento,
apresentou hifas e microconidios numerosos e com superficie regular. Os tratamentos
com o cetoconazol e o cinamaldeido promoveram alteracdo desse padrdo e foram
observadas hifas achatadas e enrugadas. A terbinafina também provocou o
achatamento, mas foi possivel observar, além disso, a reducdo do numero de
microconidios e a presenca de regides de quebras nas hifas.

A Figura 19 (1A-B) mostrou que o padrdo de crescimento de F. oxysporum
ATCC 48112 condizia com hifas com padréo de crescimento normal. No entanto, por
acdo do cinamaldeido, observaram-se quebras, achatamento e intumescimento
globular das hifas. Na Figura 18 (2A-B), F. solani ATCC 36031, apresentava hifas
regulares, quando ndo submetido ao tratamento farmacologico, enquanto o
cinamaldeido promoveu o achatamento das mesmas. A imagem de E. floccosum
CCF-10C-3757 (Figura 19-3A-B) exibiu hifas regulares e numerosas, mas o
tratamento com o cinamaldeido alterou esse padrdo e foram verificadas regides de

achatamentos, enrugamentos e presenca de microconidio com superficie irregular.
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A levedura C. albicans ATCC 10231 (Figura 20-1A-C) mostrou-se arredondada,
com superficie regular e presenca de brotamento, quando ndo submetida ao
tratamento. Tanto a anfotericina B quanto o cinamaldeido promoveram altera¢des na
forma normal do fungo, sendo observadas células sem conteudo intracelular, com
superficie irregular, presenca de invaginacdées na membrana e de cicatriz de
brotamento fora da regidao polar, afrouxamento da membrana e o recuo do material
citoplasmatico. Além disso, o tratamento com cinamaldeido levou ao surgimento de

células mais alongadas, assemelhando-se a bastdes.

5.2 Avaliacéao da atividade de fosfolipase em C. albicans

Para C. albicans ATCC 10231, semeada no meio de cultura para avaliacado da
fosfolipase isento de qualquer antifingico, a média de Pz = 0,37.

Para C. albicans ATCC 10231 semeada em meio de cultura para avaliacao da
fosfolipase contendo 1,22 pg/mL de cinamaldeido, a média de Pz = 0,39.

O resultado acima mostrou que o cinamaldeido promoveu reducdo em 5,41 %
da atividade de fosfolipase de C. albicans ATCC 10231 na concentracdo de 1/2 CIM.

5.3 Citometria de fluxo

Esse ensaio foi realizado com F. oxysporum ATCC 48112 e foram detectados
2000 eventos com o citdmetro de fluxo BD Accuri'™ C6, utilizando os filtros FL1
(BODIPY 493/503) e FL2 (MitoTracker Red CMXRo0s).

5.3.1 Alteracdes na presenca de lipidios neutros

Os resultados do experimento indicaram que houve um ligeiro aumento na
presenca de lipidios neutros apés o tratamento com 0,125 pg/mL de anfotericina B.
Por outro lado, o tratamento com 0,25 pg/mL de cinamaldeido induziu ligeira reducao

na presenca destes lipidios, quando comparado ao controle (Tabela 7).
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Tabela 7: Avaliacao da presenca de lipidios neutros, com o marcador BODIPY
493/503.

#Média e desvio padrio da intensidade de fluorescéncia.

Intensidade de fluorescéncia® (unidade arbitraria)

Controle 315.873,96 + 0,89
Anfotericina B 354.598,11 + 0,86
Cinamaldeido 303.297,09 + 0,82

5.3.2 Alteragdes na atividade mitocondrial

O fungo submetido ao tratamento com o cinamaldeido exibiu ligeira reducdo da
viabilidade celular, enquanto o tratamento com anfotericina B n&o provocou alteracao,
quando comparado ao controle (Gréfico 1).

O tratamento com cinamaldeido também provocou ligeira reducdo da
intensidade de fluorescéncia da marcacdo com a sonda, sugerindo que estas células
encontravam-se com a atividade mitocondrial reduzida. O mesmo foi observado apos

o tratamento com anfotericina B (Tabela 8).

Gréfico 1: Histograma ilustrando a porcentagem de células marcadas com
MitoTracker Red CMXRos.
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Tabela 8: Resultados utilizando o marcador MitoTracker Red CMXRos.

# Média e desvio padréo da intensidade de fluorescéncia.

Intensidade de fluorescéncia® (unidade arbitréaria)

Controle 20.601,37 £ 0,53
Anfotericina B 19.843,07 + 0,62
Cinamaldeido 19.398,89 + 0,61

5.4 Ensaios de toxicidade
5.3.1 Ensaio pelo método de MTT

O cinamaldeido foi avaliado entre 0,01 pg/mL e 125 pg/mL (Grafico 2) e essa
faixa foi estabelecida conforme dados obtidos no ensaio para a deteminacéo da CIM.
Grafico 2: Percentual de viabilidade celular em funcdo da concentracao de

cinamaldeido.

1501
Grupo Controle
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:
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* As médias diferem das médias obtidas para o grupo controle (p < 0,05).

A concentragdo que inibe 50 % do crescimento das células (Clsp) foi obtida a
partir da regressao linear dos dados: Clso = 4,86 pg/mL.

Os dados séao apresentados como media = desvio padrdo e significancia
estatistica de 0,05 %.

A avaliagdo do Gréfico 1 mostrou que a viabilidade celular foi inferior a 50 %

entre 125 pg/mL e 10 pg/mL (p < 0,05). Entre 1 pg/mL e 0,01 pg/mL, os percentuais
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de viabilidade celular foram estatisticamente semelhantes ao grupo controle (isento de

antifangico) (p < 0,05).

5.4.2 Ensaio com D. magna

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado com o modelo de Daphnia magna. A
CEsp observada ap6s 48 h no ensaio com microcrustaceos foi de 1,85 mg/L de
cinamaldeido, sendo, portanto, considerado moderadamente téxico, conforme Zucker
(1985) apud Manrique (2009).

5.5 Ensaio com a formulagéo farmacéutica

O aspecto da formulacdo preparada, na forma de suspensdo, pode ser

observado a seguir (Figura 21):

Figura 21: Aspecto da suspenséo de cinamaldeido a 2 %

Os resultados obtidos no ensaio com a formulacdo, podem ser verificados na
Tabela 9.



102

Tabela 9: Atividade antifingica da formulacéao.

Fungo % de ativo Concentracao de ativo em pg/mL
C. albicans ATCC 10231 1 200,36
F. oxysporum ATCC 48112 1 200,36
T. mentagrophytes ATCC 11481 0,5 100,18

M. gypseum ATCC 14683 0,5 100,18
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6 DISCUSSAO

O tratamento das micoses nem sempre € efetivo, dada a possibilidade de
recorréncia da infeccéao, resisténcia dos micro-organismos e possivel toxicidade. Essa
questdo leva a busca constante por novos farmacos mais ativos e seguros que 0S
disponiveis. Embora a maioria dos antifingicos existentes no mercado seja de origem
sintética, a busca por produtos naturais, com base no uso etnofarmacolégico tem
merecido atencdo (FENNER et al., 2006; HAFEEZ et al., 2013; KHAN, AHMAD e
CAMEOTRA, 2013).

Nesse contexto, os metabdlitos secundarios dos vegetais tém se destacado por
suas propriedades medicinais (TEIXEIRA, 2007). A escolha destes compostos para o
estudo se baseou, principalmente, na atividade antifingica ja descrita para 0s
mesmos (LEE et al., 2007; KHAN et al., 2012; TEJESWINI et al., 2014), o que 0s
torna potenciais antifingicos para o tratamento de fungos causadores da
onicomicose. Além disso, o cinamaldeido e o eugenol sdo provenientes da mesma
rota biossintética nas plantas (NATH, BARUAH e KANJILAL, 2006).

De acordo com a classificacdo estabelecida pelo CLSI (2008) para resisténcia
dos micro-organismos foi possivel verificar que F. oxysporum ATCC 48112, F. solani
ATCC 36031 e E. floccosum CCF-IOC-3757 foram considerados resistentes aos
farmacos azolicos testados e a terbinafina.

Os micro-organismos do género Fusarium sdo, geralmente, resistentes aos
tratamentos disponiveis. Apesar de serem sensiveis a anfotericina B e apresentarem
perfis variados de susceptibilidade ao voriconazol e ao posaconazol, a terapia clinica
requer a associacao de farmacos para o tratamento (SPADER et al., 2013). Spader e
colaboradores (2013) verificaram o efeito sinérgico, quando voriconazol foi associado
a terbinafina, com 84 % das espécies do género Fusarium sendo inibidas por essa
associacao e auséncia de antagonismo. Nesse mesmo estudo, os fungos haviam sido
resistentes ao itraconazol (MIC > 16 pg/mL), corroborando os achados dessa tese.
Spader e colaboradores (2013) verificaram ainda que quando o itraconazol foi
associado a terbinafina, o sinergismo foi de 25 % e auséncia de antagonismo.

Lima e coladores (2011) avaliaram a prevaléncia e o perfil de susceptibilidade de
dermatomicoses em idosos institucionalizados na Venezuela. Dentre as espécies

isoladas das unhas dos pés, detectaram F. oxysporum, que se mostrou sensivel ao
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itraconazol (CIM < 0,125 ug/mL) e ao fluconazol (CIM < 0,125 yg/mL) in vitro, o que
diferiu dos achados dessa tese e merece atencdo, ja que Lima e colaboradores
(2011) avaliaram isolados clinicos, os quais ja haviam sido expostos a algum
tratamento farmacologico.

Diogo e colaboradores (2010), verificaram que F. oxysporum foi resistente a
terbinafina com halo de inibicdo < 12 mm, utilizando discos de 2 pg/mL do farmaco.
Esse valor correspondia a CIM de 8 pg/mL no método de microdiluicdo, considerado
maior que a dose sérica encontrada para a terbinafina. Esses achados confirmam o
perfil de resisténcia observado nessa tese. Por outro lado, esses autores também
verificaram que E. floccosum foi sensivel a terbinafina, o que foi de encontro ao
observado neste trabalho. Badali e colaboradores (2015) evidenciaram espécies
clinicas de E. floccosum sensiveis ao itraconazol e a terbinafina (MIC 1 - 4 ug/mL e
MIC 0,016 - 0,063 pg/mL, respectivamente), de acordo com Diogo e colaboradores
(2010).

Todas as espécies foram sensiveis a terbinafina, o que corroborou os achados
de Diogo e colaboradores (2010) ao avaliarem T. mentagrophytes, M. canis, M.
gypseum e T. rubrum, Badali e colaboradores (2015), ao avaliarem a susceptibilidade
de T. rubrum e Patankar, Bhargava e Ahluwaia (2014) para T. mentagrophytes, T.
rubrum e M. canis.

Por outro lado, Badali e colaboradores (2015) também verificaram a
susceptibilidade de T. rubrum ao itraconazol, o que diferiu dos achados dessa tese,
em que todas as espécies avaliadas foram consideradas resistentes a esse farmaco.
Além disso, M. gypseum ATCC 14683 também foi considerado resistente ao
cetoconazol, como no trabalho de Gupta e Jain (2015), em que cetoconazol foi
utilizado como farmaco de referéncia frente a M. gypseum e a CIM observada foi de
6,25 pg/mL.

Azambuja e colaboradores (2014), ao avaliarem amostras de 100 pacientes com
suspeita clinica de onicomicose, identificaram T. rubrum em 12 amostras. Desses
isolados, 66,7 % foram resistentes ao fluconazol (MIC > 4 pug/mL); 25 % exibiram MIC
considerado alto para itraconazol (MIC = 0,25 ug/mL) e 8,3 %, para ciclopirox olamina
(MIC > 1 pg/mL) e para terbinafina (MIC > 0,5 pg/mL).

Para C. albicans, tanto a espécie padrao (ATCC 10231), quanto o isolado clinico
foram consideradas susceptiveis a anfotericina B (CIM < 1 pg/mL) (LACAZ et al.,

2002). Da mesma forma, Silva e colaboradores (2013) verificaram, dentre 77 micro-
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organismos do género Candida, que todos foram susceptiveis a esse farmaco em
concentracdes inferiores a 0,25 pg/mL. No entanto, Pereira A. e colaboradores (2011)
observaram isolados clinicos de C. albicans resistentes ao antifangico, com CIM entre
0,125 e 4 pg/mL e Khan, Ahmad e Cameotra (2013) verificaram CIM de 1 pg/mL
também frente ao isolado clinico.

O ensaio preliminar permitiu verificar o panorama de susceptibilidade dos fungos
aos compostos avaliados e associagcdes, ndo sendo reprodutivel somente na
verificacdo de eugenol frente aos fungos do género Fusarium, quando comparado ao
ensaio para a determinacdo da CIM. Cumpre informar que, por utilizar um fragmento
fangico e ndo um quantitativo de células padronizado, o resultado pode ser
subestimado. Embora ndo substitua o ensaio de determinagdo da CIM, como estudo
prévio de acao dos compostos, esse ensaio atendeu ao objetivo.

Os resultados de CIM mostraram que o cinamaldeido, isoladamente, foi ativo
contra todas as linhagens testadas (0,12 a 125 pug/mL) e foi mais ativo que eugenol
(62,5 a 1000 pg/mL) e a-metil-trans-cinamaldeido (31,25 a > 1000 pg/mL) frente a
todos os micro-organismos. Além disso, apresentou atividade contra F. oxysporum
ATCC 48112, F. solani ATCC 36031 e E. floccosum CCF-IOC-3757, os quais nao
foram susceptiveis aos farmacos de referéncia e foi mais ativo que esses farmacos
contra T. rubrum URM 1666.

Esses achados sdo promissores e, vale ressaltar que, a inibicao de espécies do
género Fusarium é importante, ja que sédo fungos resistentes a maioria das terapias
disponiveis e, por ser menos frequente que aspergiloses e candidiases, permanecem
sem um tratamento adequado (SPADER et al., 2013).

Esses resultados foram superiores aos verificados por Pereira A. e
colaboradores (2011), ao avaliarem a atividade do Oleo essencial de Baccharis
dracunculifolia frente a leveduras do género Candida isoladas de candidose invasiva,
j& que os autores encontraram CIM entre 200 e 6.250 pg/mL.

Shreaz e colaboradores (2010) também verificaram resultados satisfatorios ao
analisarem o cinamaldeido, o qual foi capaz de reduzir em 58 % a sintese de
ergosterol de C. albicans. Além disso, promoveu 41 % de inibicdo de extrusdo de
prétons, através da membrana plasmatica, por meio da enzima ATPase de membrana
plasmatica, a qual gera um gradiente de membrana importante ao transporte de

nutrientes. Além disso, os autores constataram que esse composto podia funcionar
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como reagente para a sintese de ligantes e/ou complexos com metais, com a
melhoria da atividade antifingica.

Kim e colaboradores (2011) verificaram, em seus estudos, que o cinamaldeido
também foi o composto mais ativo, ao lado de 2-hidréxi-5-metoxi-benzaldeido,
exibindo CIM de 0,58 mM (76,6 pg/mL) £ 0,2 mM frente aos fungos do género
Aspergillus e Penicillium expansum. Da mesma forma, Khan e Ahmad (2011)
estabeleceram valores de CIM e de CFM de 40 ug/mL e 80 pg/mL, respectivamente,
frente as linhagens de T. rubrum IOA-9 e MTCC 296, ao testar o cinamaldeido. No
entanto, estes valores dobraram quando o composto avaliado foi o eugenol (80 pug/mL
e 160 pg/mL, respectivamente). Os autores observaram ainda o efeito sinérgico
quando o cinamaldeido foi associado ao fluconazol. Esses estudos estdo em
conformidade com os dados do presente trabalho, no qual o cinamaldeido apresentou
a melhor atividade antifungica.

Shreaz e colaboradores (2012) verificaram valores de ClIMg, entre 125 e 450
png/mL para o cinamaldeido, ao avaliarem uma espécie de C. albicans padrédo e 26
isolados clinicos e Khan, Ahmad e Cameotra (2013) verificaram CIM de 100 pg/mL
frente a um isolado clinico. Esses dados foram superiores aos observados nessa tese
(2,44 e 19,53 pug/mL, para a espécie padrao e isolado clinico, respectivamente).

Assim como para o cinamaldeido, estudos mostraram que o Oleo de canela
também apresentou atividade antifingica consideravel, sendo que Lima e
colaboradores (2006), ao avaliarem a atividade do 6leo essencial de C. zeylanicum
sobre leveduras do género Candida, por meio da metodologia de difusdo em meio
sélido, verificaram que o mesmo foi capaz de inibir o crescimento de 58 % das
linhagens avaliadas. Nasir (2010) verificou que o 6leo de C. zeylanicum exibiu CIM de
0,31 pL/mL contra Trichophyton sp isolado de tinea unguium. Wang e colaboradores
(2012) obtiveram CIM de 64 ug/mL frente a C. albicans espécie padrédo e isolado
clinico, utilizando o 6leo de canela, a qual foi superior aos valores obtidos neste
trabalho, o que pode indicar teor de cinamaldeido, nesse oleo, inferior ao utilizado
nesta tese. Da mesma forma que o cinamaldeido foi mais ativo que o eugenol neste
estudo, Shirurkar e Wahegaokar (2012) e Sanla-Ead e colaboradores (2011)
verificaram que o 6leo de canela foi mais efetivo que o 6leo de cravo frente a F. solani
C. albicans, respectivamente.

Ascencao e Filho (2013) verificaram a inibicdo completa do crescimento de F.

oxysporum f. sp. tracheiphilum e f. sp. vasinfectum, utilizando 1 uL/mL de 6leo de
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cravo contendo 52,53 % de eugenol (correspondente a 525,3 pg/mL de eugenol),
utilizando discos com crescimento fangico sobre agar batata dextrose com o agente
antifangico. No presente estudo, foi estabelecida CIM de 62,5 ug/mL para o eugenol
na inibicdo de F. oxysporum f. sp. lycopersici, 0 que pode indicar que compostos
presentes no Oleo essencial poderiam exercer antagonismo na atividade antifungica.

A CIM encontrada para o eugenol, nesse estudo (250 pg/mL), frente a T. rubrum
URM 1666 corrobora os achados Gong e colaboradores (2016), os quais reportaram
concentragdo de 256 pg/mL para o eugenol frente a T. rubrum. Além disso, Pereira e
colaboradores (2013) analisaram a acao antifungica frente a duas linhagens desse
micro-organismo e também obtiveram valores de CIM de 256 ug/mL. Em relacdo ao
mecanismo de acdo do eugenol, os ultimos autores verificaram a redugdo do
crescimento micelial do fungo e interferéncia com a integridade da membrana celular,
por mecanismo sugestivo de acdo sobre a biossintese do ergosterol.

Pinto e colaboradores (2009) verificaram, ao testar o eugenol, CIM de 0,64
pL/mL (545,92 pg/mL) e CFM na faixa de 0,64 a 1,25 pL/mL (545,92 pg/mL a 1091,84
pug/mL), respectivamente, frente a C. albicans ATCC 10231 e Khan, Ahmad e
Cameotra (2013) verificaram CIM de 400 pg/mL frente a um isolado clinico desse
fungo, os quais foram inferiores aos dados dessa pesquisa. Além disso, frente aos
fungos dermatdfitos, observaram CIM e CFM de 0,16 pL/mL (136,48 pug/mL) e 0,32
puL/mL (272,96 pg/mL), respectivamente para T. mentagrophytes; 0,08 pL/mL (68,24
pg/mL) e 0,16 pyL/mL (136,48 pg/mL), para M. canis; 0,16 pL/mL (136,48 pg/mL) e
0,32 pL/mL (272,96 pg/mL), para M. gypseum, T. rubrum e E. floccosum. Todas essas
concentragbes foram inferiores aos valores encontrados nessa tese, exceto para o
fungo T. mentagrophytes, que teve CIM de 125 pg/mL. Estudo posterior, avaliando a
acao do 6leo de cravo sobre T. mentagrophytes, M. canis, M. gypseum, T. rubrum e
E. floccosum e evidenciou que a atividade foi superior a 60 %, na dose de 200 pug/mL
(CORTES-ROJAS, SOUZA e OLIVEIRA, 2014).

Em relagdo ao a-metil-trans-cinamaldeido, Shreaz e colaboradores (2011)
estabeleceram ClIMgy de 250 pg/mL frente a C. albicans ATCC 44829 para esse
composto. Esse valor reduziu para 60 e 50 ug/mL quando o ligante que foi sintetizado
por esses autores, a partir da condensagcdo de a-metil-trans-cinamaldeido e
etilenodiamina, foi complexado com cobalto e niquel, respectivamente. Da mesma
forma, a interferéncia na biossintese do ergosterol foi maior para o ligante isolado e

para esses dois complexos, alcancando 93 % com o complexo de niquel; o que
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possibilitou aos autores inferirem que a biossintese do ergosterol € um alvo de acao
do a-metil-trans-cinamaldeido. Cumpre ressaltar que os valores de ClMg obtidos para
os complexos, considerados satisfatorios, foram menores que o verificado para a-
metil-trans-cinamaldeido nesta tese. Porém, esses resultados foram cerca de vinte
vezes maior que o obtido para o cinamaldeido neste trabalho (2,44 pg/mL), frente a C.
albicans ATCC 10231 ou cerca de trés vezes a CIM verificada para a levedura de
origem clinica (19,53 pg/mL).

Shreaz e colaboradores (2012) encontraram CIMs entre 62,5 e 250 pg/mL para
os derivados hidroxi e metoxi do benzaldeido (derivados do cinamaldeido) frente a C.
albicans padrdo e isolado clinico. Esses resultados foram inferiores aos observados
nessa tese para o a-metil-trans-cinamaldeido (312,5 e 625 pg/mL, para a espécie
padrdo e isolado clinico, respectivamente).

A avaliacdo da relacédo estrutura-atividade dos compostos derivados do acido
cinamico, realizada por Cheng e colaboradores (2008), mostrou que a presenca dos
grupamentos aldeido ou acido carboxilico, associados a uma dupla ligacdo conjugada
e a uma cadeia carbbOnica externa ao anel aumentou da atividade antifungica. Nesse
sentido, segundo o0s mesmos autores, trans-cinamaldeido e a-metil-trans-
cinamaldeido seriam antifingicos mais ativos que o eugenol.

Shreaz e colaboradores (2011) afirmaram, ainda, que o anel aromético, o
tamanho da cadeia carbonica ligada ao anel e a lipofilicidade elevavam a atividade
antifangica do cinamaldeido. Para Khan e colaboradores (2012) a presenca do
grupamento metil em a-metil-trans-cinamaldeido promovia aumento da cadeia
carbdnica alifatica, com consequente aumento da lipofilicidade e de sua atividade.
Esses autores obtiveram CIMgy entre 100 e 250 pg/mL para C. albicans sensiveis ao
fluconazol e CIMgy entre 100 e 200 pg/mL frente as linhagens resistentes a esse
farmaco.

No presente trabalho, observou-se o aumento da atividade antifingica do
cinamaldeido em relacdo ao eugenol, o que confirmou o trabalho de Cheng e
colaboradores (2008) supracitado, jA que esse Ultimo composto ndo apresenta as
funcbes aldeido ou &cido carboxilico. Aléem disso, tal fato também pode se justificar
pela presenca de dois grupos doadores de elétrons nas posicfes meta (metoxi) e
para (hidroxila) na molécula do eugenol, o que, segundo Sahu e colaboradores

(2015), poderia reduzir a atividade antifungica.
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Embora estudos indicassem que a inser¢cao do grupamento metil na molécula de
trans-cinamaldeido, para formar a-metil-trans-cinamaldeido, pudesse potencializar a
acdo desse composto (SHREAZ et al.,, 2011; KHAN et al., 2012), o mesmo né&o
apresentou aumento da atividade antifiingica em relacdo ao eugenol, como previsto
pelos estudos de relacao estrutura-atividade de Cheng e colaboradores (2011). Kim e
colaboradores (2011) também verificaram que a presenca de um grupo metil reduziu
a atividade antifingica de analogos do benzaldeido frente a Aspergillus fumigatus, A.
flavus, A. terreus e Penicillium expansum. Kong e colaboradores (2007) também
observaram que a insercdo desse grupamento, na molécula de cinamaldeido,
promoveu a reducdo da atividade nematicida. Dessa forma, € possivel concluir que a
metilagcdo também pode alterar a bioatividade dos compostos e sua interagdo com 0s
receptores, dada a influéncia estereoeletrbnica que sua insercdo pode provocar
(BARREIRO, KUMMERLE e FRAGA, 2011).

A associacao entre cinamaldeido e eugenol foi considerada antag6nica (indice
CIF > 2), na maioria dos casos ou indiferente frente as espécies avaliadas (indice 1 <
CIF < 2). Houve uma relacao inversa entre a concentracdo de eugenol na associacao
e a atividade antifangica, o que indicou que o cinamaldeido era o responsavel pela
acdo. Dessa forma, a diluicdo do cinamaldeido acarretou na reducao do efeito. Essa
conclusdo é vélida dado que uma reacgdo de adicdo na ligacdo dupla do alceno do
cinamaldeido ou substituicdo eletrofilica aromatica no mesmo composto s6 ocorreriam
com a presenca de catalisadores adequados, como o cloreto de aluminio.

Por outro lado, Matan e Matan (2007) verificaram acdo sinérgica na associagao
dos Oleos de canela e cravo, na razdo de 5 : 1 (canela : cravo) contra os fungos
Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum e Penicillium sp. Nesse caso, o 6leo
essencial de canela continha entre 70 e 74 % de cinamaldeido. Além disso, Ye e
colaboradores (2013) verificaram sinergismo na combinagdo entre cinamaldeido e
carvacrol frente a 7 de 11 espécies de bactérias avaliadas.

Com o uso da avaliacdo morfolégica das linhagens de interesse, por meio de
microscopia eletrénica de varredura, foi possivel observar alteracbes morfolégicas nas
estruturas fungicas ap0és o tratamento com cinamaldeido.

Xing e colaboradores (2014), ao analisarem a ac¢do do cinamaldeido sobre
Fusarium verticillioides na concentracdo de 30 pL/placa de petri, observaram

alteracdo sobre o micélio, nas regides apicais e ao longo do comprimento da hifa.
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Essas hifas se tornaram delgadas, sinuosas e apresentaram sinais de encolhimento.
Além disso, os autores observaram danos a parede celular, com ruptura da mesma.

Outro estudo avaliou a acdo de terpenos sobre T. mentagrophytes e os autores
visualizaram que, em concentracbes mais elevadas, em especial 0,09 mg/mL de
citral, as células fangicas exibiam alteracdes morfologicas marcantes. Nesse caso,
atribuiram as alteracbes observadas a possivel destruicdo de organelas
citoplasmaticas, fato que foi confirmado na microscopia de transmisséo (PARK et al.,
2009).

Tatsumi e colaboradores (2013), ao analisarem a acédo de efinaconazol sobre T.
mentagrophytes observou a presenca de achatamento das hifas, sendo o0 mecanismo
de acédo desse farmaco relacionado a reducéo da biossintese de ergosterol e acimulo
de precursores desse esterol.

Pannu e colaboradores (2009) ao avaliarem uma emulsédo 6leo em agua (6leo
purificado, cloreto de cetilpiridinio, etanol, polissorbato 20 e agua), designada por NB-
002, para o tratamento de pele, de cabelos e de unhas acometidos por fungos,
observaram, por meio das eletromicrografias, que o composto promoveu ruptura da
superficie de T. rubrum, com consequente lise celular. Além disso, apds a exposicao
ao composto ndo havia hifas ou microconidios viaveis.

Nas eletromicrografias de C. albicans ATCC 10231, as alteragcGes observadas
nas ceélulas submetidas ao tratamento com cinamaldeido confirmam os achados de
Shreaz e colaboradores (2013), os quais verificaram a presenca de enrugamento da
superficie celular e extravasamento de material intracelular em quantidades
consideraveis, apés o tratamento com cinamaldeido e seus derivados. Essas
alteracbes também foram verificadas quando as leveduras foram tratadas com
anfotericina B neste trabalho.

Tagushi e colaboradores (2013) verificaram que o cinamaldeido a 40 pg/mL
provocava deformidade nas células de C. albicans, com distor¢cdo, colapso e
esfoliacdo da superficie celular. Na presente pesquisa, também foram observadas
células colapsadas e sem conteddo intracelular apdés os dois tratamentos
(cinamaldeido e anfotericina B). A presenca dessas células colapsadas indica
alteracdes na permeabilidade seletiva da membrana, com reflexos no equilibrio
osmatico da célula (KHAN, AHMAD e CAMEOTRA, 2013).

Shreaz e colaboradores (2013) atribuiram o mecanismo de acéo anti-candida do

cinamaldeido a reducdo do pH intracelular, inibicAo da ATPase de membrana
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plasmatica e deplecdo de fosfato de nicotinamida adenina dinucleotidio reduzido
(NADPH), sendo que essa Uultima alteracdo, levava, eventualmente, a danos na
parede e membrana celular da levedura, conforme esses autores observaram nas
eletromicrografias de varredura e transmisséao.

Khan, Ahmad e Cameotra (2013), verificaram que o cinamaldeido provocou, a
50 pg/mL, danos a superficie celular, presenca de cicatriz de brotamento nao polar e
a membrana celular tornou-se frouxa e houve recuo do material citoplasmatico, com
consequente lise celular, em conformidade com os achados dessa tese. Essas
cicatrizes de brotamento indicam que o composto foi capaz de interferir no processo
de divisdo normal da levedura, que tentou se multiplicar, mas sem sucesso (KHAN,
AHMAD e CAMEOTRA, 2013).

O tratamento de C. glabrata com orto-metéxi-cinamaldeido, outro derivado
sintético do cinamaldeido, também promoveu alteracées na morfologia celular com a
formacdo de invaginacbes na membrana, conforme observado por Bathia e
colaboradores (2012).

Os dados de atividade de fosfolipase de C. albicans ATCC 10231 mostraram
gue o cinamaldeido a 1,22 pg/mL reduziu em 5,41 % a secrecdo da enzima. Essses
resultados estdo de acordo com os estudos de Shreaz e colaboradores (2013) no qual
o cinamaldeido também promoveu reducado da atividade enzimética, quando avaliado
a 1/4 ou 1/2 da CIM e essa reducdo foi dose-dependente. Os autores ainda
informaram que a fosfolipase € uma ezima importante na patogénese fangica, ja que
atua nos lipidios de membrana, facilitando a penetracéo do fungo e, para C. albicans,
a atividade dessa enzima esté relacionada a maior viruléncia.

Segundo Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik e Kozik (2009), a atividade de
fosfolipase é particularmente elevada durante o processo de invasao dos tecidos. O
fato de o cinamaldeido reduzir a secrecdo dessa enzima € importante, pois a
formulacdo contendo esse composto seria eficaz tanto no tratamento quanto na
profilaxia da onicomicose.

Pereira A. e colaboradores (2011) observaram que, dentre 28 isolados de C.
albicans; 27, apresentaram atividade classificada como moderada ou forte. Nesta
tese, a atividade foi classificada como forte (Pz = 0,37).

Em relagdo aos ensaios de toxicidade aguda, o cinamaldeido foi classificado, em
relacdo ao risco ambiental, como moderadamente téxico para microcrustaceos (CEsg
= 1,85 mg/L).
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Halm-Lemeille e colaboradores (2014), ao avaliarem a toxicidade sobre algas
verdes da espécie Pseudokirchneriella subcapitata e hemacias de Haliotis tuberculata
verificaram que a toxicidade aguda foi espécie-dependente. Korosec e colaboradores
(2013) reportaram os derivados do &acido cindmico sintetizados como de baixa
toxicidade para peixes e anfibios, o que consideraram importante no desenvolvimento
de novos farmacos ndo toxicos a humanos e animais.

E necessario considerar que os medicamentos podem contaminar o ambiente
aquatico por meio de efluentes produzidos pelas industrias farmacéuticas (MASELLI
et al.,, 2013) ou através de eliminacdo por urina e fezes de humanos e animais
tratados (NUNES, 2010). No primeiro caso, o tratamento quimico dos efluentes pode
até mesmo aumentar a toxicidade e o risco ao ambiente, como observado por Maselli
e colaboradores (2013).

Gonzalez-Ortegon e colaboradores (2013) informaram que o clotrimazol,
antifangico amplamente utilizado na saude humana e animal, foi detectado em
elevadas concentracbes em rios na Alemanha e rios e estuarios no Reino Unido.
Esses autores estudaram o efeito desse antifingico em larvas de camarao Palaemon
serratus e observaram que essa substancia promoveu alteracdo nas taxas de
crescimento e desenvolvimento larval. O efeito foi ainda mais pronunciado quando os
animais eram previamente submetidos a algum tipo de estresse. O estudo mostrou
que o farmaco exibiu sua acdo na concentracdo de 2,78 pg/L quando os animais
foram mantidos em salinidade correspondente a da agua do mar (32 Unidades de
Salinidade Pratica). Essa concentragdo foi ainda menor (0,14 pg/L) com agua de
menor salinidade (20 Unidades de Salinidade Prética).

Um trabalho realizado por Yamamoto e colaboradores (2012) revelou que o anti-
hipertensivo Losartan possuia improvavel risco ecologico, uma vez que as
concentracdes efetivas nos ensaios de toxicidade aguda (175,26 mg/L) e cronica (100
mg/L) frente a Daphnia similis e Ceriodaphnia dubia, respectivamente, foram
superiores as concentracdes ja observadas no ambiente. No entanto, esse estudo
nao considerou a possivel bioacumulacdo e que efeitos subletais também podem
acarretar alteracdes nos organismos marinhos (DURINGER et al., 2010).

Li, Li e Handak (2010) avaliaram a acao do verapamil, um bloqueador dos canais
de célcio frequentemente prescrito a pacientes com disturbios cardiovasculares, sobre
0 peixe truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Em concentracdes subletais, o0s

autores observaram alteracdo do comportamento normal dos animais, respostas
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antioxidantes tecido-especificas e alteracdo na razao acido ribonucleico (ARN) / ADN
no musculo do peixe. Além disso, a concentracdo de 2,72 mg/L provocou a morte de
50 % dos animais em 96 h de ensaio estatico.

Leite e colaboradores (2012), ao avaliarem a toxicidade de compostos fendlicos
sobre embrides de ourico-do-mar Lytechinus variegatus, identificaram que o fenol foi
toxico a esses organismos a partir de 1 mg/L. No entanto, o limite permitido pelo
CONAMA (BRASIL, 2011) para fendis totais em efluentes € 0,5 mg/L, 0 que ndo seria
toxico a essa espécie.

O ensaio conduzido para a avaliagdo dos efeitos ecotoxicoldégicos dos oleos
essenciais de Juniperus occidentalis e Chamaecyparis lawsoniana mostrou que o 6leo
proveniente da primeira espécie ndo provocou efeitos toxicos sobre D. magna e O.
mykiss até o seu limite de solubilidade (5 mg/L). Frente a alga Selenastrum
capricornutum, a dose de 1,7 mg/L foi responséavel por 50 % do efeito apos 72 h e 96
h e a concentracao de efeito ndo obsevado (CENO) foi de 0,63 mg/L. Nas mesmas
condicges, o 6leo de C. lawsoniana néo foi toéxico para O. mykiss e S. capricornutum.
Apbs 48 h, a CEsg foi de 1,9 mg/L frente a D. magna e 1,25 mg/L; ap6s 72 h, a CENO
foi de 1,25 mg/L e, ap6s 96 h, esse valor foi de 0,63 mg/L (DURINGER et al., 2010). A
CEso observada ap6s 48 h aproximou-se dos achados desse trabalho (1,85 mg/L) e é
importante salientar que esses 6leos apresentam valor comercial para aplicagdo como
flavorizantes ou fragrancias, além de acao antifungica e como repelente de mosquitos
e artrépodes (DURINGER et al., 2010).

Em 2006, Hammer e colaboradores descreveram que o 6leo de Malaleuca
alternifélia ou arvore cha, o qual tinha como componentes majoritarios o terpinen-4-ol
e y-terpineno, nao foi toxico contra ovos de truta arco-iris até a dose de 1500 partes
por milhdo (ppm) ou mg/L. Além disso, a cerca de 500 ppm, promoveu a morte de 50
% da populacdo de camardes de alga salgada. Outro dado importante € que as doses
letais média frente a D. magna de p-cimeno e a-pineno foram de 9,4 mg/L e 68 mg/L,
respectivamente.

A avaliacdo da viabilidade celular, apds o tratamento dos fibroblastos L 929 com
o cinamaldeido (125 a 0,01 pg/mL) mostrou que, em concentracdes inferiores 1
pg/mL, ndo houve alteracdo da viabilidade celular (p < 0,05). A Cls foi de 4,86 pug/mL.

Ye e colaboradores (2013) avaliaram a citotoxicidade do cinamaldeido e do
carvacrol sobre células, utilizando a linhagem de células Vero. Os autores verificaram

Clyo de 6,3 mg/mL para o cinamaldeido e 12,6 mg/mL para o carvacrol e tais dados
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foram considerados consistentes ja que canela e orégano sdo especiarias utilizadas
desde a antiguidade.

Chen e colaboradores (2014), ao avaliarem o0 uso do cinamaldeido no
tratamento da incontinéncia urinaria por esforco, utilizando macréfagos murinos RAW
264-7, verificaram que, até 25 pM (3300 pg/mL), ndo houve alteracdo na viabilidade
celular. No entanto, os autores observaram significativa reducéo da viabilidade celular
a 50 e 100 pM (6600 e 13200 pg/mL).

Suloglu e colaboradores (2014) ao avaliarem a viabilidade celular sobre
fibroblastos de camundongo L 929 observaram que o novo composto sintetizado, 2,4-
ditiofenoxi-1-iodo-4-bromobenzeno e o fluconazol ndo provocaram reducdo da
viabilidade até 250 pg/mL, apés 24 h de incubacéo.

Maillard e colaboradores (2013) sintetizaram 18 novos derivados hidrazino-1,3-
tiazolicos e avaliaram a atividade frente a espécies do género Candida
multirresistentes. Os autores avaliaram ainda a citotoxicidade frente a fibroblastos de
camundongo NIH 3T3 e observaram que o composto mais ativo reduziu a viabilidade
celular para cerca de 83 % a 0,5 ug/mL e para 69 % a 1 pg/mL.

Zuzarte e colaboradores (2013) ao avaliarem os 0leos de Lavandula stoechas e
Thymus herba-barona verificaram que o primeiro ndo afetou a viabilidade de
macréfagos de ratos em concentracdes inferiores a 0,64 pL/mL e o segundo,
inferiores a 0,04 pL/mL.

Faz-se necessario informar que a anfotericina B, um antifGngico macrolidico
poliénico utilizado, principalmente, em infec¢bes invasivas (CAO et al., 2013;
HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005) também foi avaliado quanto a sua
citotoxicidade por Uribe e colaboradores (2013). Os autores verificaram que a
viabilidade celular de miofibroblastos GRX reduziu para 67,2 % com 1,25 ug/mL e
para 30,8 % com 2,5 pg/mL do farmaco apos 24 h de incubacéao.

A anfotericina B também foi utilizada nesta tese, como farmaco de referéncia.
Esse antifungico se liga aos esterdis da membrana fungica, em especial o ergosterol,
levando a formacéo de poros ou canais, que alteram a permeabilidade seletiva dessa
membrana, com consequente morte flngica; mas também pode ocasionar leséo
oxidativa das células (BELENKY, CAMACHO e COLLINS, 2013; CAO et al., 2013;
HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2005). No entanto, Kaminski (2014) enfatizou que
essa formacéao de poros poderia ndo ser crucial para a atividade desse farmaco e sim

a ligacédo propriamente dita ao ergosterol, sendo que agregados de anfotericina B,
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externos a membrana, funcionariam como uma esponja, capaz de retirar esse esterol
da membrana fungica.

No presente estudo, foi observado ligeiro aumento dos niveis de lipidios neutros,
quando F. oxysporum ATCC 48112 foi submetido ao tratamento com a anfotericina B.
Ao se considerar que os esterois constituem lipidios neutros das células eucariotas
(ALCAZAR-FUOLI e MELLADO, 2013), o modelo da esponja de esterol citado acima
pode ser util na elucidacdo do resultado obtido.

O tratamento com cinamaldeido, por outro lado, provocou ligeira reducdo dos
lipidios neutros, o que pode ser justificado pelos estudos de Khan, Ahmad e Cameotra
(2013) que mostraram a capacidade desse composto em inibir a biossintese do
ergosterol em Candida albicans.

Como mecanismo de acdo complementar, Khan, Ahmad e Cameotra (2013)
ainda informaram que o cinamaldeido poderia se ligar ao ergosterol e se acumular na
membrana, desregular as atividades e acarretar o mau funcionamento das proteinas
de membrana e, consequente, levar a morte celular.

Os conidios, quando tratados com cinamaldeido, exibiram percentual menor de
células viaveis (92,8 %), se comparados com a anfotericina B ou ao controle (98,1 %).
Além disso, esse composto promoveu reducdo de 5,84 % da fluorescéncia emitida na
marcacao com sonda, a qual foi, ligeiramente, superior a observada com o tratamento
com anfotericina B (3,68 %). Esses dois achados mostram que o cinamaldeido
promoveu perturbacdes na homeostase mitocondrial desse fungo.

Os achados dessa tese reforcaram os resultados de Usta e colaboradores
(2002), ao avaliarem o efeito de eugenol e cinamaldeido em figado de rato, os quais
verificaram que o cinamaldeido provocou reducao de 50 % do potencial de membrana
mitocondrial a 11,6 pumol/mg de proteina e esse efeito pode estar relacionado a
ligacdo a grupos sulfidrila das proteinas de membrana. Além disso, promoveu a
estimulacdo da ATPase e a inibicdo da reducdo de NADH ou complexo | da cadeia
respiratoria, mas sem interferéncia na atividade de succinato desidrogenase ou
complexo Il.

O sucesso da terapia antifungica esta relacionado a capacidade do farmaco
inibir o crescimento fangico e penetrar no leito ungueal em concentragdo suficiente
para essa inibicdo (MONTI et al, 2010). Bhatt e Pillai (2015) consideraram que a baixa
tensdo superficial da formulacdo poderia auxiliar na penetracdo do farmaco. Dessa

forma, foi acrescentado o surfactante Tween 80 a formulacdo desenvolvida, a fim de
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promover a solubilizacdo no veiculo aquoso e facilitar a entrada do farmaco no sitio
acometido.

As formulagBes de esmaltes disponiveis no mercado, a base de ciclopirox
olamina 8 % e amorolfina 5 %, tém seus ativos solubilizados em polimeros vinilicos ou
resinas acrilicas insoliveis em agua, que formam um filme sobre a unha. No entanto,
0s solventes organicos presentes podem ocasionar irritacdo da pele ou danificar as
unhas (MONTI et al., 2010).

As novas formulagdes, efinaconazol 10 % e tavaborol 5 % para o tratamento da
onicomicose foram elaboradas em veiculos aquosos (BHATT e PILLAI, 2015;
ELEWSKI et al., 2015) e se mostraram eficazes e, por isso, a suspensado produzida
nesta pesquisa também utilizou base aquosa. A placa ungueal comporta-se como um
hidrogel e, uma vez hidratada, ocorre seu inchagco e a consequente separacao das
fiboras de queratina, formando poros e permitindo que as moléculas do farmaco
possam se difundir mais facilmente (HAFEEZ et al., 2013).

Estudo prévio realizado por Monti e colaboradores (2010) j& havia estabelecido
qgue uma formulacao de esmalte hidrossoltvel de ciclopirox olamina teve melhor taxa
de permeacdo transungueal. Além disso, a concentracdo presente no fluido
subungueal foi adequada para inibir a maioria dos fungos avaliados, quando
comparado a formulagdo de amorolfina disponivel no mercado. A concentracdo de
ativo que permeou o casco bovino inibiu o crescimento fungico a partir de 2 h de
aplicacdo e esse efeito se manteve até 30 h. Esses autores utilizaram em sua
composicdo hidroxipropil quitosana, alcool etilico, alcool cetoestearilico, acetato de
etila em agua, essa formulacao forma um filme sobre a unha, mas é soltvel em 4gua.

Nessa pesquisa, a formulacdo promoveu a inibicdo do crescimento de C.
albicans e Fusarium oxysporum ATCC 48112 a 1 %, correspondendo a concentracao
de 200,36 pg/mL e Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481, e M. gypseum ATCC
14683 a 0,5 %, correspondendo a concentracdo de 100,18 pug/mL de cinamaldeido.
Da mesma forma, Hafeez e colaboradores (2013) testaram uma formulacdo com
equivalente de cetoconazol de 206 + 8 ug de cetoconazol, valor esse muito superior a
CIM obtida in vitro. Na presente tese, a diferenca entre os valores obtidos na CIM e no
ensaio com a formulacao pode se dever ao fato de o ensaio com fungos filamentosos
utilizar fragmento fungico, sem padronizagdo do numero de células e ao ativo ter sido
solubilizado no meio de cultura solido. No ensaio com a levedura, o ativo também se

encontrava solavel no meio sélido, o que pode ter reduzido sua atividade.
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A avaliacdo da atividade antifungica foi importante para estabelecer qual o
composto mais ativo, as concentracdes capazes de inibir in vitro 0s micro-organismos
avaliados e as alteragcbes morfolégicas ocasionadas nos mesmos. A avaliacdo da
atividade enzimatica e a citometria de fluxo auxiliam na elucidacdo do mecanismo de
acdo do composto e o0s ensaios de toxicidade aguda e viabilidade celular séo
ferramentas para a avaliacdo do impacto ambiental provocado por novos farmacos ou
da atividade mitocondrial das células ap0s a exposi¢do a um agente.

As andlises apontaram o cinamaldeido como composto capaz de interferir na
atividade de fosfolipase de C. albicans, reduzir a concentracdo de lipidios neutros,
viabilidade celular e atividade mitocondrial de F. oxysporum. Foi considerado
moderadamente toxico para microcrustaceos e apresentou Clsp de 4,86 pg/mL de
cinamaldeido no ensaio do MTT. A formulacdo elaborada, com veiculo aquoso, foi
ativa frente aos fungos avaliados.

A formulagcao pode ainda ser elaborada com o uso de lipossomas, 0 que pode
promover a reducdo da toxicidade, aumentar o indice terapéutico do farmaco e reduzir
as chances de resisténcia fungica pela liberacdo controlada do ativo (KHAN et al.,
2015). Esses achados séo promissores e demandam o prosseguimento dos estudos

para avaliar a permeacédo do farmaco e realizar teste in vivo.
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7 CONCLUSAO

Os ensaios realizados demonstraram o potencial antifingico do cinamaldeido
contra T. mentagrophytes ATCC 11481, T. mentagrophytes isolado clinico, F.
oxysporum ATCC 48112, F. solani ATCC 36031, M. canis ATCC 32903, M. gypseum
ATCC 14683, T. rubrum URM 1666, E. floccosum CCF-IOC-3757, C. albicans ATCC
10231 e C. albicans isolado clinico; sendo mais eficaz que eugenol, a-metil-trans-
cinamaldeido e as associacdes cinamaldeido/eugenol.

A associagdo entre cinamaldeido e eugenol se mostrou indiferente ou
antagonica na maioria dos casos.

Em comparacdo com os farmacos de referéncia, cetoconazol, terbinafina e
itraconazol, o cinamaldeido foi efetivo contra as espécies F. oxysporum ATCC 48112,
F. solani ATCC 36031 e E. floccosum CCF-IOC-3757, que ndo foram inibidas por
esses farmacos. Além disso, foi mais ativo que os farmacos de referéncia frente a T.
rubrum URM 1666.

A microscopia eletrbnica de varredura mostrou gque 0 composto provocou
alteracdes morfoldégicas nos fungos filamentosos e levedura, que podem ser
indicativas de seu mecanismo de acao.

Em C. albicans ATCC 10231, o cinamaldeido provou reducdo em 5,41 % na
atividade de fosfolipase.

Os ensaios de toxicidade aguda apontaram que o cinamaldeido foi considerado
moderadamente toxico & D. magna.

Em concentragdes iguais ou inferiores a 1 pg/mL, o cinamaldeido néo interferiu
com a viabilidade de fibroblastos L 929 e a ICsy observada foi de 4,86 pg/mL.

A citometria de fluxo mostrou que o cinamaldeido promoveu ligeira reducéo de
lipidios neutros e da viabilidade celular e atividade mitocondrial em F. oxysporum
ATCC 48112, sugerindo que esse composto pode interferir na biossintese do
ergosterol e com a funcdo da mitocéndria fangica.

A formulacao foi preparada com base aquosa e testada em meio de cultura

sélido e inibiu as quatro espécies avaliadas.
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7.1 Perspectivas

Mais testes s&o necessarios para confirmar o mecanismo de acdo do

cinamaldeido, avaliar a capacidade de permeacédo da formulacéo e sua a¢ao in vivo.
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