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RESUMO

As onicomicoses sao infec¢fes fangicas que se caracterizam clinicamente por
alteracdes morfolégicas no tecido ungueal proporcionadas, principalmente, por
fungos filamentosos dermatdfitos, seu principal agente etioldgico. Esta micose
€ considerada um problema de saude publica e apresenta inumeros fatores
gue podem favorecer o seu inicio. O tratamento € considerado um grande
desafio para a medicina, uma vez € prolongado, apresenta reduzida eficacia e
recidivas frequentes, além de ocasionar efeitos adversos ao pacientes. Diante
do exposto, surge a necessidade de obtencdo de novos compostos
farmacologicamente ativos para esta finalidade. Desta forma, a sintese de
compostos organicos e a investigacdo do potencial antifangico pode
impulsionar a elucidacao de novos antifungicos. Logo, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a atividade antifungica in vitro de amino &lcoois e diaminas frente aos
principais fungos causadores de onicomicoses. Para isso, foi realizada a
analise antifungica a fim de estabelecer as concentracfes inibitdria minima
(CIM) e fungicida minima (CFM) frente as cepas de referéncia de Trichophyton
mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum CCT 5507 URM 1666,
Epidermophyton floccosum CCF-IOF-3757, Candida albicans ATCC 10231 e
um isolado clinico de C. albicans. Para auxiliar na compreensdo da acgdo
antifingica foi empregada a microscopia eletrbnica de varredura (MEV)
juntamente com a avaliacdo de fatores de viruléncia fungica (fosfolipase e
melanina). Por dltimo, foi investigada ainda a citotoxicidade in vitro dos amino
alcoois frente a células de fibroblastos (L929) e queratindcitos (HaCaT). A partir
de um grupo de cinquenta moléculas sintetizadas, foram selecionados trés
amino alcoois com cadeia alifatica com 10, 12 e 14 carbonos (C) que foram
fungicidas frente as cinco cepas de fungos avaliadas com valores de CIM
variando de 0,46 — 1.000 pg/mL e CFM entre 7,81 - 1.000 pg/mL. Entre estas,
destaque para o amino alcool com 14 C. Por meio das eletromicrografias foi
possivel evidenciar alteracdes morfolégicas nas estruturas fangicas das cinco
espécies submetidas a acdo dos amino &lcoois selecionados, o0 que
demonstrou sua acdo sobre os fungos avaliados. Os compostos
proporcionaram interferéncia na excrecdo de fosfolipase, no entanto, né&o
interferiram na producdo de melanina. Os amino alcoois revelaram relativa
toxicidade frente as células L929 e HaCaT. Por meio dos resultados
apresentados neste trabalho, é possivel atribuir aos amino &alcoois acéo
antifingica frente aos principais fungos causadores da onicomicoses,
entretanto, essas moléculas apresentaram toxicidade in vitro frente a
fibroblastos e queratindcitos. Deste modo, os achados contribuem para a
modificacdo estrutural das moléculas analisadas e/ ou sintese de novos
compostos mais eficazes e menos toxicos para o tratamento de onicomicoses.

Palavras-chave: Fungo. Onicomicoses. Amino alcoois. Microscopia eletronica
de varredura. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Onychomycosis is a fungal infection characterized clinically by morphological
changes in the nail tissue provided mainly by dermatophyte filamentous fungi,
the main etiological agent. This mycosis is considered a public health problem
and presents numerous factors that may favor its beginning. Its treatment is
considered a great challenge for medicine, once it is prolonged, it presents
reduced efficacy and frequent recurrences, besides causing adverse effects to
the patients. In view of the above, there is a need to obtain new
pharmacologically active compounds for this purpose. In this context, the
synthesis of organic compounds and the investigation of the antifungal potential
may boost the elucidation of new antifungal agents. Therefore, the objective of
this work was to evaluate the antifungal activity in vitro of diamines and amino
alcohols against the main fungi causing onychomycosis. For this, antifungal
analysis was carried out to establish the minimum inhibitory concentrations
(MIC) and minimum fungicide (CFM) against Trichophyton mentagrophytes
ATCC 11481, T. rubrum CCT 5507 URM 1666, Epidermophyton floccosum
CCF-IOF-3757, Candida albicans ATCC 10231 and a clinical isolate of C.
albicans. A scanning electron microscopy (SEM) along with the evaluation of
fungal virulence factors (phospholipase and melanin). Finally, the in vitro
cytotoxicity of amino alcohols against fibroblast cells (L929) and keratinocytes
(HaCaT) was further investigated. From a group of fifty synthesized molecules,
three amino acohols with 10, 12 and 14 C aliphatic chain were selected which
were fungicidal against the five fungal strains evaluated with MIC values
ranging from 0.46-1,000 pug/ mL and CFM between 7.81-1,000 pyg/ mL. Among
them, the amino alcohol with 14 C was featured. Using the electromicrographs,
it was possible to show morphological changes in the fungal structures of the
five species submitted to the action of the selected amino alcohols, which
demonstrates their action on the evaluated fungi. The compounds provided
interference in phospholipase excretion, however, did not interfere with melanin
production. Amino alcohols revealed relative toxicity to L929 and HaCaT cells.
Thus, the findings contribute to the structural modification of the molecules
analyzed and / or synthesis of new compounds more effective and less toxic for
the treatment of mycosis.

Keywords: Fungi. Onychomycosis. Amino alcohol. Scaning electron microscopy
of. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As infecgBes fungicas possuem elevada prevaléncia em nivel mundial e,
principalmente, em paises tropicais como o Brasil (KHOSRAVI et al., 2013;
PELEGRINI et al., 2009). Entre os diversos tipos de micoses que afetam o ser
humano, merece destague as onicomicoses, infeccbes que acometem as
unhas e, em maior frequéncia, a regidao ungueal dos pés (IORIZZO, 2015;
MADDY; TOSTI, 2017; MURDAN, 2016; VEJNOVIC; SIMMLER; BETZ, 2010;
WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010).

As onicomicoses acometem de 2 a 13 % da populacdo mundial e
representam 50 % das doencas ungueais (EMAM; EL-SALAM, 2016; HAJAR et
al., 2016; KIKI-BARRO et al., 2017; LAFFLEUR; ATAIl, 2017; MARTINEZ et al.,
2014; SOLTANI et al., 2015). Esta infeccdo fungica apresenta grande
relevancia, pois ndo s6 pode afetar a qualidade de vida das pessoas, mas
também propiciar a perda da capacidade funcional do membro acometido, com
consequente prejuizo no desempenho profissional (EMAM; EL-SALAM, 2016;
LAFFLEUR; ATAII, 2017). Além disso, por questdes estéticas, o cuidado com
as unhas e a sua aparéncia tém significativo impacto no bem estar do
individuo, o que ocasiona reducdo da autoestima e prejudica sua insercao
social (AMRI et al., 2010; ARAUJO; CAMPOS, 2013).

Seus principais agentes etiolégicos sdo os fungos filamentosos
dermatdfitos (80 a 90 %), leveduras (3 a 5 %) e fungos filamentosos néo-
dermatofitos (3 a 5 %) (GATICA et al.,, 2017; IMBERT et al.,, 2016; ROY;
BHATT, 2015), entre o quais podemos citar as cepas de: Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum e Candida
albicans (EMAM; EL-SALAM, 2016; MOUBASHER; ABDEL-SATER; SOLIMAN,
2017; SLEVEN et al., 2015; WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010).

Mesmo diante dos avan¢os na medicina, o tratamento das onicomicoses
ainda é considerado um desafio, em virtude das caracteristicas anatdmicas da
unha e dos medicamentos disponiveis (IORIZZO, 2015; KHOSRAVI et al.,
2013; PASKIABI et al., 2017; ROMERO-CERECERO et al., 2009). Outro ponto
relevante é a elevada espessura do tecido ungueal, este € considerado um
grande entrave ao tratamento eficaz das onicomicoses, uma vez que dificulta a

permeacdo dos compostos antifingicos de uso topico através da placa ungueal
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atée alcancar o fungo (ROBRES et al., 2015). Segundo Sai Devi e
colaboradores (2012) e Robres e colaboradores (2015), os medicamentos
antifangicos apresentam reduzida efetividade (40 — 70 %), bem como o uso
inadequado dos mesmos culmina na ocorréncia de recidivas e no
desenvolvimento de possivel resisténcia fingica. E importante ressaltar ainda a
hepatoxicidade ocasionada por esses farmacos (PASKIABI et al., 2017;
PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017;
SOLTANI et al., 2015).

Tendo em vista a problematica apresentada, ha busca continua por
novos compostos antifingicos com maior eficacia que os ja disponiveis no
mercado, mas, sobretudo, com reduzidos efeitos adversos ao paciente. Dessa
forma, pesquisadores tém se engajado em trabalhos de sintese de moléculas
organicas com grupos funcionais diversos, dentre eles os amino &lcoois e as
diaminas, os quais vém proporcionando alvissareiros resultados em atividades
biolégicas contra o género Leishmania e em espécies de Trichomonas
vaginalis, Mycobacterium tuberculosis, assim como as formas tripomastigotas
do Trypanosoma cruzi e frente a fungos dermatdfitos e leveduras (CANESCHI
et al., 2017; SOUZA FERNANDES et al., 2016; SALES JR et al., 2014).

Diante dos resultados promissores dos compostos anfifilicos, amino-
alcoois e diaminas, na acdo contra os diversos grupos de micro-organismos
apresentados, moléculas destas classes de substancias foram selecionadas
para a avaliacdo de sua atividade antifungica in vitro frente as principais cepas
responsaveis pelas onicomicoses, como possivel alternativa para o tratamento

destas infec¢Bes cutaneas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade antifungica in vitro de amino &lcoois e diaminas frente

aos principais fungos causadores de onicomicoses.

2.2 Especificos

- Estabelecer a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentracao
fungicida minima (CFM) para os amino alcoois e diaminas.

- Avaliar a morfologia fungica antes e ap0s o tratamento com as
substancias de interesse por meio da microscopia eletronica de varredura
(MEV).

- Determinar a interferéncia das moléculas avaliadas sobre a producao
da fosfolipase e de melanina dos fungos de interesse avaliados.

- Avaliar a citotoxicidade das moléculas empregadas frente a células de
fibroblastos (L929) e queratinécito (HaCaT).
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Anatomia daunha

A unha esta entre os principais anexos da pele e corresponde a uma
estrutura que proporciona protecdo as extremidades dos dedos. E composta
basicamente por queratina, semelhante ao cabelo, ndo possui vascularizacao,
com excecao do leito ungueal, e apresenta reduzido percentual de melandcitos,
0 que garante uma coloracdo mais clara em relacdo a pele que a circunda
(VEJNOVIC; SIMMLER; BETZ, 2010; WESTERBERG; VOYACK, 2013).
Apresenta crescimento mensal por volta de 3 mm para as unhas das méos e
cerca de 1 mm para as unhas dos pés; tamanho esse que pode variar com a
idade, sexo e condicdes de saude de cada individuo (IORIZZO, 2015;
TUCKER, 2015).

O tecido ungueal € originario da epiderme por um processo de
queratinizagcdo que proporciona a formacdo de uma lamina com aspecto
convexo, a qual se insere na extremidade dorsal dos dedos. A unha é
composta pelas pregas ungueais (lateral, proximal, distal e superior), o leito
ungueal, o hiponiquio e a matriz. Sua principal parte é a matriz (linula),
responsavel pelo seu desenvolvimento (Figura 1) (CASHMAN; SLOAN, 2010).

Corte lateral
/ Cavidade lateral
Borda da N Pregas Prega lateral ./ -
unha N\, ungueais A
/ / /  laterais / i
| == Falange distal
/ i
Linula ~_ {~ Corpo t% \ /
‘\\ unha .
o . I Epiderme — % j
Epor‘uquno %‘_\\: Prega
(cuticula) f ~———__ ungueal
| proximal Corte sagital
Matriz ncsss
.=
5 Leito ungueal “ P Eponian
Corpo da unha _ \ | ////_\,.\_\
™ £

Hiponiquio

Epiderme —

Fibras de colageno

Falange distal

Figura 1: Anatomia da unha.
Fonte: Adaptado de Sanches (2012).
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Da matriz, a lamina desliza sobre o leito ungueal e alcanca
gradualmente, com a borda livre, a parte final da falange distal de cada dedo,
com a qual forma angulo agudo, a ranhura subungueal. A prega ungueal
superior (eponiquio ou cuticula) € a responsavel pela producdo de uma
camada de estrato corneo com fungcdo protetora contra agentes infecciosos
(ARAUJO; CAMPOS, 2013; BARBOSA et al., 2013; SANCHES, 2012).

A placa ungueal humana é composta por 25 camadas de células mortas
queratinizadas e achatadas (Figura 2) com consisténcia dura, embora
apresente certa elasticidade (CASHMAN; SLOAN, 2010; ELSAYED, 2015;
MURDAN, 2002).

A: superficie dorsal; B: superficie inferior; C: secdo de corte transversal.
Fonte: Adaptado de Murdan (2002).

As unhas rotineiramente sofrem traumas e, ndo raramente, sédo alvos de
infecgbes fungicas denominadas de onicomicose ou tinea unguium (HUBE et
al., 2015; SAI DEVI et al., 2012). Esta é ocasionada principalmente por fungos
filamentosos dermatéfitos, os quais podem causar diversas alteracdes na
lamina ungueal, como aumento da sua espessura, extensdo, forma,
consisténcia, coloracéo e aderéncia (IORIZZO, 2015; MCCARTHY, 2004).

3.2 Onicomicoses

As onicomicoses sao micoses superficiais cutaneas que acometem a
regido ungueal; essas correspondem a metade das patologias associada as
unhas e a 30 % das dermatomicoses (EMAM; EL-SALAM, 2016; LUSIANA;
MULLER-GOYMANN, 2013; MCAULEY et al., 2016; TUCKER, 2015). E
importante salientar que essas nao sao consideradas como doencas de
notificacdo compulsoéria (OLIVEIRA, 2014).
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As onicomicoses afetam grande parcela da populagdo mundial, com
destaque para as regides tropicais, idosos e pessoas que sofreram
traumatismo na regido ungueal ou portadores de doencas como diabetes
(especificamente casos de pé diabético), sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) e cancer (ARAIZA-SANTIBANEZ et al., 2016; BIESBROECK;
FLECKMAN, 2015; OYARZO; CHOAPPA, 2015; PERES et al., 2010a;
BIESBROECK; FLECKMAN, 2015; CHERNOFF; SCHER, 2016; LUSIANA;
MULLER-GOYMANN, 2013; WISSELINK; ZANTEN; KOOISTRA-SMID, 2011).

Em adultos, é observado um crescimento lento das unhas, fato que
favorece a infecgdo fungica e justifica a menor incidéncia em criangas, pois o
tecido ungueal cresce de forma mais rapida, o que dificulta a adeséo fangica
(CHU; RUBIN, 2014).

A maioria dos casos de onicomicoses ocorre nas unhas dos pés,
principalmente a do halux (CHERNOFF; SCHER, 2016; TUCKER, 2015), e
desencadeia diversos danos fisico a unha, além de proporcionar dor,
problemas estéticos, bem como reducédo de autoestima e perda da habilidade
de desempenhar tarefas no trabalho (BIESBROECK; FLECKMAN, 2015;
GREGORY, 1996).

A tinea unguium pode ser classificada clinicamente em cinco tipos:
onicomicose subungueal distal lateral, onicomicose subungueal proximal,
onicomicose branca superficial, onicomicose distrofica total e paroniquia
(Figura 3) (GATICA et al., 2017; MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016; BHATTA
et al., 2016; ROBERTS; TAYLOR; BOYLE, 2003) que podem ser assim
discriminadas:

- Onicomicose subungueal proximal (Figura 3A) é caracterizada pela
destruicdo da lanula com a formacdo de manchas brancas e danos a lamina
ungueal. Geralmente os principais causadores sao as espécies de T. rubrum e
C. albicans (MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016; WELSH; VERA-CABRERA;
WELSH, 2010; WESTERBERG; VOYACK, 2013).

- Onicomicose subungueal distal e lateral (Figura 3B) é o caso mais
comum que acomete as unhas. A infeccdo inicia-se na parte distal com
mudanca de coloracdo, hiperqueratose e desprendimento da lamina ungueal,

sendo o T. rubrum e T. mentagrophytes seus agentes infecciosos (CANESCHI,
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2013; MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016; WELSH; VERA-CABRERA,
WELSH, 2010; WESTERBERG; VOYACK, 2013).

- Onicomicose branca superficial (Figura 3C) € um tipo mais raro de
ocorréncia, caracteriza pela formacdo de placas brancas na lamina ungueal
ocasionadas pelo T. mentagrophytes (MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016;
WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010; WESTERBERG; VOYACK, 2013).

- Onicomicose distrofica total (Figura 3D) € considerada um estégio
avancado dos trés tipos anteriormente mencionados, uma vez que ha
destruicdo total da lamina ungueal (MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016;
WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010).

- Onicomicose paroniquia (Figura 3E) é ocasionada pela levedura C.
albicans que proporciona a inflamagé&o das bordas laterais e proximais podendo
estar associada a infeccbes por bactérias como Staphyloccocus aureus e
Streptoccocus pyogenes (TUCKER, 2015).
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Figura 3: Representagéo clinica das onicomicoses.

A: Onicomicose subungueal proximal, B: Onicomicose subungueal distal e
lateral, C: Onicomicose branca superficial, D: Onicomicose distrofica total e E:
Paroniquia.

Fonte: Adaptado de Moyano, Erchiga; Pilar, (2016); Tucker ( 2015).

Inimeras causas podem favorecer seu desenvolvimento, entre o0s
principais esta o contato constante com umidade, solo e vegetais; uso de
calcados fechados por longos periodos, atividade laboral desempenhada
diariamente (manicure, jardineiro, faxineira, atleta, agricultores, manipuladores
de alimentos, entre outras), a predisposicdo genética e pacientes com o
sistema imunolégico comprometido (WELSH; VERA-CABRERA; WELSH,
2010; REEDY; BASTIDAS; HEITMAN, 2007; PANNU et al., 2009; MCCARTHY,
2004; PAKSHIR et al., 2013). Soma-se a estas condi¢cdes a utilizacdo de

ambientes coletivos como banheiros publicos, vestiarios e piscinas, traumas na
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regido ungueal e o contato direto com animais de estimacao, pessoas e objetos
infectados (IMBERT et al., 2016; PURIM et al., 2006; TUCKER, 2015).

A prevaléncia desta infeccdo € de 26 % em pacientes com diabetes
mellitus, 23,2 % em pessoas VIH-positivos, 24 % em portadores de lapus
eritematoso e 20 a 30 % em pacientes com psoriase (SOLTANI et al., 2015).

Os principais agentes etiologicos sdo os fungos filamentosos
dermatofitos e os leveduriformes (ARAIZA-SANTIBANEZ et al.,, 2016;
MCCARTHY, 2004; PAKSHIR et al., 2013; SAlI DEVI et al., 2012). Entre os
primeiros, as espécies de Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum e
Epidermophyton floccosum s&o as mais isoladas (MCCARTHY, 2004; WELSH,;
VERA-CABRERA; WELSH, 2010), e entre as leveduras estd a Candida
albicans (MCCARTHY, 2004; MURDAN, 2002; PAKSHIR et al., 2013). Outro
grupo de fungos que pode ser identificado nesta infeccdo, mas em menor
frequéncia, € o dos fungos filamentosos n&o-dermatofitos, como os
pertencentes ao género Fusarium (SHAH; DALAL; MODAK, 2016; VILA;
ROZENTAL; SA GUIMARAES, 2015).

3.2.1 Agente etiolégico

3.2.1.1 Fungo filamentoso dermatdfito

Os dermatéfitos sdo fungos filamentosos ubiquos; apresentam
filamentos tubulares ramificados e septados denominados hifas, as quais,
quando agrupadas, formam o micélio e possuem a capacidade de sofrer
pleomorfismo (mudanca das caracteristicas fenotiticas) em colénias mais
velhas (BROOKS et al.,, 2012; LEMSADDEK, 2008; TRABULSI et al., 2015).
S&do micro-organismos queratinofilicos com capacidade de colonizar as unhas,
o cabelo e a epiderme, sendo a principal causa de infec¢do fungica de tecidos
superficiais em seres humanos (GIUDICE, 2008; MONOD et al., 2002; REEDY;
BASTIDAS; HEITMAN, 2007; YOUNGCHIM et al., 2011).

Os dermatdfitos sdo divididos em trés categorias de acordo com o seu
habitat: antropofilicos (humanos), zoofilicos (animais) e geofilicos (solo).

Sobrevivem preferencialmente a temperaturas na faixa de 25 — 28 °C, sendo
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formado por espécies dos géneros Trichophyton, Epidermophyton e
Microsporum (DIEGO, 2011; YOUNGCHIM et al., 2011).

3.2.1.1.1 Género Trichophyton

Entre os dermatdfitos, Trichophyton € o género mais frequentemente
isolado em patologias humanas (DIEGO, 2011). Os micro-organismos deste
género apresentam colbnias com aspecto algodonoso, pulverulentas ou lisas e
cerosas. Sua superficie € geralmente branca, amarelada ou mais raramente
cor-de-rosa a roxa. No verso da colénia é possivel encontrar diversas
coloragbes (branca, avermelhada ou marrom) que variam de acordo com a
espécie. Geralmente, as espécies isoladas apresentam numerosos
microconidios esféricos aderidos a parede das hifas ou agrupados em cachos,
e raros macroconidios. Estes apresentam paredes lisas e finas com 1 a 12
septos e com tamanhos e formatos diversos (alongados, claviforme, esférico a
alongado) (OLIVEIRA, 2014).

3.21.11.1 Trichophyton mentagrophytes

Trata-se de um complexo caracterizado por espécies de fungos
filamentosos hialinos, septados e gueratinoliticos da familia
Arthrodermataceae. Compreendem trés espécies: Arthroderma benhamiae/
Trichophyton erinacei, Arthroderma vabbreuseghemii/ Trichophyton interdigitale
e Arthroderma simii/ Trichophyton mentagrophytes-Trichophyton sp (forma
sexuada/assexuada, respectivamente) (DROUOQOT et al., 2009). A identificacéao
e diferenciacdo destas espécies ocorre apenas por meio da analise de
sequéncias da regido de separador transcrito interno (ITS) do RNAm (RIVAS;
MUHLHAUSER, 2015). Sdo espécies zoofilicas ou antropofilicas responsaveis
por inumeros tipos de dermatomicoses (ITOI et al., 2012).

Os fungos desse complexo apresentam crescimento por volta de 6 — 11
dias ap6s semeadura, com colbnias planas, brancas a creme, algodonosa e o
reverso com pigmentacdo amarelada ou acastanhada (Figura 4) (DIEGO,
2011). Possuem hifas hialinas e septadas, microconidios em formato esférico

ou semi-esféricos aderidos as hifas e macroconidios, quando presentes, em
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formato de clava e multisseptados com dimensdes de 4 — 8 pm por 20 — 50 pm
(Figura 5) (PEREIRA, 2009; RIVAS; MUHLHAUSER, 2015).
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Figura 4: Coldnias de rihophyton mentagrophytes.
A: Anverso da col6nia; B: reverso da colbnia.
Fonte: Adaptado de Caneschi (2013).

Microconidio

Figura 5: Aspectos micromorfologicos de Trichophyton mentagrophytes.
Fonte: Adaptado de Larone (1995).

3.2.1.1.1.2 Trichophyton rubrum

T. rubrum € uma espécie antopofilica, sendo responsavel por cerca de
80 % dos casos de onicomicoses (CAMPOS et al., 2006; OTA, 2017;
PERSINOTI, 2012). Apresenta colbnia lisa, algodonosa de coloragéo branca a
creme com crescimento entre 7 e 12 dias apds semeadura, podendo adquirir
coloragdo marrom no reverso da colbnia (Figura 6) (DIEGO, 2011; SILVEIRA,
2007).

Figura 6: Colbnia de Trichophyton rubrum.
A: Anverso da colbnia; B: reverso da colbnia.
Fonte: Adaptado de Caneschi (2013).
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Nesta espécie € possivel observar grande numero de microconidios com
2 — 3 um por 3 — 5 um de tamanho aderidos ao longo das hifas ou em formato
de cachos. Os macroconidios, quando presentes, revelam aspecto cilindrico e

claviforme com duas a nove septacoes (Figura 7) (OYEKA, 2000).

Microconido ——> =5
AP
<—— Macroconidio

Figura 7: Aspectos micromorfolégicos de Trichophyton rubrum.
Fonte: Adaptado de Larone (1995).

3.2.1.1.2 Género Epidermophyton

O género Epidermophyton é composto pelas espécies antropofilicas
Epidermophyton stockdalaecae e E. floccosum, senda esta Udltima a de
importancia humana (MCCARTHY, 2004). Seus membros possuem
crescimento entre 7 e 10 dias e apresentam macroscopia com colénias de
superficie aveludada e algodonosa, plana ou elevada e dobrada no centro,
geralmente com coloragcdo amarelo-acastanhado ou branca (quando sofrem
pleomorfismo) com o reverso das colonias acastanhado a alaranjado (Figura
8).

Microscopicamente, caracterizam-se pela auséncia de microconidios, e
macroconidios em grande nimero, com comprimento de 20 — 60 um e diametro
de 4 — 13 um, 1 — 9 septos com paredes lisas, finas e claviformes, semelhantes
a raquetes de ténis (Figura 9) (DIEGO, 2011; OLIVEIRA 2014; WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995).
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Figura 8: Colbnias de Epidermophyton floccosum.
A: Anverso da colbnia; B: reverso da colbnia.
Fonte: Adaptado de Caneschi (2013).

Figura 9: Aspectos micromorfologicos de Epidermophyton floccosum.
Fonte: Adaptado de Larone (1995).

3.2.1.2- Fungos leveduriformes

Candida spp. pertence ao grupo de fungos leveduriformes néo
dermatdfitos responsavel pelo desenvolvimento de patologias como
candidemias e a onicomicose. Entre as inUmeras espécies deste género, C.
albicans representa cerca de 70 % dos diagnosticos de tinea unguium
causadas por leveduras (BHATTA; KEYAL; WANG, 2016; METIN; DILEK;
DEMIRSEVEN, 2015). Porém, existem outras espécies que compdem este
género: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C. glabrata, C.
sake, C. haemulonii, C. famata e C. zeylanoides (AKCAGLAR; ENER; TORE,
2011; BROOKS et al., 2012).

C. albicans é um fungo patogénico oportunista, a qual pode ser
encontrada naturalmente em mucosas e tratos gastrointestinais e geniturinarios
de individuos saudaveis (CALDERONE; FONZI, 2001; HUBE et al., 2015). Sao
seres unicelulares com formato ovoide com tamanho entre 3 — 6 um e se
reproduzem assexuadamente por brotamento e divisdo binaria simples, que
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permite a formacédo das pseudo-hifas, além de apresentarem a capacidade de
formac&o do tubo germinativo e hifas verdadeiras (Figura 10) (AKCAGLAR;
ENER; TORE, 2011). Macroscopicamente € possivel observar sua textura e
consisténcia cremosa, superficie lisa e coloracdo branca ou bege (Figura 11).
Desenvolvem-se em periodo de 24 a 48 horas a 37 °C (BROOKS et al., 2012).

/ O‘o‘?
Cc
Figura 10: Aspectos microscépicos de Candida albicans.

A: Brotamento. B: Pseudo-hifa e C: Hifa.
Fonte: https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/C.albicans_(Pathogenesis)

A B

Figura 11: Aspectos macroscoplcos de: (A): Candlda albicans ATCC 10231 e
(B) isolado clinico de Candida albicans.
Fonte: O autor (2018).

3.2.2 Fatores de viruléncia

Os fungos sdo micro-organismos que apresentam diversas estratégias
que permitem sua fixacdo e infeccdo na pele e seus anexos (cabelo, pelo e
unha). Estas sdo denominadas fatores de viruléncia.. Entre esses podemos
destacar a capacidade de excretar enzimas, a fim de propiciar condigbes
favoraveis para a degradacao do substrato e fornecimento de nutrientes para
sua nutricdo (ALIPOUR; MOZAFARI, 2015; RAMOS et al., 2015).

Dentre essas enzimas excretadas por fungos, quer seja filamentoso ou
leveduriforme, estédo as queratinase, fosfolipase, elastase, colagenase e lipases
(AKTAS; YIGIT, 2015; GIUDICE et al., 2012; ISHIDA et al., 2012; MONOD et
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al., 2002; MUHSIN; AUBAID, 2000; MUHSIN; AUBAID; AL-DUBOON, 1997,
OYEKA, 2000; PERES et al., 2010a; SHARMA; SHARMA, 2011).

As enzimas hidroliticas, como a fosfolipase, destroem ou desorganizam
os elementos da membrana celular das células hospedeiras, o que ocasiona
danos @ membrana como a formacédo de poros, que permite a entrada de hifas
no citoplasma (IBRAHIM et al., 1995; ISHIDA et al., 2012; MATTEI et al., 2013).

Os fungos dermatéfitos possuem a capacidade de invadir tecidos
queratinizados, sendo esta caracteristica favorecida pela excrecdo de
proteases como a queratinase, o que justifica sua patogénese (CHEN et al.,
2010; MONOD et al., 2002; OUF et al., 2016; OYEKA, 2000; RIFFEL, 2006;
SANYAL,; DAS; BANERJEE, 1985; TSUBOI et al., 1989). Assim, esses fungos
possuem a capacidade de romper as ligacdes dissulfeto e utilizar a queratina
como fonte de carbono e nitrogénio para seu crescimento e desenvolvimento
(ANBU et al., 2008; VIANI et al., 2001).

J& na espécie de C. albicans, é possivel evidenciar a producdo de
diversos fatores de viruléncia como a formacdo de tubo germinativo,
estratégias de adesdo ao substrato, variabilidade genotipica e fenotipica e
enzimas extracelulares (AKCAGLAR; ENER; TORE, 2011; BERNARDES et al.,
2012; MATTEI et al., 2013; POZZATTI et al., 2010; RICETO et al., 2014). Essa
€ considerada uma das espécies mais virulentas do género, dado que se
justifica pela sua capacidade de transformar blastéporo em hifa, dando inicio,
por tanto, a forma filamentosa (ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2000; HUBE et
al., 2015; OLIVEIRA et al., 1998).

A fosfolipase € uma enzima amplamente produzida por fungos
dermatdéfitos e que auxilia no estabelecimento da infeccdo (PERES et al.,
2010b). Sua producgéo é controlada pelo gene PLB1 e considerada um dos
mais importantes fatores de viruléncia em isolados de C. albicans (CHAFFIN et
al., 1998; PEREIRA, et al., 2011; SACHIN; RUCHI; SANTOSH, 2012). Esta
localizada na superficie celular, assim como na extremidade de seu tubo
germinativo. Ja foram descritos quatro tipos de fosfolipases (A, B, C e D), as
quais atuam na hidrélise dos fosfolipidios de membrana e ocasionam danos a
célula epitelial (AK(;AGLAR; ENER; TORE, 2011; OLIVEIRA et al., 1998;
PATEL; GULUBE; DUTTON, 2009).
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Outro importante fator de viruléncia é a melanina, cuja producdo pode
ser identificada em diversos seres vivos como bactérias, fungos, plantas e
animais. Este pigmento possui inimeras fungcdes como a capacidade de
contribuir com a patogénese e viruléncia fungica (ALMEIDA-PAES et al., 2016;
TEIXEIRA et al., 2010). A melanina esta localizada na parede celular dos
fungos e pode ser caracterizada como pigmento de elevado peso molecular,
usualmente insolivel em agua e que revela coloracdo marrom escuro ou preto
(CUNHA et al., 2010; FUENTES et al., 2014; JACOBSON, 2000). Possui a
capacidade de realizar o sequestro de radicais oxidativos do oxigénio, por
conseguinte torna os fungos mais resistentes aos mecanismos de defesa do
hospedeiro, as drogas antifungicas e a radiacao ultravioleta (KAJISHIMA, 2009;
YU et al., 2015).

Semelhante as bactérias, fungos filamentosos e leveduriformes também
podem produzir biofilme, outra condi¢do associada a viruléncia e que pode ser
definido como camadas multicelulares agrupadas (Figura 12) (GUPTA;
DAIGLE; CARVIEL, 2016; HARDING et al., 2009; MONTEIRO et al., 2015).

Os fungos produzem podem produzir hifas invasivas, fundamentais para
a penetracao no tecido alvo para reproducao e nutricdo. Este comportamento
ocorre sempre que expostos a elevada umidade e que possuem substrato para
obtencdo de nutrientes, o que pode ser verificado nas infeccbes de pele e
unhas por dermatoéfitos. Basicamente, ocorre a adesdo a superficie alvo,
seguida da germinacao dos esporos e crescimento celular. Posteriormente, ha
crescimento exponencial do numero de células até atingir a maturidade
necessaria, ou seja, o biofilme completo, para iniciar a dispersdo da espécie
por meio de esporos. Dessa forma, sdo formados os biofilmes que podem ser
encontrados em tecidos acometidos por fungos filamentosos e leveduriformes
(HARDING et al., 2009). O biofilme confere ao micro-organismo consideravel
resisténcia a acdo de substancia sobre sua estrutura, comportando como uma
barreira fisica, 0 que esta possivelmente relacionada a resisténcia antifungica e
recidivas (GUPTA,; DAIGLE; CARVIEL, 2016).
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Figura 12: Modelo de biofilme desenvolvido por leveduras e fungos
filamentosos.

A: Levedura: (i) adsorcdo, (ii) adesao, (iii) formagdo de microcolonias, (iv)
biofilme maduro, e (v) dispersdo. B: Fungo filamentoso: (i) adsorgéo, (ii) ligacéo
ativa, (iii) micro-colénia | (germinagédo), (iv) micro-colénia Il (desenvolvimento
micelial), (v) desenvolvimento do biofiime maduro, e (vi) dispersdo ou fase
plancténica.

Fonte: Adaptado de Harding e colaboradores (2009).

3.3 Diagndstico das onicomicoses

Mesmo com o avanco da medicina laboratorial, o diagnostico de
onicomicoses ainda apresenta grandes dificuldades e limitacbes para os
profissionais da area (CHERNOFF; SCHER, 2016). Assim, torna-se necessaria
a combinacdo entre o diagnéstico clinico e laboratorial com a identificacdo do
agente etioldgico envolvido na infeccdo (DA CUNHA; FONTAO, 2016;
SOLTANI et al., 2015).

3.3.1 Diagndstico clinico

O diagnéstico clinico consiste na analise visual do tecido ungueal de
forma superficial e ndo invasiva, sendo caracterizada a leséo, condi¢des e
habitos de vida do paciente, bem como de seus antecedentes familiares. Ha
necessidade de identificacdo de patologias correlatas, além da avaliacdo de

tratamentos especificos realizados anteriormente (PURIM, 2006).
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3.3.2 Diagnéstico laboratorial

Tradicionalmente, os métodos de diagndstico laboratorial das
onicomicoses incluem a microscopia direta e cultura microbiolégica do material
ungueal do paciente, contudo, estes apresentam limitacdes (GORDON et al.,
2016).

A analise microscopica apresenta reduzida especificidade e
sensibilidade, além de depender do analista, o0 que ocasiona 15 % de
resultados falsos negativos (WISSELINK; ZANTEN; KOOISTRA-SMID, 2011).
Por outro lado, embora a cultura microbioldgica seja considerada padrédo-ouro
para este diagnéstico, seu resultado € dependente do fornecimento de uma
amostra adequada e pode demorar de 2 a 6 semanas (GORDON et al., 2016).

Outras estratégias estdo sendo empregadas para auxiliar no diagnéstico
da onicomicose, mas este ainda apresenta grandes dificuldades (BONIFAZ et
al., 2013).

3.3.2.1 Microscopia Optica direta

A microscopia direta corresponde a um diagndstico presuntivo,
complementar e rapido, mas apresenta consideravel relevancia para o
diagnéstico. Todavia, ndo é aconselhavel substituir a realizacdo da cultura
microbiolégica por esse método (BONIFAZ et al., 2013). E importante ressaltar
que o paciente ndo pode estar em uso de antifungicos no periodo que
antecede a coleta, uma vez que pode proporcionar resultado falso negativo
(BRASIL, 2013).

ApoOs a coleta do material bioldgico, deve-se colocar uma gota de
solucdo de hidréxido de potassio (KOH) a 10 — 20 % (BRASIL, 2013; DIEGO,
2011) em uma lamina de microscopia e sobre esta, a amostra a ser examinada
(HAJAR et al., 2016). Em seguida, deve-se adicionar uma gota de solucao de
azul de algodao e levar ao microscopio Optico para analise nas objetivas de 20
e 40 vezes (BRASIL, 2013; EMAM; EL-SALAM, 2016; HAJAR et al., 2016).

Na analise micromorfolégica, observam-se a presenca de hifas, forma e
disposicdo dos macroconidios, microconidios e eventuais estruturas de
ornamentagéo para fungos filamentos. Em leveduras ocorre a presenca de
células ovoides e hifas (PEREIRA, 2009).
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3.3.2.2-Diagndstico por cultura microbiolégica

Este método € amplamente empregado na rotina laboratorial, entretanto,
demanda longo tempo para conclusdo, laborioso com chance de
contaminacdes e resultados falso-negativos (60 %) (HAJAR et al., 2016).

O material clinico coletado deve ser inoculado em meio de cultura
microbioldgica, de acordo com a suspeita clinica e um dos meios utilizados € o
agar Sabouraud dextrose (SDA) acrescido de cloranfenicol (0,05 %). Este deve
permanecer incubado a 25 - 30 °C por, no minimo, 30 dias, sendo avaliados
diariamente para evidenciar a formagéo de col6nias. Quando o crescimento
fungico for identificado é necessario realizar uma avaliagdo macroscopica
(aspecto e producéo de pigmentos) e microscopica do mesmo (BRASIL, 2013;
DIEGO, 2011; PEREIRA, 2009).

Em casos de crescimento e isolamento de Candida spp., deve-se
empregar CHROMa&gar Candida para auxiliar na identificacdo de C. albicans e
demais espécies (ARAIZA-SANTIBANEZ et al., 2016).

3.3.2.3-Diagndstico pelo acido periédico de Schiff

Trata-se de um método histolégico empregando o corante &cido
periédico de Schiff (APS) (WESTERBERG; VOYACK, 2013) o qual cora células
removidas da regido acometida. Possui elevada sensibilidade (80 - 90 %),
especialmente em casos previamente tratados com antifangico (GATICA et al.,
2017; MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016). Porém, é invasivo, de preparo dificil
e demorado, além de néo ser especifico para dermatofitos (HAJAR et al., 2016;
WESTERBERG; VOYACK, 2013).

3.4 Tratamento das onicomicoses

Fungos e seres humanos s&do seres eucariotos e apresentam
semelhancas estruturais entre suas células, o que culmina na necessidade de
medicamentos com elevada especificidade, a fim de reduzir seus efeitos
toxicos (MORACE; PERDONI; BORGHI, 2014). Uma das diferencas entre
estes seres estd na membrana celular fungica, a presenca do ergosterol,

principal alvo de acdo dos antifungicos (PERSINOTI, 2012).
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O tratamento das onicomicoses é considerado oneroso e um grande
desafio para a medicina, visto que o diagndstico é tardio e muitas vezes
equivocado (BIESBROECK; FLECKMAN, 2015; SIMIC et al., 2016), ha
reduzida adesao do paciente a terapia e, consequentemente, demanda longos
periodos de tratamento, tendo ainda a dificuldade de permeacdo do farmaco
através do tecido ungueal (CHAUVIN, 2011; PASKIABI et al., 2017; ROCHA et
al., 2017).

Este tecido possui reduzida vascularizacdo e representa uma grande
barreira para o contato do medicamento de uso tépico com o fungo, o que
reduz, muitas das vezes, a eficacia do mesmo. Ja a terapia oral pode atingir o
alvo com eficacia, no entanto, ocasionam inumeros efeitos adversos ao
paciente. Assim, em muitos dos casos a melhor estratégia empregada é a
associacdo entre medicamentos de via topica e sistémica (ALOMRANI; AL-
AGAMY; BADRAN, 2015; IORIZZO, 2015).

O tratamento padrdo ocorre por meio de medicamentos administrados
por via tépica (amorolfina e ciclopirox) (PERES et al., 2010a) e oral/sistémica
(terbinafina, cetoconazol e itraconazol) (DIEGO, 2011; KOZAREV; VIZINTIN,
2010; PANNU et al, 2009; TUCKER, 2015). Em contrapartida, estes
proporcionam efeitos adversos, dentre 0s quais merecem destaque a
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e casos de neurotoxicidade (BIESBROECK;
FLECKMAN, 2015; KHAN; AHMAD, 2011). H& uma estimativa de gasto
mundial de mais de 500 milhdes de Ddlares anualmente com o tratamento de
dermatomicoses (GUPTA; KAR, 2015).

3.4.1 - Derivados azblicos

Na classe dos azbis, os principais farmacos de escolha para o
tratamento das onicomicoses sdo cetoconazol e itraconazol (ELSAYED, 2015;
KERAI et al., 2016). Quimicamente, sdo divididos em imidazéis (dois atomos de
nitrogénio no anel azolico): cetoconazol (Figura 13 A), clotrimazol, miconazol,
entre outros e o0s triazOis (trés atomos de nitrogénio no anel azélico):
fluconazol, itraconazol (Figura 13 B), variconazol, posaconazol (NETT; ANDES,
2016; TANG; WANG, 2018).
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Figura 13: Estrutura quimica dos principais representantes dos azais.

A: cetoconazol e B: itraconazol.
Fonte: Adaptado de Brooks e colaboradores (2012).

Estes atuam na biossintese do ergosterol ao inibir a enzima 14-a-
demetilase presente no citocromo P450, enzima responsavel pela remocao
oxidativa do grupo 14-a-metil do (Figura 14) (DELARZE;
SANGLARD, 2015; PEREIRA, 2009) e, consequentemente, ocasiona danos a

lanosterol

estrutura e funcdo da membrana celular, o que resulta na inibicdo do

crescimento e alteragdes morfoldgicas (TATSUMI et al., 2013).
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Figura 14: Mecanismos de acédo das principais classes de antifungicos.
Fonte: Adaptado de Kathiravan e colaboradores (2012).
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Um dos principais gargalos para a utilizagdo desta classe farmacologica
remete aos efeitos adversos por eles proporcionados. Podem ocasionar danos
gastrintestinais e toxicidade hepatica fatal (KATHIRAVAN et al.,, 2012;
MURDAN, 2016; TUCKER, 2015). Além disso, esses podem interagir com
outros farmacos de uso oral, o que limita seu uso em pacientes com
comorbidades distintas de micoses (MURDAN, 2016).

3.4.2 Alilaminas

Sao inibidores ndo competitivos da esqualeno epoxidase, enzima
envolvida da sintese de esterdis (Figura 14). Ocasionam o acumulo de
esqualeno que proporciona danos a estrutura e funcdo da membrana fangica.
Seus principais representantes sdo a terbinafina e naftifina (PEREIRA, 2009;
RANG et al., 2007). Destaque para a terbinafina por estar entre os principais
agentes terapéuticos de escolha para o tratamento das onicomicoses (Figura
15), com taxa de cura de cerca de 75 % e 33 % de recidivas (CHERNOFF;
SCHER, 2016; MADDY; TOSTI, 2017).
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Figura 15: Estrutura quimica do cloridrato de terbinafina.
Fonte: Adaptado de Brooks e colaboradores (2012).

A terbinafina é caracterizada como fungicida e considerada mais efetiva
que o itraconazol e fluconazol, além de possibilitar a administragéo conjunta
com outros medicamentos, uma vez que apresenta reduzidos efeitos colaterais
ou téxicos (disturbios gastrintestinais e alteracdes do paladar) (DIEGO, 2011;
DIOGO et al., 2010; IORIZZO, 2015).
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3.4.3 Morfolinos

A classe dos morfolinos é composta pelo farmaco sintético denominado
amorolfina (Figura 16), que é amplamente empregado na terapia topica contra
as onicomicoses. Atua em dois sitios especificos (A ‘e A ® isomerase e na A
redutase) que inibem a convergédo de lanosterol em ergosterol (Figura 14)
(KATHIRAVAN et al., 2012; WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010).
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Figura 16: Férmula estrutural da amorolfina.
Fonte: Adaptado de Oliveira (2012a).

A amorolfina ndo s6 apresenta elevada atividade frente a dermatofitos e
leveduras, mas também exerce efeito sinérgico com outros antifGngicos como
cetoconazol, itraconazol e terbinafina (ELSAYED, 2015; POLAK-WYSS, 1995),
0 que o torna uma das principais escolhas para o tratamento de infeccdes
ungueais fangicas (ELSAYED, 2015; KATHIRAVAN et al., 2012; PERES et al.,
2010a; POLAK-WYSS, 1995).

3.4.4 Polienos

Os polienos correspondem a classe mais antiga desse grupo
farmacoldgico, ligam-se ao ergosterol presente na membrana celular fangica e
ocasiona a formacdo de poros que permitem o extravasamento de material
intracelular, saida de potassio e a morte celular (Figura 14) (KATHIRAVAN et
al., 2012; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO,
2017).

Os principais representantes deste grupo sdo a anfotericina B e a
nistatina (Figura 17). O primeiro € amplamente empregado para o tratamento
de infec¢bes fungicas sistémicas, com amplo espectro para diversas especies,
quer sejam leveduras ou fungos filamentosos. Ndo é metabolizado pelas
enzimas do citocromo P450 e ndo apresenta consideraveis casos de interagdo

medicamentosa. Entretanto, proporciona toxicidade renal e hepatica (NETT;
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ANDES, 2016; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-
IZQUIERDO, 2017).
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Figura 17: Férmula estrutural da anfotericina B (1) e da nistatina (2).
Fonte: Adaptado de Kathiravan e colaboradores (2012).

A nistatina apresenta grande semelhanca estrutural com a anfotericina B
e compartilham o mesmo mecanismo de acdo. Sua administracdo ocorre por
via tOpica para o tratamento de infec¢cbes por Candida spp. superficiais
(BONDARYK; KURZATKOWSKI; STANISZEWSKA, 2013). Entretanto, seu
emprego € limitado ao uso a esta via de administracdo pela sua elevada
toxicidade (BROOKS et al., 2012).

3.4.5Hidroxipiridona

Outro antifungico para uso tépico amplamente prescrito € o ciclopirox (6-
ciclo-hexil-1-hidroxi-4-metil-2 (1H) — piridona) (Figura 18) (CHU; RUBIN, 2014;
FELDSTEIN; TOTRI; FRIEDLANDER, 2015). E uma hidroxipiridona sintética de
largo espectro. Os grupos hidroxi-substituintes apresentam elevada afinidade
por cations trivalentes (Fe*") que sdo cofatores essenciais para enzimas, o que

implica na interferéncia no transporte de elétrons mitocondriais importantes da
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producdo de energia, o que prejudica 0 metabolismo microbiano (MATOS,
2015). Este, geralmente é utilizado em combinagdo com antifingicos orais,
como a terbinafina, que proporciona uma taxa de cura de aproximadamente 88
% (WESTERBERG; VOYACK, 2013). E importante ressaltar que nio é
indicada a monoterapia tépica (IORIZZO, 2015; MOYANO; ERCHIGA; PILAR,
2016).

CH5

Figura 18: Férmula estrutural do ciclopirox.
Fonte: Adaptado de Matos (2015).

3.4.6 Terapias complementares

Existem outras formas de tratamento sem o emprego de medicamentos
de forma direta como a terapia fotodindmica, aplicacdo quimica e a remocao da
unha (FELDSTEIN; TOTRI; FRIEDLANDER, 2015; MOYANO; ERCHIGA;
PILAR, 2016; ROBRES et al., 2015; TARDIVO; WAINWRIGHT; BAPTISTA,
2015).

A terapia fotodinamica consiste na aplicacdo de um feixe de luz, a
determinado comprimento de onda, diretamente sobre a regido ungueal
acometida juntamente com um componente quimico fotossensibilizante. Este
agente aplicado topica ou sistematicamente, gera espécies reativas de oxigénio
(ROS) que iniciam a destruicdo de células por necrose ou apoptose, apos ser
excitado pela luz aplicada (BHATTA; KEYAL; WANG, 2016; LOPEZ-CHICON
et al., 2016; ROBRES et al., 2015; TARDIVO; WAINWRIGHT; BAPTISTA,
2015).

Outra terapia alternativa ocorre por meio do uso de componentes
quimicos que ocasionam a destruicdo da unha para facilitar a acdo dos
antifingicos. S&o empregadas formula¢des topicas contendo creme de ureia 20
% ou 40 %, juntamente com &cido salicilico a 10 % (MOYANO; ERCHIGA,
PILAR, 2016).
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J& a remocédo da placa ungueal € um procedimento cirargico no qual é
realizada a retirada parcial ou total da unha. E recomendado apenas quando ha
resisténcia aos antifingicos para auxiliar na terapia topica (FELDSTEIN;
TOTRI; FRIEDLANDER, 2015; MOYANO; ERCHIGA; PILAR, 2016; PURIM,
2006).

Em 2014, foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) novo
farmaco para tratamento topico das onicomicoses, o tavaborole (Figura 19),
cujo mecanismo de acdo corresponde a inibicdo da sintese proteica
(BIESBROECK; FLECKMAN, 2015; ELEWSKI et al., 2015; ELSAYED, 2015;
FLICK et al., 2016).

F

Figura 19: Férmula estrutural do tavaborole.
Fonte: Adaptado de Elewski e colaboradores (2015).

3.5 Resisténcia microbiana aos agentes antifingicos

O tratamento medicamentoso com antifingicos, embora pouco descrito,
promove a selecdo de micro-organismos resistentes com capacidade de
sobreviver e reproduzir na presenca de determinado farmaco (MORACE;
PERDONI; BORGHI, 2014). A resisténcia a antifiingicos recebe menor atencao
quando comparada a bacteriana, o que pode ser justificado pelo fato de as
micoses serem doencas negligenciadas, mas o numero de recidiva vem
aumentando (DELARZE; SANGLARD, 2015; PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Em muitos casos, as recidivas fangicas sao atribuidas a incapacidade do
antifungico de penetrar no local da infeccdo, e ndo resultante da resisténcia
intrinseca ou adquirida do fungo (ALIPOUR; MOZAFARI, 2015). Todavia, esta
circunstancia nem sempre € verdade, uma vez que diversos mecanismos de
resisténcia ja foram identificados em dermatoéfitos e Candida spp.. De forma
geral, os principais mecanismos que contribuem para a resisténcia aos

antifangicos remetem a modificacdo ou degradacdo metabdlica do farmaco,
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com a reducéo de sua captacdo pelo fungo; altera¢des na interacdo com o sitio
alvo, por meio de mutagOes pontuais, amplificacdo e conversao génica
(recombinacdo) e aumento do efluxo celular (MARTINS et al.,, 2017; NETT,;
ANDES, 2016; PERES et al., 2010a).

Na espécie T. rubrum ja foram identificados dois transportadores
relacionados ao efluxo celular, TruMDR1 e TruMDR2, 0s quais sdo cruciais na
producdo de enzimas que favorecem sua patogenicidade e no processo de
resisténcia a diversos antifungicos (KOMOTO et al., 2015; PERES et al.,
2010a).

Entre as espécies de Candida spp. ha a formacéo de biofilme, o qual se
comporta como uma barreira para a entrada dos antifungicos, episédio que
representa um grave problema no contexto da ineficacia desses farmacos
(MONTEIRO et al., 2015; MORACE; PERDONI; BORGHI, 2014). E necessario
mencionar o aumento do efluxo de agentes antifingicos, devido a sobre-
expressao de genes CDR1 e CDR2 (familia de proteinas transportadoras de
membrana do tipo ABC) (IBRAHIM et al.,, 2015). Estes e outros elementos
estdo atraindo maior atencao dos profissionais de saude diante do aumento de
casos de cepas resistentes a terapia medicamentosa (EL-HOSSARY et al.,
2017; GUIRAO-ABAD et al., 2017; SZCZEPANIAK et al., 2017).

Delarze e Sanglard (2015) definem o termo tolerancia aos antifungicos
como a capacidade do micro-organismo sobreviver em concentracdes
medicamentosas acima da concentracao inibitéria minima (CIM). Esta pode
estar associada a mutacdes genéticas, que podem ser impulsionadas pela
resisténcia a elevadas concentracdes de farmacos. Por conseguinte, pode
desencadear, sob pressao seletiva, alteragcbes em genes especificos. Desta
forma, a tolerancia aos antifingicos favorece o surgimento e a persisténcia de
células capazes de sobreviver as terapias medicamentosas e ocasionar as
recidivas (DELARZE; SANGLARD, 2015).

Assim, o0 surgimento de cepas tolerantes e resistentes leva a busca por
antifngicos com mecanismos de acao inovadores, amplo espectro de acao,
eficazes, com reduzida toxicidade e excelente biodisponibilidade para o
tratamento da onicomicoses (KOKIL et al., 2010; SHAH et al., 2015; SIMIC et
al., 2016).
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Diante do exposto, o tratamento de micoses e em especial da tinea
unguium se tornou um grande problema de saude publica mundial, uma vez
gque os medicamentos antifingicos disponiveis ao consumidor estdo se
tornando a cada dia menos eficazes e, dessa forma, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos compostos ativos (KHAN; AHMAD, 2011).

Estudos envolvendo compostos amino alcoois e diaminas tem revelado
atividade antimicrobiana promissora (AJORI; ANSARI; DARVIZEH, 2015;
ALMEIDA et al.,, 2013), o que impulsiona a avaliacdo do seu potencial

farmacoldgico diante dos micro-organismos causadores de micose de unha.

3.6 Compostos amino alcoois e diaminas

Os amino alcoois sdo empregados na quimica medicinal, a fim de
sintetizar compostos biolégica e farmacologicamente ativos como pode ser
observado em: adrenalina, bloqueadores beta-adrenérgicos, farmacos anti-
asmaticos, antibidticos entre outros produtos naturais bioativos. Possuem
grande importancia atribuida ao seu emprego em sinteses organicas de
compostos sintéticos e de ocorréncia natural. Sua presenca € frequentemente
associada a atividades biol6gica com potencial antimicrobiano (ABONIA et al.,
2013; ALALLA et al.,, 2016; ALMEIDA et al., 2013; VANGURU et al., 2017,
VIJAY; ANGAYARKANNY; BASKAR, 2008).

Substancias contendo a unidade amino alcool (Apéndice A) podem
apresentar acdo antituberculosa ao inibir o crescimento de M. tuberculosis
(CUNICO et al., 2011; REZENDE JR et al., 2009; TAVEIRA et al., 2007); acao
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli resistente a vancomicina;
Pseudomonas aeruginosa resistente a novobiocina, P. vulgaris (PRIYANKA et
al., 2017) e acao antibacteriana de modo geral (SOUZA FERNANDES et al.,
2016), além de apresentar reduzida toxicidade (TAVEIRA et al., 2007).

Souza Fernandes e colaboradores (2016) demonstraram a acéo
antimicrobiana de uma série de amino alcoois (Apéndice A) frente a bactérias
Gram-positivas, onde observaram que o tamanho da cadeia alifatica, ou seja,
sua lipofilicidade pode ser considerado importante para sua atividade. Além

disso, compostos da mesma série revelaram ac¢ao antitumoral.
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Os amino alcoois podem ser observados ainda nos polienos, como
representantes a anfotericina B e nistatina (Figura 17) que sdo agentes
antifingicos. E possivel observar ainda a presenca de amino alcool e diaminas
na estrutura do etambutol, antimicrobiano amplamente empregado no
tratamento da tuberculose (Figura 20) (RANG et al., 2007).
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Figura 20: Formula estrutural do etambutol.
Fonte: O autor (2018).

O grupo das diaminas (Apéndice A) também possuem inimeras acdes
farmacoldgicas descritas como as N-monoalquiladas apresentam acédo anti-T.
vaginalis e Giardia lamblia, efetivas frente a M. tuberculosis e atividade
leishmanicida (L. amazonensis e L. chagasi) (COIMBRA et al., 2010;
GIORDANI et al., 2011; GIORDANI et al., 2009; REZENDE JR et al., 2009;
SILVA et al., 2012).

Os compostos diaminas correspondem a um tipo de poliamina com dois
grupos amino sendo utilizados como precursores de sinteses organicas
diversas (Yl et al., 2015). Sua ac¢éo biolégica pode ser observada em iniUmeros
trabalhos (Apéndice A), como a acdo antiviral in vitro de uma série de
compostos diaminas frente a cultura de células infectadas com o virus da
hepatite C, inibidores de acetil-CoA-carboxilase (controle do metabolismo de
lipideos) em mamiferos, potencial inibitério sobre Leishmania, T. vaginalis, T.
cruzi e Shistosoma mansoni (SOUZA FERNANDES et al., 2013; HWANG et al.,
2013; KUNG et al., 2015; YAMANAKA et al., 2013).

A esses grupos quimicos ainda é atribuida a agdo antimicrobiana
(Apéndice A) diante de bactérias Gram-positivas (S. aureus ATCC 29213 e S.
epidermidis ATCC 12228), Gram-negativa (P. aeruginosa ATCC 27853) e M.
tuberculosis (H37Rv ATCC 27294) (REZENDE JR et al., 2015). Sharma e
colaboradores (2011) também evidenciaram a acdo frente a E. coli, P.

aeruginosa, S. aureus e S. epidermidis, aléem de relatar potencial antifingico
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contra Geotrichum candidum NCIM 980, C.albicans MTCC 3017 e C. glabrata
MTCC 3019. Seu potencial se estende ao apresentar acdo sobre o fungo
fitopatogénico Pyrenophora avenae (BREAR; WALTERS; ROBINS, 1997).
Diante do exposto, € notoria a diversidade de empregos e os resultados
promissores na area biologica associados aos compostos contendo, em suas
estruturas, unidades amino &lcoois e diaminas. Todavia, a avaliacdo do
potencial antifngico destas classes organicas ainda é pouco explorada, o que

atribui maior relevancia ao presente trabalho.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Moléculas organicas

Por meio de colaboracdo estabelecida com o Laboratério de Quimica
Organica do Instituto de Ciéncias Exatas na Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF), foram sintetizadas 50 moléculas organicas com caracteristicas
quimicas e fisico-quimicas distintas. Diante deste rol de substancias,
vislumbrou-se a possibilidade de avaliar o potencial antifangico in vitro das
mesmas frente aos principais fungos causadores das onicomicoses.

Todas as moléculas supracitadas (Tabela 1) foram obtidas por meio de
parceria estabelecida com o referido Laboratério de Quimica Orgénica e
submetidas a atividade antifingica para selecionar as que apresentassem
resultados mais promissores (Figura 21) e partir destas realizar as demais

andlises, a fim de averiguar seu potencial antifingico e possivel mecanismo de

acao.
[ 50 moléculas organicas sintetizadas ]
Atividade
antifingica
In vitro
A;BeC v
Viaveis [ Inviaveis ]
Atividade Citotoxicidade MEV
enzimatica

Figura 21: Fluxograma representativo do presente estudo.
Fonte: O autor (2018).
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Tabela 1: Identificacdo das moléculas submetidas a atividade antifiingica.

Férmula Estrutural

Identificac&o/ Radical

R OH
SNH N

1 - R: (CH,),CHs
2 - R: (CH)sCHs
3 - R: (CH2)1:CHs
4 - R: (CH2)13CHs
5 - R: (CH2)15CHs

6-R: (CHz)QCHg
7-R: (CH2)11CH3
8-R: (CH2)13CH3

9-Ri:H; R, H
10 - Ry: CH3; Ry CHs

11 - R: (CH2)9CH3
12 - R: (CH2)11CH3
13-R: (CH2)13CH3

14 - R: (CH,)sCH;
15 - R: (CH)1.CHs
16 - R: (CH2)12CHs

17 -

18 - R;: (CH2)1:CH;
R, e Rs: (CH,),OH
19 - R;: (CH3)oCHs3
R2: H; e Rs: (CH,)3NH,
20 - Ry: (CHy)1:CH3
R»2: H; e R3: (CH,)3NH;

21 - R: (CH,)oCHs
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Tabela 1: Identificacdo das moléculas submetidas a atividade antifungica

(continuacao)

Formula Estrutural

Identificacdo/ Radical

22-

23 -

NI
R 24 - R: (CH,),0OH
25 - R: (CH,);0H
R
NH
26 - R: (CH,),0H
27 - R: (CH,)s0H
CH,
OH
NH
CHy 28 -
—OH oH
| 7
NH
E o .
/~.OH
N
@ T oH 30 -
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Tabela 1: Identificacdo das moléculas submetidas a atividade antifiingica

(continuacao)

Formula Estrutural

Identificacdo/ Radical

NHR 31 - R: (CH,):NH;
32-R: (CH2)3NH2
33-R: (CH2)4NH2
34 -R: (CHz)eNHZ
CHz
! /\/N\
N CHsy 35 -
CHs;
X N NH
36 -
|
H;C CHj
CHs
H 37-
|
H3C CHj

HCI

OH
OH
NH
OH
R——O

38 - R: (CH,),CHs
39 - R: (CH,),CHs
40 - R: (CH,)sCHs
41 - R: (CH,)sCHs
42 - R: (CH,)1.CHs3
43 - R: (CH,)15CHs3

OH
@)
| OH
NH
OH
R——O

44 - R: (CH,)3CH3
45 - R: (CH,)sCHs
46 - R: (CH,);CH3
47 - R: (CH,)sCH3
48 - R: (CHp)oCHs
49 - R: (CH2)1:CHs
50 - R: (CH2)13CHs

Fonte: O autor (2018).
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4.2 Cepas fungicas

Foram selecionadas trés cepas de fungos filamentosos: Trichophyton
mentagrophytes ATCC 11481 (Figura 22), T. rubrum CCT 5507 URM 1666
(Figura 23) e Epidermophyton floccosum CCF-IOF-3757 (Figura 24) e uma de
fungo em fase leveduriforme: Candida albicans ATCC 10231 (Figura 25 A)
fornecidas pela Fundacdo André Tosello e pelo Laboratério de Micro-
organismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz. Todas as cepas estdo armazenadas no
laboratorio do Nucleo de Pesquisa e Inovacdo em Ciéncias da Saude
(NUPICS) na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF). Foi empregada ainda uma cepa fungica de C. albicans isolada de
paciente (Figura 25 B) no laboratério Maurilio Baldi do Hospital Universitario da

UFJF e gentilmente cedidas para a realizacao deste estudo.

Figura 22: Morfologia macroscopica de Trichophyton mentagrophytes ATCC
11481.

Aspecto macroscopico da colbnia fingica: (A) anverso e (B) verso.

Fonte: O autor (2018).
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Figura 23: Morfologia macroscopica de Trichophyton rubrum CCT 5507 URM
1666.

Aspecto macroscoépico da coldnia fungica: (A) anverso e (B) verso.

Fonte: O autor (2018).

Figura 24: Morfologia macroscoépica de Epidermophyton floccosum CCF-IOF-
3757.

Aspecto macroscopico da col6nia fungica: (A) anverso e (B) verso.

Fonte: O autor (2018).
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- o il = —_ - e
Figura 25: Morfologia macroscépica de Candida albicans.
A: Candida albicans ATCC 10231 e B: Isolado clinico de Candida albicans
Fonte: O autor (2018).

4.3 Realizagcdo do microcultivo

4.3.1 Fungo filamentoso

O microcultivo corresponde a uma etapa de controle de qualidade que
visa a analise morfolégica, por microscopia Optica, das estruturas de
reproducao, ornamentacdo e de todo o micélio aéreo de fungos filamentosos
(PEREIRA, 2009). A técnica foi realizada de acordo com Pereira (2009), a qual
pode ser identificada por meio do esquema apresentado abaixo (Figura 26).
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Laminas de vidro Bloco de meio Agar batata

Algodao umedecido
com agua

Laminula de vidro Fragmento fiingico

Placa de Petri

Figura 26: Esquema do microcultivo em lamina de vidro.
Fonte: Caneschi (2013).

A técnica foi realizada com o emprego de duas laminas e uma laminula
de vidro, placa de Petri, um “bloco” de agar batata dextrose de 1,0 cm? com 5 —
8 mm de altura. As laminas foram colocadas uma sobre a outra e sobre elas
adicionado um bloco de agar. Em seguida foi realizada a semeadura do fungo,
a partir de um repique recente, nos quatro pontos do bloco e recobertos com a
laminula. Posteriormente, foi adicionado um algodao estéril umedecido com
agua, também estéril, no interior da placa de Petri, a fim de formar uma
atmosfera imida. A placa de Petri foi fechada e incubada a 28 + 2 °C por 7 a 10
dias até o surgimento de hifas aderidas a laminula (PEREIRA, 2009).

Apos o periodo de crescimento fungico, retirou-se a laminula e a ela foi
adicionada uma gota do corante lactofenol azul de algodao. Posteriormente,
essa foi afixada em uma lamina de vidro e observada ao microscépio Optico
(Eclipse - E200, Nikon, Japdo) com objetiva de 40 vezes, o que permitiu
visualizar as estruturas de reproducdo (micro e macroconidios), bem como

hifas e estruturas de ornamentacéo (BRASIL, 2013).
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Nas cepas de T. mentagrophytes ATCC 11481 (Figura 27) e T, rubrum
CCT 5507 URM 1666 (Figura 28) foi evidenciada a presenca de numerosos

microconidios aderidos as hifas e macroconidios raros.

Figura 27: Imagem de microcultura de Trichophyton mentagrophytes ATCC
11481.

Seta: A — hifa e B - microconidios

Fonte: O autor (2018).

Figura 28: Imagem de microcultura de Trichohyton rubrum CCT 5507 URM
1666.

Seta: A — hifa e B - microconidios

Fonte: O autor (2018).

<
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A cepa de E. floccosum CCF-IOF-3757 foi -caracterizada
microscopicamente pela presenca de hifas cilindricas, hialinas e septadas e

pelo grande numero de macroconidios (Figura 29).

3757.
Seta: A — hifa e B - macroconidios
Fonte: O autor (2018).

4.3.2 Fungo leveduriforme

As cepas de C. albicans foram avaliadas com o auxilio de uma lamina de
vidro, salina 0,9 % (p/v) e corante lactofenol azul de algodéao (Figura 30) para
observacdo ao microscopio optico (Eclipse - E200, Nikon, Japao) empregando

a objetiva de 40 vezes de aumento.

Material fungico/ Salina 0,9 % (p / v)
e corante lactofenol azul de algodao

Laminula de vidro

Lamina para microscopia

Figura 30: Esquema para avaliacdo de levedura por microscopia 6ptica.
Fonte: O autor (2018).
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Ao averiguar as duas cepas de C. albicans foi observada a presenca de

células ovoides e em brotamento e auséncia de hifas ou pseudo-hifas (Figura
31).

Figura 31: Imagens do microcultura de Candida albicans.

A: C. albicans ATCC 10231; B: C. albicans isolado clinico. Setas indicam
células ovoides e em brotamento. Aumento de 40x.

Fonte: O autor (2018).

4.4 Caracterizacdo molecular

As respectivas cepas fangica supracitadas no item 4.2 foram
identificadas por meio da caracterizacdo por metodologia molecular, de acordo
com o protocolo descrito por Lindsley e colaboradores (2001). Todas as
andlises foram realizadas por meio de colaboracdo estabelecida com o
Laboratério de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
da Fundag&o Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ (Fiocruz/RJ).

O sequenciamento parcial da regido ITS foi realizado utilizando os
iniciadores ITS1(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (LINDSLEY et al.,, 2001). Resumidamente,
foram utilizados 100 ng de DNA, 10 pmol de cada primer na reacdo, e a
temperatura de emparelhamento foi de 58 °C. O sequenciamento automatizado
foi realizado com o emprego de uma Plataforma de Sequenciamento na
Fundacdo Oswaldo Cruz - PDTIS/FIOCRUZ, Brasil. As sequéncias foram
editadas usando o software Sequencher 4.9 e comparadas pelo Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). As sequéncias obtidas para a regido ITS dos



60

isolados de T. mentagrophytes ATCC 11481 e C. albicans ATCC 10231 ja
estdo depositadas no Genbank sob os respectivos niumero de acesso NCBI/
GenBank KX132909 e HQ199085.

A espécie T. mentagrophytes faz parte de um complexo, o que dificulta a
sua identificacdo e caracterizacdo apenas por meio de técnicas de microscopia
optica (DROUOQT et al., 2009; OYEKA, 2000). Desta forma, o sequenciamento
parcial da regido ITS para o isolado T. mentagrophytes ATCC 11481 foi
revisado, o qual demonstrou alta similaridade com o isolado de T.
mentagrophytes (JX122271) depositado no Genbank. Ja para a identificacao
em nivel de espécie do isolado de T. rubrum CCT 5507 URM 1666 nao foi
necessario realizar o sequenciamento parcial de genes, uma vez que sua
autenticidade ja havia sido ratificada recentemente em outros estudos
(BAPTISTA et al., 2015; BISHA; KIM; BREHM-STECHER, 2011; CANESCHI,
et al., 2015; CANESCHI et al., 2017; RIVAS; MUHLHAUSER, 2015). A cepa de
E. floccosum CCF-IOF-3757 apresentou-se na forma pleomorfica, o que
inviabilizou sua analise de espécie pela metodologia molecular descrita.

As leveduras do género Candida utilizadas no estudo foram avaliadas de
acordo com a espécie por meio da realizacdo do sequenciamento parcial da
regido ITS, sendo os mesmos confirmados como pertencentes a espécies C.
albicans.

4.5 Atividade antifungica

4.5.1 Determinacéo da concentragdo inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM para as referidas moléculas foi realizada de
acordo com os protocolos M38-A2 (fungos filamentosos) e M27-A3 e M27-S4
(leveduras) do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012, 2008a e
2008b) com emprego de adaptagOes, conforme estabelecido por Almeida e
colaboradores (2009). A CIM foi considerada a menor concentracdo de um
agente antifungico capaz de inibir o crescimento, visualmente detectado, do
micro-organismo (CLSI, 2008a).

As analises foram realizadas em triplicata em placas de poliestireno

estéreis de 96 pocos (Sarstedt, Alemanha), empregando meio Roswell Park
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Memorial Institute (RPMI) 1640 (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA) tamponado
com acido 3(N-morfolino) propanossulfénico (MOPS) (JTBaker, Alemanha) (pH
=7,0+0,2).

4.5.1.1-Padronizacéo do in6culo

4.5.1.1.1 Fungo em fase filamentosa

O preparo da suspensao fangica consistiu no emprego de 2 mL de
solucao salina estéril 0,9 % (p/v) e 20 pL de solucdo Tween-80/dimetilsulféxido
(DMSO) PA (1:1, v/v) para realizacdo da lavagem de culturas de 7 - 15 dias de
crescimento em SDA contendo 0,05 % (p/v) de cloranfenicol.

A suspensao de hifas e conidios formada foi transferida para um tubo
conico de 50 mL estéril e homogeneizado em vértex (Genie 2, Scientific
Industries, EUA) por 1 min. Ap6s 5 min em repouso, o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo de 50 mL estéril e a ele adicionado salina estéril
0,9 % (p/v) e homogeneizado, o que proporcionou a formacdo de uma
suspensao (CLSI, 2008b).

Assim, o inoculo foi padronizado com o auxilio do espectrofotdmetro
(Libra S12, Biochrom, Reino Unido) e cubeta de quartzo com 1,0 cm de
caminho O6ptico e transmitdncia ajustada na faixa de 68 — 70 % em
comprimento de onda fixo de 530 nm, o qual proporciona uma suspensao com
0,4 x 10* a 5 x 10* unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL (ALMEIDA et al.,
2009).

Posteriormente, esta suspensao foi diluida na proporcédo de 1: 50 (v/v)
em meio RPMI - 1640 tamponado com MOPS e empregada para a
determinacdo da CIM, por meio da transferéncia de uma aliquota de 100 pL

para a microplaca.
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45.1.1.2 Fase leveduriforme

A suspensao foi preparada por meio da adicdao de 2 mL de solucdo
salina estéril 0,9 % (p/v) sobre culturas de 24 - 48 h de crescimento em SDA
contendo 0,05 % (p/v) de cloranfenicol.

A mistura formada foi transferida para um tubo conico de 50 mL estéril e
homogeneizado em vértex (Genie 2, Scientific Industries, EUA) por 1 min. Uma
aliquota foi diluida com salina estéril 0,9 % (p/v) e analisada no mesmo
espectrofotdmetro supracitado tendo a transmitancia ajustada na faixa de 89 %
em comprimento de onda fixo de 530 nm (CLSI, 2008a; FALAHATI et al.,
2014). Assim, houve a formacdo de uma suspens&o com 1 - 6 x 10° UFC/mL;
essa por sua vez passou por duas diluicdes seguidas, 1: 50 (v/v) e 1: 20 (v/v)
para obtencdo final de 1 - 5 x 102 UFC/mL em meio RPMI-1640 tamponado
com MOPS. O inéculo preparado foi empregado para a determinacdo da CIM

por meio da transferéncia de uma aliquota de 100 pL para a microplaca.

4.5.1.2-Diluicdo dos agentes antifungicos

A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada por meio da
solubilizacdo das moléculas testadas e dos farmacos de referéncia: terbinafina
(Gemini, Brasil), cetoconazol (Attivos Magistrais, Brasil), itraconazol (Sigma-
Aldrich Chemistry, EUA), anfotericina B (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA),
amorolfina (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA) e nistatina (Sigma-Aldrich
Chemistry, EUA) de acordo com a Tabela 2 (ALMEIDA et al., 2009; CLSI, 2012,
2008a e 2008b).
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Tabela 2: Forma de solubilizacdo das amostras avaliadas.

Agente Faixa de concentracéao
Amostras . ]
solubilizante avaliada

Terbinafina DMSO: Tween 80 0,0234 a 480*"
Cetoconazol DMSO: Tween 80 0,0313 a 640*"
ltraconazol DMSO: Tween 80 0,0313 a 64+
Amorolfina DMSO: Tween 80 0,0313 a 16*F
Anfotericina B Agua destilada 0,0313 a 16**

Nistatina DMSO: Tween 80 0,5 a 64***
DMSO: Tween 80 7,81 a 1.000*"

Moléculas testadas
DMSO: Tween 80 39 a 5.000*"

*: pg/mL; **: Ul/mL; ©: fungo filamentoso; “: fungo leveduriforme
Fonte: O autor (2018).

Os agentes antifungicos foram solubilizados e submetidos a uma
diluicdo seriada na respectiva faixa estabelecida (Tabela 2), perfazendo um
total de doze diluicdes avaliadas. Para a realizacdo das mesmas foi empregado
meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA) tamponado com MOPS
(Sigma-Aldrich Chemistry, EUA).

4.5.1.3-Preparo da microplaca

Placas estéreis de poliestireno, fundo chato e 96 pocos (Sarstedt,
Alemanha) foram utilizadas de modo a avaliar as moléculas selecionadas,
farmacos de referéncia, os controles de viabilidade do micro-organismo e
controle de esterilidade do meio de cultura, sendo essas andlises realizadas
em triplicata.

O procedimento consistiu na transferéncia de uma aliquota de 100 uL
das respectivas diluicdes dos agentes antifungicos avaliados para os poc¢os da
microplaca, seguida pela adicdo de 100 pL de meio RPMI — 1640 tamponado
com MOPS contendo o inoculo padronizado, como descrito no item 4.5.1.1.1
(fungo filamentoso) ou 4.5.1.1.2 (fungo leveduriforme) (ALMEIDA et al., 2009;
CLSI, 2012, 2008a e 2008b).



64

O teste de viabilidade fangica foi preparado pela adicdo de 100 pL de
RPMI — 1640 tamponado com MOPS e 100 pyL desse mesmo meio de cultura
contendo o inéculo a microplaca.

Apos estes procedimentos, a microplaca foi homogeneizada em agitador
de microplacas (SI1-0400, Genie Scientific, EUA) durante 2 min e incubada a 28

+ 2 °C por 7 dias (fungos filamentosos) e 37 + 2 °C por 48 h (leveduras).

4.5.2 Determinacdo da concentracao fungicida minima (CFM)

A CFM corresponde a menor concentracdo da substancia antifangica
analisada, na qual a cepa fungica ndo foi capaz de apresentar, visualmente,
crescimento quando inoculada em meio de cultura microbiolégica sem a
presenca de antifungicos (PEREIRA, 2009).

4.5.2.1-Fase filamentosa

Apos a leitura da CIM, foi determinada a CFM (MAGAGNIN et al., 2011).
Para tal, aliquotas de 10 yL do meio de cultura microbiolégica presente nos
pocos onde ndo foi observado, visualmente, crescimento fangico foram
transferidas para microplacas de 96 pocos contendo 200 pL de caldo

Sabouraud dextrose (SDB) desprovidas de qualquer antifingico.

4.5.2.2-Fase leveduriforme

Uma aliquota de 5 yL do meio de cultura microbiolégica presente nos
pocos onde nao observamos, visualmente, crescimento fungico foram
transferidas para criotubos contendo 1,0 mL SDB sem a presenca de
antifingicos.

ApoOs estes procedimentos, a microplaca foi homogeneizada em agitador
de microplacas durante 2 min e incubada a 28 + 2 °C por 7 dias (fungos
filamentosos) e os criotubos homogeneizados em vértex e incubados a 37 + 2
°C por 48 h (leveduras).

O agente antifungico foi caracterizado como fungistatico caso ocorresse
crescimento fungico ap6s a sua diluicho e, fungicida na auséncia de
crescimento (ESPINEL-INGROFF et al., 2002).



65

4.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A realizacdo de MEV ocorreu com o0 preparo das seguintes amostras:
suspensao fangica ndo submetida ao tratamento e suspensdo fungica
submetida ao tratamento com os farmacos de referéncia (terbinafina,
cetoconazol, itraconazol amorolfina, anfotericina B e nistatina) e moléculas

testadas na respectiva CIM estabelecidas no item 4.5.1.

4.6.1 Fase filamentosa

A suspensao fangica foi preparada por meio do emprego dos respectivos
fungos citados no item 4.2 com 7 dias de crescimento em SDA e salina 0,9 %
(p/v) estéril. Essa foi padronizada em espectrofotdmetro na faixa de 68 — 70 %
de transmitéancia em comprimento de onda fixo de 530 nm. Posteriormente
essa suspensdao foi diluida na proporcao de 1: 50 (v/v) em meio RPMI - 1640

tamponado com MOPS.

4.6.2 Fungo leveduriforme

A partir da cepa de C. albicans ATCC 10231 com 48 h de crescimento
em SDA foi preparada a suspenséo fungica com o emprego de salina estéril
09 % (p/v). O numero de células, nela contida, foi ajustado em
espectrofotometro na faixa de 89 — 90 % de transmitancia em comprimento de
onda fixo de 530 nm. Posteriormente, essa suspenséo foi diluida na proporcéo
de 1:50 (v/v) e 1: 20 (v/v) em meio RPMI - 1640 tamponado com MOPS.

4.6.3 Diluicdo dos agentes antifungicos

Os farmacos de referéncia (terbinafina, cetoconazol, itraconazol,
amorolfina, anfotericina B e nistatina) e as moléculas testadas foram
solubilizadas como descrito no item 4.5.1.2 para o preparo das solucbes com

as respectivos valores de CIM para cada cepa avaliada.
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4.6.4 Preparo da microplaca

Foram empregadas microplacas estéreis de polipropileno, fundo chato e
24 pocos (Sarstedt, Alemanha). Em cada poco foi adicionado uma aliquota de
500 pL das respectivas diluicbes dos agentes antifungicos avaliados, seguida
pela adicdo de 500 pL de meio RPMI — 1640 tamponado com MOPS e com o
in6culo padronizado nos itens 4.5.1.1.1 e 4.5.1.1.2 para os fungos filamentosos
e leveduras, respectivamente.

Apos estes procedimentos, a microplaca foi homogeneizada em agitador
de microplacas (SI1-0400, Genie Scientific, Estados Unidos), durante 2 min e
incubada a 28 + 2 °C por 7 dias (fungos filamentosos) e 37 + 2 °C por 48 h

(leveduras).

4.6.5 Preparo para fungos filamentosos

Decorrido o tempo de incubacao (28 £ 2 °C/ 7 dias), o volume de cada
amostra foi centrifugado a 1.301 g/ 10 min a temperatura ambiente (Eppendorf,
5417R, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e as células residuais
submetidas a 3 ciclos de lavagens com tampéo fosfato 0,1 M (pH = 7,2) e
centrifugagéo nesta mesma configuragao.

Posteriormente, as amostras foram submetidas as seguintes etapas de
acordo com Caneschi e colaboradores (2015), Martinelli; Santos (2010) e Mio;
Novaes; Alves (2006):

a. Fixacdo: foram adicionados 300 pL da solugdo de solucdo de
Karnovsky (glutaraldeido 2,5 % [Sigma-Aldrich  Chemistry, EUA]
paraformaldeido 2,5 % [Sigma-Aldrich Chemistry, EUA] em tampao cacodilato
de sodio 0,05 M [Sigma-Aldrich Chemistry, EUA], cloreto de calcio 0,001 M
[Vetec, Brasil], pH = 7,2) a amostra previamente lavada e deixou-se em contato
por 24 h sob refrigeracdo (4 °C). Posteriormente, as células fungicas foram
submetidas a 2 ciclos de lavagem com tampédo fosfato (pH = 7,2) e
centrifugadas a 1.301 g/ 10 min a temperatura ambiente;

b. Adesdo a laminula: todo o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi aderido a laminula de vidro circular (13 mm) previamente recoberta

com solucéo de poli-d-lisina 0,1 % (p/v) (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA);
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c. Pos-fixacdo: adicionou-se as células aderidas a laminula solucdo de
tetroxido de 6smio 1 % (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA) por 30 min e em
seguida lavou-se com tampéao cacodilato (pH = 7,2);

d. Desidratacédo: realizou-se lavagens com etanol PA em concentracdes
crescentes (7,5; 15; 30; 50; 70; 90 e 100 %) por 15 min cada;

e. Ponto critico: as amostras foram submetidas a desidratacdo em ponto
critico (Leica EM CPD 030, Alemanha);

f. Fixagdo em stubs: as laminulas foram fixadas em stubs de aluminio
com auxilio de fita de carbono dupla face;

g. Metalizacdo: os stubs receberam banho de vapor de ouro em
metalizador (Balzer FL-9496, Liechtenstein);

h. MEV: as amostras foram analisadas em microscépio eletrénico de
varredura (JEOL, JSM 6390LV) sob voltagem de 15 Kv e distancia de trabalho
de 17 mm.

As etapas de ponto critico, metalizacdo e MEV foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica do Museu Nacional da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

4.6.6 Preparo para leveduras

Apos o periodo de incubacao (37 £ 2 °C por 48 h), o volume de cada
amostra foi centrifugado a 1.301 g/ 10 min (Eppendorf, 5417R, Alemanha). O
sobrenadante foi descartado e as células residuais submetidas a 3 ciclos de
lavagens com tampao fosfato 0,1 M (pH = 7,2) e centrifugacdo nesta mesma
especificacao.

Posteriormente, as amostras foram submetidas as seguintes etapas:

a. Fixacdo: adicionaram-se 300 pL da solugdo glutaraldeido 2,5 %
(Sigma-Aldrich Chemistry, EUA) por 12 h. Posteriormente as células fungica
foram submetidas a 2 ciclos de lavagem com tampao fosfato (pH = 7,2) e
centrifugadas a 1.301 g/ 10 min a temperatura ambiente;

b. Adesdo a laminula: todo o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi aderido a laminula de vidro circular (13 mm) previamente recoberta

com solucéo de poli-d-lisina 0,1 % (p/v) (Sigma-Aldrich Chemistry, EUA);
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c. Desidratacéo: realizou-se lavagens com etanol PA em concentragdes
crescentes (50, 70, 90 e 100 %) por 15 min cada;

d. Fixagdo em stubs: as laminulas foram fixadas em stubs de aluminio,
com auxilio de fita de carbono dupla face;

e. Metalizacdo: os stubs receberam banho de vapor de ouro em
metalizador (Balzer FL-9496, Liechtenstein);

f. MEV: as amostras foram analisadas em microscopio eletrénico de
varredura (JEOL JSM 6390LV) sob voltagem de 15 Kv e distancia de trabalho
de 17 mm.

As etapas de metalizacdo e microscopia foram realizadas no Laboratério
de Microscopia Eletrénica do Museu Nacional da Universidade Federal do Rio

de Janeiro.

4.7 Fatores de viruléncia

4.7.1 Determinagéo da atividade de fosfolipase

A producao de fosfolipase foi avaliada de acordo com Mahmoudabadi,
Zarrin; Miry (2010) e Ramos e colaboradores (2015) para os fungos
filamentosos e leveduras. Respectivamente, utilizou-se no mesmo ensaio uma
placa de Petri com SDA contendo cloreto de sédio (NaCl) 1 M, carbonato de
calcio (CaCl,) 5 M e 10 % de gema de ovo (IBRAHIM, et al., 1995). Apos
solidificacdo do meio foi adicionado no centro da placa uma aliquota da
suspensdo  fangica  contendo  aproximadamente  10°  células/mL.
Posteriormente, as placas de Petri foram incubadas por 7 dias a 28 °C (fungos
filamentosos) e a 37 °C (leveduras).

Posteriormente, foi avaliada a acdo das moléculas organicas
selecionadas sobre a producéo de fosfolipase em cada cepa fungica, produtora
de fosfolipase, de acordo com o0 seu respectivo valor de CIM estabelecido no
item 4.5.1.

A formacdo de halo ao redor da colbnia representa a hidrdlise de
fosfolipidios por acdo da enzima secretada. O didmetro da colénia (a) e o
didmetro da colénia mais o halo formado (b) foi medido com o auxilio de uma

régua (Figura 32).
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Y.
Colbnia fungica
v

v Halo formado
Placa de Petri

Com meio de cultura

Figura 32: Esquema para avaliagéo da producéo de fosfolipase.
a: diametro da coldnia; b: diametro da colénia mais o halo formado.
Fonte: O autor (2018).

A atividade enzimatica foi expressa em funcédo do valor de Pz (a / b)
(Figura 32) (PEREIRA et al., 2011) e classificada em categorias (Tabela 3).

Tabela 3: Perfil de classificacdo dos resultados da atividade enzimatica

Valor de Pz Classificacdo da atividade enziméatica
1,0 Auséncia
0,64 — 0,999 Moderada
0-0,64 Forte

Pz: razdo empregada para calculo da atividade de fosfolipase.
Fonte: Adaptada de Pereira e colaboradores (2011).

4.7.2 Determinacao da producédo de melanina

A analise qualitativa da producdo de melanina por fungos filamentosos e
leveduriformes foi realizada de acordo com Almeida-Paes e colaboradores
(2012) por meio de colaboragéo estabelecida com o Laboratorio de Micologia

no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas, Fundacéo Oswaldo Cruz/RJ.
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A producdo de particulas de melanina pode ser observada a partir de
culturas do fungo crescidas em 50 mL de SDB incubadas sob agitagéo a 28 + 2
°C por 7 dias (fungo filamentoso) e 37 + 2 °C por 48 h (levedura).

Os micro-organismos crescidos em meio de cultura passaram pelas
seguintes etapas:

I.Centrifugou-se a 428 g por 10 min a temperatura ambiente. O pellet
formado passou por sucessivas lavagens com solucdo de sorbitol 1,0 M/citrato
de sédio 0,1 M (pH = 5,5), seguidas por centrifugacéo.

II.As células foram ressuspendidas em tampao fosfato (PBS) (pH =7,2) e
adicionou-se 10 mg/mL de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma-
Aldrich Chemistry) e incubou-se a 30 °C por uma hora.

lll.Realizaram-se sucessivas lavagens com tampao PBS e centrifugou-se
a 428 g durante 10 min a temperatura ambiente até que o sobrenadante ficasse
limpido.
IV.Adicionou-se tiocianato de guanidina (Sigma-Aldrich Chemistry) 4M as
células e incubou-se sob agitacdo por 30 min.
V.Centrifugou-se (428 g/10 min a temperatura ambiente), eliminou-se o
sobrenadante e adicionou-se tampé&o PBS. Repetiu-se o0 processo por 3 vezes.
VI.O pellet formado foi ressuspendido em acido cloridrico (HCI) 6 M e
agueceu-se até ebulicdo por 1 h.
VII.Centrifugou-se (428 g/10 min a temperatura ambiente), eliminou-se o
sobrenadante e adicionou-se tampé&o PBS. Repetiu-se 0 processo por 3 vezes.
O pellet final foi submetido a uma avaliacdo qualitativa visual para a
identificacdo da presenca ou ndo de particulas de melanina. Posteriormente,

foram incubados a 37 + 2 °C por 48 h.

4.8 Avaliagcao da citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado de acordo com Mosmann (1983),
no qual foram empregados fibroblastos murinos (L929) e queratindcitos
humanos (HaCaT) cultivados em meio de cultura Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Nutricell, Brasil) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino (Invitrogen, EUA), 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina,
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tampdo HEPES (4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanossulfénico) 10 mM,
pH = 7,4 e mantidos a 37 + 2 °C em estufa a 5 % de COx.

As células, fibroblastos e queratindcitos, foram semeadas em placas
estéreis de polipropileno, fundo chato e 96 pocos (Sarstedt, Alemanha) na
densidade de 5 x 10* células por poco e incubadas por 48 h a 37 + 2 °C em
estufa a 5 % de CO,. Posteriormente, 0 meio de cultura foi removido da placa e
adicionado as amostras (cetoconazol, terbinafina, itraconazol, nistatina,
amorolfina, anfotericihna B e moléculas organicas selecionadas). Foram
preparados os controles contendo o diluente DMSO na concentracdo maxima
utilizada para o respectivo composto. As placas foram incubadas a 37 £ 2 °C
em estufa a 5 % de CO; por 48 h.

Decorrido o periodo de incubacdo, as amostras supracitadas foram
removidas e adicionados 100 puL de DMEM com 10 % da solucdo de brometo
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) (5 mg/mL) por pogco. Em
seguida, a placa foi reincubada por 3 h a 37 £ 2 °C. Por ultimo aspirou-se todo
o sobrenadante e foi adicionado 100 pL de DMSO para solubilizacdo dos
cristais de formazam formados. A placa foi agitada por 2 min e em seguida
submetida ao leitor de microplacas de 96 pocos (Thermo Scientific Multiskan
Go, Finlandia) para leitura de absorvancia em comprimento de onda fixo de 540
nm.

A taxa de viabilidade celular foi estimada pela seguinte equacao:

% viabilidade celular = a/b x 100 (Eq. 01)

a: absorvancia das células submetidas ao tratamento; b: absorvancia das
células ndo submetidas ao tratamento

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, seguida
por teste post hoc de Bonferroni, com o emprego do software Graphpad Prism

versao 6. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Atividade antifungica

Todas as moléculas organicas disponibilizadas para analises foram
avaliadas diante de uma ou mais cepas flngicas para assim averiguar seu
potencial farmacolégico (Tabela 4). Foi possivel evidenciar consideravel acao
antifingica dos amino alcoois “1 — 5” e das diaminas “6 — 16” diante de cepas
dos fungos filamentosos e leveduras avaliadas. Para as demais moléculas
avaliadas (“17 — 50”) nao foi observado resultados de CIM promissores.

Com os resultados das diaminas “6 - 16”, “36” e “37” (Tabela 4), nota-
se seu potencial antifangico com destaque para “7” e “8” pelos seus reduzidos
valores de CIM. A presenca do menor espacador (2C) entre as aminas aliada a
cadeia alifatica lateral com 12 e 13 carbonos, respectivamente, podem ser 0s
responsaveis pelo bom desempenho. Resultado que vai ao encontro do
trabalho de Sharma e colaboradores (2011) que encontraram acéao fungicida de
diaminas frente a leveduras, no entanto, suas moléculas avaliadas né&o
apresentavam cadeia alifatica como essas.

Ao estabelecer uma comparacdo entre os valores de CIM dos amino
alcoois e diaminas é possivel observar que essas apresentaram melhor acao
antifangica. Tal resultado pode ser ratificado pela analise de “3” e “7” e “4” e
“8”, estas apresentam espacador e cadeia lateral semelhantes, diferindo
apenas em relacdo a funcéo orgéanica.

A série de moléculas “17 — 21” correspondiam a amino alcoois e
diaminas, no entanto, ndo apresentou massa suficiente para a realizacado das
analises antifungica, o que inviabilizou a realizagdo de avaliagdo mais
especifica do seu potencial frente as cepas avaliadas.

Por meio dos dados apresentados, é possivel sugerir realizacdo de
associagdes entre diferentes moléculas (amino alcoois e amino alcoois; amino
alcoois e diaminas ou diaminas e diaminas) que permite ampliar o espectro de
acao, a fim de obter melhor acéo antifungica.

As moléculas que possuiam o grupo adamantano (“22 - 35”)

apresentaram elevados valores de CIM diante dos fungos avaliados (Tabela 4),
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fato que pode estar associado a reduzida solubilidade que possui no meio de
cultura empregado (RPMI 1640).

Em publicacdo recente, Caneschi e colaboradores (2017) descreveram a
acado antifungica das estruturas “38 — 50” e observa seu reduzido potencial
farmacoldgico para o tratamento de infec¢des fungica, dentre as quais 0s
amino alcoois apresentaram os menores valores de CIM e CFM frente a T.
mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum CCT 5507 URM 1666 e C. albicans
ATCC 10231.

Ao realizar uma analise conjunta de todas as moléculas avaliadas, os
menores valores de CIM foram proporcionados pela diaminas “7”, “8” e “16”,
no entanto, estas apresentaram reduzida hidrossolubilidade e massa para a

realizacdo das analises que compunham os objetivos deste trabalho.



Tabela 4: Concentracgéo inibitéria minima das moléculas frente aos principais fungos causadores de onicomicoses.

D T. mentagrophytes T. rubrum E. floccosum C. albicans C. al,bi_cans
ATCC 11481 CCT 5507 URM 1666 CCF-10C-3757 ATCC 10231 Clinica
1 500 250 1.000 1.250 312,50
2 1,85 125 500 78 39
3 0,46 7,81 500 19 4,80
4 0,48 0,97 NA 0,60 2,40
5 250 15,62 3,9 4,80 4,80
6 3,90 3,90 15,62 9,70 9,70
7 0,24 0,12 1,95 4,80 4,80
8 0,97 0,48 1,95 1,20 2,40
9 62,50 NA 31,25 NA NA
10 125 NA 500 NA NA
11 500 125 125 19 19
12 1,95 31,25 3,90 19 19
13 3,90 0,97 NA 2,40 2,40
14 3,90 62,5 125 78 78
15 31,25 125 31,25 39 19
16 1,95 15,62 3,90 9 0,60

ID: Identificacdo genérica das moléculas de acordo com a Tabela 1. NA: Nao analisada, devido a pequena quantidade de massa
disponibilizada; resultados expressos em pg/mL.
Fonte: O autor (2018).



Tabela 4: Concentracéo inibitéria minima das moléculas frente aos principais fungos causadores de onicomicoses. (continuagao)

D T. mentagrophytes T. rubrum E. floccosum C. albicans C. aI,bi_cans
ATCC 11481 CCT 5507 URM 1666 CCF-10C-3757 ATCC 10231 Clinica
17 125 125 NA NA NA
18 250 NA >1.000 NA NA
19 NA 31,50 NA 19 NA
20 NA 15,60 NA 4,80 NA
21 NA 7,81 NA 39 NA
22 >1.000 NA >1.000 NA NA
23 500 NA 1.000 NA NA
24 - 25 >1.000 NA >1.000 NA NA
26 — 28 1.000 NA >1.000 NA NA
29 >1.000 NA >1.000 NA NA
30 1.000 NA >1.000 NA NA
31 1.000 NA 1.000 NA NA
32 250 NA 62,50 NA NA
33 62,50 NA 125 NA NA
34 31,25 NA 62,50 NA NA
35 1.000 NA 1.000 NA NA

ID: Identificag@o genérica das moléculas de acordo com a Tabela 1. NA: Nao analisada, devido a pequena quantidade de massa
disponibilizada; resultados expressos em pg/mL.
Fonte: O autor (2018).



Tabela 4: Concentracéo inibitéria minima das moléculas frente aos principais fungos causadores de onicomicoses.(continuacéo)

T. mentagrophytes T. rubrum E. floccosum C. albicans C. albicans
ATCC 11481 CCT 5507 URM 1666 CCF-10C-3757 ATCC 10231 Clinica
36 31,25 NA 1.000 NA NA
37 15,62 NA 125 NA NA
38 125 62,50 NA >5.000 NA
39 15,62 62,50 NA 78 NA
40 15,62 7,80 NA 31,25 NA
41 31,25 31,25 NA 62,50 NA
42 7,80 15,62 NA 15,62 NA
43 62,50 >1.000 NA 500 NA
44 - 45 >1.000 >1.000 NA >5.000 NA
46 >1.000 >1.000 NA 625 NA
47 - 49 >1.000 >1.000 NA >5.000 NA
50 125 >1.000 NA 1.250 NA

ID: Identificagdo genérica das moléculas de acordo com a Tabela 1. NA: N&o analisada devido & pequena quantidade de
massa disponibilizada; resultados expressos em pg/mL.
Fonte: O autor (2018)
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Diante do exposto, foram selecionadas trés moléculas de uma série
organica de diaminas e amino alcoois anfifilicos que apresentassem facil
solubilidade em meio aquoso, disponibilidade de massa e semelhanca

estrutural entre as mesmas para a continuidade dos estudos (Tabela 5).

Tabela 5: Estruturas quimicas das moléculas selecionadas

D Férmulas Massa
molar
Estrutural Molecular  (g/mol)

1 HO\/\NH/\/\/\/\CHS C10H23NO 173

2 HOV\NH/\/\/\/V\CHS C12H27NO 201

3 HOV\NH/\/\/\/\/V\CH3 C1Hz:NO 229

ID: Identificagdo genérica das moléculas de acordo com a Tabela 1.
Fonte: O autor (2018).

O potencial antifungico das moléculas “1”, “2”, “3“ e dos farmacos de
referéncia foi avaliado frente aos principais fungos causadores de
onicomicoses (Tabela 6).

Todas as trés moléculas avaliadas apresentaram acao antifingica frente
aos fungos filamentosos e leveduras; entretanto, a molécula “3” foi a que
apresentou melhor desempenho. Tal resultado permite atribuir nova atividade
farmacoldgica, uma vez que substancias pertencentes a essa classe de amino
alcoois ja demonstrou acéo frente ao género Leishmania, T. vaginalis, M.
tuberculosis e sobre as formas tripomastigotas do T. cruzi (SOUZA
FERNANDES et al., 2016; SALES JR et al., 2014).
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Tabela 6: Suscetibilidade in vitro dos principais fungos causadores de onicomicoses frente as moléculas orgéanicas e aos farmacos de
referéncia.

Cepa fangica

Substancias T. mentagrophytes T. rubrum E. floccosum C. albicans C. a!b?cans
ATCC 11481 CCT 5507 URM 1666 CCF-10C-3757 ATCC 10231 clinica
CIM/ CFM CIM/ CFM CIM/ CFM CIM/ CFM CIM/ CFM
Moléculas
1 500/1.000 250/500 1.000/1.000 1.250/2.500 312,50/625
2 1,85/7,81 125/250 500/1.000 78/78 39/78
3 0,46/7,81 7,81/7,81 500/1.000 19/19 4,80/19
Farmacos
Cetoconazol 0,25/0,25 1/4 >640 - -
Amorolfina 2/4 0,50/1 >16 - -
Terbinafina 0,03/0,03 0,19/0,19 >480 - -
Itraconazol 8/64 2/64 >64 >64 >64
Anfotericina B - - - 125/500 78/312,50
Nistatina - - - 0,33/3,33 0,08/0,80

CIM: concentracao inibitéria minima; CFM: concentragdo fungicida minima; resultados expressos em pg/mL.
Fonte: O autor (2018).
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A molécula “1” apresentou os maiores valores de CFM para as cepas
avaliadas, porém, foi fungicida diante dos fungos que se comportaram como
resistentes ao itraconazol, de acordo com as informag8es disponiveis pelo
CLSI (2008b). O perfil apresentado por “1”, dentre as trés moléculas avaliadas,
pode estar relacionado a sua menor cadeia carbbnica (8 C), o que confere
menor lipofilicidade, dificultando sua acdo sobre a célula fungica.

Com cadeia carbonica de 10 carbonos, a molécula “2” apresentou acéo
antifingica superior ao itraconazol diante de T. mentagrophytes, E. floccosum e
das duas cepas de C. albicans. Seus valores de CIM e CFM ainda foram
menores que o da anfotericina B frente as leveduras. Tais resultados
demonstram sua eficacia diante dos principais agentes etioldgicos de tinea
unguium.

Com os menores valores de CIM e CFM, a molécula “3” proporcionou os
menores valores de CIM, na faixa de 0,46 a 1.000 pg/mL, sendo considerado
agente com potencial fungicida diante das cinco cepas fungicas analisadas.
Seu destaque em relacdo as demais moléculas € sugestivo pela maior
extensdo da cadeia carbdnica (12 C), o que proporciona 0 aumento da sua
caracteristica lipofilica. Este dado pode favorecer a penetragdo na célula e
facilitar sua acéo fungicida, que pode ser corroborado com o estudo de Souza
Fernandes e colaboradores (2016), no qual observaram que a lipofilicidade foi
fundamental para a atividade antimicrobiana in vitro de compostos da classe
amino alcoois. No entanto, € importante ressaltar que o aumento da cadeia
carbdnica pode ser um fator negativo para a acdo antifingica, pois pode
representar um impedimento fisico para a permeacao da célula fungica.

Por outro lado, Almeida e colaboradores (2013) avaliaram o potencial
antifingico de compostos amino alcoois e concluiram que em uma série de
moléculas sintetizadas com cadeia lateral variando de 4 a 14 atomos de
carbono, a que apresentou melhor acao frente a cepas de Candida spp. foi a
gue possuia 9 C em sua cadeia alquila lateral.

Em outro estudo, Krauss e colaboradores (2014), ao avaliarem a
atividade antifingica e antibacteriana de compostos N-alquil-trans-decahidro
isoquinolinicos concluiram que a acao bioldgica estava ligada diretamente ao

comprimento da cadeia alquila, sendo a melhor agéo atribuida a cadeias com
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10 — 12 C. Tang e colaboradores (2015) ao analisar o potencial antifingico de
moléculas organicas também constataram que o comprimento do radical alquila
€ o determinante dessa atividade. Esses estudos ajudam a justificar os dados
da Tabela 6, onde a molécula “3” com 12 C na cadeia lateral foi a mais eficaz
quando comparada a “1” (8 C) e “2” (10 C).

A cepa de E. flocossum CCF-IOC-3757 revelou-se resistente aos
farmacos (cetoconazol [> 640 pg/mL], itraconazol [> 64 ug/mL], terbinafina [>
480 pg/mL] e amorolfina [> 16 pg/mL]) e elevados valores de CIM e CFM para
as trés moléculas. Por outro lado, Khosravi e colaboradores (2013) avaliaram
19 isolados desta espécie, 0os quais apresentaram média de CIM e CFM,
respectivamente, de 0,5 e 1,0 ug/mL para a terbinafina e 1,5 e 3 pg/mL para o
itraconazol. Em um terceiro estudo, Jo Siu e colaboradores (2013) encontraram
CIM entre 0,031 e 0,063 pug/mL para a terbinafina, 0,063 e 0,13 pug/mL para o
itraconazol e CIM na faixa de 0,13 e 0,25 pg/mL para a amorolfina frente a trés
isolados clinicos de E. floccosum.

Embora Achterman e White (2012) mencionem que Sao raros 0S casos
de resisténcia a antifungicos, ao estabelecer uma comparacao entre estes trés
estudos, é possivel observar que a cepa de E. floccosum do presente trabalho,
mesmo sendo considerada padréo, revelou elevado “nivel” de resisténcia.
Como foi visto, esta espécie é de grande importancia para as dermatomicoses
e revelou reduzida susceptibilidade as trés classes de antifiUngicos que
possuem mecanismos de acgao distintos. Desta forma, os resultados sugerem
que “1”, “2” e “3” podem revelar possiveis novos sitios de acdo e que poderia
implicar em uma inovagao no tratamento antifingico. Percebe-se ainda que a
terbinafina, um farmaco com excelente acéo frente aos dermatofitos, ndo esta
sendo eficaz frente a esta espécie fungica, o que pode ser justificado pelas
modificacdes ocasionadas pelo pleomorfismo sofrido (ELSAYED, 2015).

O cetoconazol apresentou acao antifungica com CIM e CFM de 0,25 e
0,25 pg/mL para o T. mentagrophytes ATCC 11481 e 1 e 4 pug/mL para T.
rubrum CCT 5507 URM 1666, respectivamente. Estes resultados confirmam
seu potencial para o tratamento de infec¢des por Trichophyton spp. (PEREIRA,;
MENDES; LIMA, 2013). Diante do E. floccosum CCF-IOC-3757, o respectivo

farmaco demonstrou CIM > 640 pg/mL, o que revela sua ineficacia para esta
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cepa ou a possibilidade deste episodio ser justificado pelo possivel
pleomorfismo sofrido.

T. mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum CCT 5507 URM 1666 séo
cepas de referéncia e apresentaram valores reduzidos de CIM frente ao
cetoconazol (0,25 pg/mL e 1 pg/mL, respectivamente). Este mesmo farmaco ao
ser avaliado por Mahboubi e Kazempour (2015) frente a duas outras cepas de
referéncia das mesmas espécies obtiveram CIM de 17,5 pg/mL e 20,2 pg/mL.

Contrariamente, no estudo de Méndez-Tovar e colaboradores (2007),
duas cepas de T. rubrum foram isoladas de pacientes no México
diagnosticados com onicomicose, as quais apresentaram valores de CIM para
o cetoconazol 0,032 e 0,003 pg/mL e 0,25 e 0,064 pg/mL para o itraconazol;
valores que sado inferiores aos demonstrados na Tabela 6. Isto demonstra
maior resisténcia aos antifGngicos mesmo em cepas padrao deste estudo, além
de corroborar os casos de resisténcia frente aos azolicos ja descritos (BUSCA,
TORTORANO; PAGANO, 2015). Entre os mecanismos associados a
resisténcia ja foram identificados dois transportadores, TruMDR1 e TruMDR2,
0S quais podem estar associados a resisténcia a varios farmacos antifangicos
(ALIPOUR; MOZAFARI, 2015). Outra razé@o para elevar os valores de CIM é a
capacidade de formar biofilme, atribuida ao T. rubrum (FEKRAZAD et al., 2015;
GUPTA; DAIGLE; CARVIEL, 2016).

A cepa de T. mentagrophytes ATCC 11481 revelou sensibilidade a
terbinafina (CIM e CFM = 0,03 pg/mL). J& Biasi-Garbini e colaboradores (2016)
encontraram CFM < 0,004 pg/mL para este farmaco frente a essa mesma cepa.
Alipour e Mozafari (2015) avaliaram o potencial antifingico desta alilamina
frente a 29 isolados desta espécie em pacientes com dermatomicoses e
observaram CIM entre 0,1 e 5,0 ug/mL. Embora ndo sejam muito conhecidos
0S mecanismos de resisténcia para T. mentagrophytes (ALIPOUR; MOZAFARI,
2015), estes resultados demonstraram a ocorréncia de menor susceptibilidade
ao respectivo antifungico em cepas de referéncia idénticas e em isolados
clinicos.

T. rubrum CCT 5507 URM 1666 revelou CIM = 0,19 ug/mL para a
terbinafina; 2,0 ug/mL para o itraconazol e 0,5 pg/mL para a amorolfina (Tabela

6). Jo Siu e colaboradores (2013) realizaram a mesma andlise, contudo,
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empregaram 130 isolados desta espécie e encontraram CIM entre 0,004 e 0,06
pHg/mL para a terbinafina; 0,015 e 0,125 pg/mL para o itraconazol e amorolfina
com CIM na faixa de 0,004 e 0,015 pug/mL. Estes dados revelam que mesmo
empregando um grande numero de isolados clinicos, os valores de CIM foram
inferiores aos da cepa de referéncia do nosso estudo, demonstrando que T.
rubrum pode apresentar estratégias de resisténcia aos antifungicos, podendo
ser mais patogénica.

Estudos realizados por Baptista e colaboradores (2015), pertencentes ao
mesmo grupo de pesquisa deste trabalho, evidenciaram valores de CIM e CFM
de 0,06 pg/mL para a terbinafina frente a cepa de T. rubrum CCT 5507 URM
1666, o que difere do presente estudo (CIM e CFM = 0,19 pg/mL). Tais
resultados que demonstram a aquisicdo de uma possivel resisténcia fungica.

Entre os fatores que contribuem para o mecanismo de resisténcia aos
antifingicos pode-se citar: a reduzida adesdo do paciente a terapia
medicamentosa, modificagdo metabdlica ou degradacao do farmaco pela célula
fungica, alteracdes na interacdo entre o farmaco e o local de acado, além de
alteracdes enzimaticas, mutacdes pontuais com o aumento do efluxo celular,
entre outros (ALIPOUR; MOZAFARI, 2015).

Os elevados valores de CIM e CFM obtidos neste trabalho frente a T.
mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum CCT 5507 URM 1666, E. floccosum
CCF-10C-3757 e C. albicans podem ser justificados pelo desenvolvimento de
resisténcia fungica, a qual pode estar associada a causas genéticas e
ambientais e repiques, assim como a presenca de biofilme, uma vez que
Gupta, Daigle e Carviel (2016) descreveram que essas espécies possuem a
capacidade de formar este fator de viruléncia.

Embora o itraconazol possua indicagdo para o tratamento de infec¢des
por C. albicans (ELSAYED, 2015; KERAI et al., 2016; ROBERTS; TAYLOR,;
BOYLE, 2003), ao analisar a Tabela 6, ambas as cepas de C. albicans se
comportaram como resistentes ao itraconazol, o que corrobora a realidade de
gue esta espécie apresente resisténcia a diversos antifungicos disponiveis no
mercado (MCCARTY; PAPPAS, 2016; TOREY et al., 2016). Por outro lado, as

trés moléculas foram fungicidas frente as mesmas.
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As cepas de C. albicans ATCC 10231 e isolado clinico apresentaram os
respectivos valores de CIM e CFM iguais a 0,33 e 3,33 ug/mL e 0,08/ 0,80
pg/mL frente a nistatina; 125 e 500 pg/mL e 78 e 312,50 pg/mL para a
anfotericina B, respectivamente. Estes, por sua vez, contradizem o dado de
isolados clinicos serem mais resistentes do que as cepas de referéncia.
Zalacain e colaboradores (2006) encontraram valor de CIM = 0,1 pg/mL para a
nistatina frente a C. albicans isolada de paciente com onicomicoses; valores
que sao inferiores aos resultados das duas cepas avaliadas, 0 que permite
observar a aquisicado de resisténcia a nistatina.

A anfotericina B teve CIM e CFM de 125 e 500 pg/mL para C. albicans
ATCC 10231 e 78/ 312,50 pg/mL para o isolado clinico (Tabela 6),
respectivamente, o que indica maior resisténcia fungica atribuida a cepa de
referéncia. Segundo Guntang e colaboradores (2017), em seu trabalho a C.
albicans ATCC 10231 também apresentou elevado valor de CIM (32 pg/mL)
diante deste mesmo polieno. Esta cepa padrao também foi avaliada por Kumar
e Shukla (2010), os quais observaram a elevacdo do valor de CIM de 0,06
pg/mL para 128 pg/mL apdés a realizacdo de 60 passagens/ repiques.
Contrariamente, Bondaryk, Kurzatkowski e Staniszewska (2013) afirmam que
este acontecimento ndo é algo comum, mas os resultados sugerem uma
possivel resisténcia fungica.

Em outro trabalho, a cepa ATCC 10231 ainda foi avaliada por Tobudic e
colaboradores (2009) e Akhalwaya, Vuuren e Patel (2018), os quais
encontraram CIM de 0,25 pg/mL e 0,39 pg/mL para a anfotericina B. Desta
forma, os dados confirmam a hipétese de resisténcia fangica atribuida a esta
cepa. Tal situacdo vem sendo relatada em outros estudos como o de Bailly e
colaboradores (2016) que realizaram a identificagdo e avaliagdo antifungica de
isolados de Candida spp. no periodo de 2004 a 2013 e observaram o aumento
no numero de casos de infeccdo por isolados de Candida spp. e 0 surgimento
de resisténcia fungica. Segundo Kumar e Shukla (2010), o desenvolvimento de
resisténcia aos antifingicos pode estar associado a inUmeras causas, dentre
elas esta a reducao do percentual de ergosterol, ocasionada pela mutacao no
gene ERG11 e expresséo excessiva das bombas de efluxo.
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Isto posto, os resultados de CIM e CFM dos compostos “1”, “2” e “3” sdo
importantes, uma vez que podem contribuir para minimizar e/ ou solucionar

este problema.

5.2 Microscopia eletronica de varredura

Por meio das eletromicrografias, foi possivel observar alteracoes
morfolégicas nas estruturas fungicas quando submetidas ao tratamento com
substancias antifangicas (moléculas e farmacos de referéncia).

Na espécie de T. mentagrophytes ATCC 11481, foram observadas hifas
jovens cilindricas, alongadas, ramificadas e com superficies lisas e auséncia de
microconidios (Figura 33A), assim como foi relatado por Inouye e
colaboradores (2006) e Tatsumi e colaboradores (2013) em eletromicrografias
desta mesma espécie. McCartyhy (2004) realizou a descricdo de T.
mentagrophytes de forma semelhante, nimero reduzido de macroconidios e
microconidios agrupados em forma de uva, 0o que caracteriza este micro-
organismo. Park e colaboradores (2009) realizaram, por meio de MEV, a
descricdo desta cepa pela presenca de hifas cilindricas com 2 um de diametro
e a presenca de grande quantidade de ramificacdes; descricdo esta que é

equivalente a revelada por este estudo.



Figura 33 Mlcrograflas eletromcas de Trlchophyton mentagrophytes ATCC
11481.

Fungo ndo submetido ao tratamento (A); fungo submetido ao tratamento com:
molécula “1” (B); molécula “2” (C); molécula “3” (D); Terbinafina (E);
Cetoconazol (F), Itraconazol (G) e Amorolfina (H). Seta: vermelha (quebras),
amarela (extravasamento de material intracelular) e branca (compactagéo).
Aumento de 5.000 X.

Fonte: O autor (2018).
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Apés o tratamento com as moléculas “1”, “2” e “3”, percebeu-se a
ocorréncia de rupturas e planificacdo das hifas, assim como extravasamento de
material intracelular (Figuras 33 B, C e D), o que sugere a ocorréncia de lise
celular. Tal resultado se diferencia da acao proporcionada pelo cetoconazol e
terbinafina (Figuras 33 E e F, respectivamente), uma vez que estes farmacos
proporcionaram a compactagdo de todo o micélio. Similarmente, Rashid; Scott
e Richardson (1995) também observaram a fragmentacdo das hifas além da
compactacdo das mesmas quando T. mentagrophytes foi exposto a terbinafina.

J& na cepa de T. rubrum, foi possivel observar emaranhado de hifas
cilindricas e microconidios esféricos aderidos em toda sua extensdo com
tamanho variando de 2 a 3 um (Figura 34 A); caracteristicas semelhantes
foram descritas por McCartyhy (2004). Esta cepa, quando tratada com os
amino alcoois “1”, “2” e “3”, apresentou achatamento das hifas, seguida de
quebras e microconidios inalterados (Figuras 34 B, C e D). Este
comportamento foi semelhante ao proporcionado pela terbinafina e itraconazol
(Figuras 34 E e G, respectivamente). Diante do cetoconazol e amorolfina
(Figuras 34 F e H, respectivamente) foram observadas deformacbes mais
expressivas em todo o micélio, o qual se tornou uma massa compacta, além de
ndo permitir a identificacdo dos microconidios.

Na Figura 34 F é possivel visualizar a alteracdo morfolégica ocasionada
pelo cetoconazol, o que demonstra sua eficacia farmacologica e ajuda a
compreender seu emprego como um dos antifingicos de referéncia.

Nos trabalhos desenvolvidos por Zimmerman-Franco e colaboradores
(2013) e Caneschi e colaboradores (2015) neste grupo de pesquisa, foi
possivel evidenciar por meio da MEV as mesmas caracteristicas morfolégicas
apresentadas para as cepas de T. mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum
CCT 5507 URM 1666 nao submetidas ao tratamento antifungico.
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Figura 34: Micrografias eletronicas de Trichophyton rubrum CCT 5507 URM
1666.
Fungo ndo submetido ao tratamento (A); fungo submetido ao tratamento com:
molécula “1” (B); molécula “2” (C); molécula “3” (D); Terbinafina (E);
Cetoconazol (F), Itraconazol (G) e Amorolfina (H). Seta: vermelha (hifas), verde
(microconidios), amarela (quebras) e branca (compactacao). Aumento de 5.000
X.
Fonte: O autor (2018).
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Nas eletromicrografias de E. floccosum foram observadas a presenca de
hifas cilindricas, inteiras e entrelacadas, além de macroconidios com aspecto
de “charuto” e a auséncia de microconidios (Figura 35). Tal descricdo vai ao
encontro com a realizada por McCartyhy (2004) ao analisar as
eletromicrografias dessa mesma espécie. Contudo, Guého, Castro; Badillet
(1985) descreveram, por meio de MEV, as caracteristicas desta espécie, com
destaque para a presenca de macroconidios e estruturas de ornamentacao.

ApoOs receber o tratamento com as moléculas organicas (“1”, “2” e “3”),
foi possivel evidenciar a destruicdo das hifas, a ocorréncia de rupturas e
planificagédo das hifas, extravasamento de material intracelular (Figuras 35 B, C
e D) e macroconidios destruidos (Figuras 35 C e D). As alteracbes
morfologicas relatadas sugerem gue o sitio de acdo destas moléculas pode ser
a parede celular fungica, ocasionando a formacdo de poros nesta estrutura e,
consequentemente, o extravasamento de material intracelular.

Este resultado também foi observado por Vila; Ronzental; S& Guimarédes
(2015) ao observar micrografias eletronicas de Furasium oxysporum que
colonizavam um fragmento de unha. No nosso estudo, ndo foram capturadas
eletromicrografias para os farmacos de referéncia, pois este micro-organismo

foi caracterizado como resistente a todos os farmacos testados.
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Figura 35: Micrografias eletronicas de Epidermophytn floccos
3757.

Fungo ndo submetido ao tratamento (A); fungo submetido ao tratamento com:
molécula “1” (B); molécula “2” (C); molécula “3” (D). Seta: vermelha (quebras),
amarela (material intracelular) e verde (macroconidio). Aumento de 5.000 X.
Fonte: O autor (2018).

Na caracterizacdo da C. albicans ATCC 10231, observamos células
ovoides com superficie lisa e agrupadas com tamanho médio de 5 a 7 um
(Figura 36 A). Sendo possivel ainda observar o momento da reproducao
fungica por meio do brotamento (Figura 36 A). McCartyhy (2004) mencionou
gue este micro-organismo possui crescimento em poucos dias, colbnias de
aspecto cremoso e morfologia, por meio de MEV, semelhante a apresentada
na Figura 36 A. O mesmo foi descrito por Bizerra e colaboradores (2011),
Hamid e colaboradores (2017), Maurya e colaboradores (2011) e Shreaz e
colaboradores (2013), que observaram, por MEV, células com formato eliptico
e presenca de brotamento, além da formacado de pseudo-hifas. Embora Torey e
colaboradores (2016) e Martins (2016) tenham observado a formacédo de
biofilme entre as células de C. albicans, esta caracteristica ndo foi evidenciada

neste trabalho.
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Figura 36: Micrografias eletronicas de Candida albicans ATCC 10231.
Fungo ndo submetido ao tratamento (A); fungo submetido ao tratamento com:
molécula “1” (B); molécula “2” (C); molécula “3” (D), anfotericina B (E); nistatina
(F). Seta: vermelha (orificios), amarela (material intracelular) e branca
(compactacéo). Aumento de 5.000 X.
Fonte: O autor (2018).

Ao analisar o contato da cepa de C. albicans com as moléculas de
amino alcoois, foi possivel observar a formacao de orificios na sua superficie
gue se assemelham a poros (Figuras 36 C e D), extravasamento de material

intracelular e células com aspecto “murcho” (Figuras 36 B, C e D).
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Comportamento similar foi proporcionado pela anfotericina B (Figura 36 E);
mas em menor intensidade. Descricdo semelhante ao observado nas Figuras
36 C e D foi obtido em anélise de MEV para a cepa de C. albicans tratada com
cinamaldeido, o qual proporcionou a formacdo de poros e perda de material
intracelular (SHREAZ et al., 2013).

De acordo com Schreier, Malheiros e Paula (2000), os compostos
anfifilicos interagem com membranas e ocasionam inumeros efeitos como a
desorganizacdo dos lipides de membrana, podendo interferir direta ou
indiretamente por meio do metabolismo dos fosfolipides. Isto justifica as
alteracdes encontradas nas eletromicrografias obtidas da espécie de C.
albicans avaliadas quando submetidas ao tratamento com as moléculas “1”, “2”
e “3”, ja que houve possivel abertura de poros na membrana ocasionada por
danos aos fosfolipides.

Na Figura 36 E, € possivel ratificar a acdo da anfotericina B com a
formacao de poros e perfuracdes na membrana celular que ocasiona, por sua
vez, a liberacdo de material intracelular e, consequentemente, o enrugamento
da célula fangica que culmina em sua morte. Por outro lado, a nistatina
ocasionou a reducdo do tamanho das células e o agrupamento das mesmas
(Figura 36 F). Embora sua acgdo seja evidente, a nistatina possui elevada
nefrotoxicidade (PERSINOTI, 2012), o que prejudica e/ ou inviabiliza seu uso

por tempo prolongado.
5.3 Atividade enzimatica

Por meio da atividade enziméatica foi possivel evidenciar a producéo de
fosfolipase nas espécies de T. mentagrophytes ATCC 11481, E. floccosum
CCF-IOF-3757 e nas duas cepas de C. albicans avaliadas (Tabela 7 e Figura
37), assim como descrito por diversos autores (AKCAGLAR; ENER; TORE,
2011; KUMAR; SHUKLA, 2010; PERES et al., 2010a; PERES et al., 2010b;
SACHIN; RUCHI; SANTOSH, 2012) e caracterizadas como “forte” (Pz < 0,64).
Ja o T. rubrum CCT 5507 URM 1666 revelou Pz = 1,0, o que se caracteriza

como “auséncia” na producéo de fosfolipase.
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Tabela 7: Valores de Pz para a atividade da enzima fosfolipase

~ Moléculas
. . Producao de
Micro-organismos fosfolipase
“1” “2” “3”
T. mentagrophytes ATCC 11481 0,52 1,0 0,49 0,52
T. rubrum CCT 5507 URM 1666 1,0 - - -
E. floccosum CCF IOF 3757 0,5 0,54 0,57 0,56
C.albicans ATCC 10231 0,46 1,0 0,72 1,0
C.albicans isolado clinico 0,5 0,72 0,66 0,57

Pz: razdo empregada para célculo da atividade fosfolipase.
Fonte: O autor (2018).

Na Figura 37 € possivel visualizar o halo formado em torno da colbnia
fungica por meio da producdo de fosfolipase, achado este que corrobora os
encontrados por Kadir; Gumru; Uygun-Can (2007) e Mahmoudabadi; Zarrin;
Miry (2010).

Figura 37: Atividade da fosfolipase de fungos dermatéfitos e leveduras sem
tratamento com antifangico.

A: Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481, B: T. rubrum CCT 5507 URM
1666; C: Epidermophyton floccosum CCF IOF 3757, D: Candida albicans ATCC
10231 e E: C. albicans isolado clinico.

Fonte: O autor (2018).
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As cepas fungicas ao serem expostas aos amino alcoois “1”, “2” e “3”
apresentaram alteragbes na producdo da fosfolipase de acordo com os
parametros descritos por Pereria e colaboradores (2011). A molécula “1” foi a
mais efetiva e ocasionou a reducéo na producao enzimatica, sendo detectada a
“auséncia” de produgéo (Pz = 1,0) para as cepas de T. mentagrophytes ATCC
11481 e C. albicans ATCC 10231, e “moderada” (0,64 < Pz < 0,999) para o
isolado clinico de C. albicans. Embora E. floccosum CCF IOF 3757 tenha
aumentado o valor de Pz, sua classificacdo nao foi alterada.

A molécula “2” proporcionou interferéncia na producdo enzimatica de
ambas as cepas de C. albicans que passou de “forte” para “moderada”. Ja para
as demais cepas fungica, sua presenca foi irrelevante para a classificagéo. Por
outro lado, o composto “3” foi efetivo apenas para C. albicans ATCC 10231 ao
inibir a formacéo de halo, sendo a producdo enzimatica caracterizada como
“auséncia”.

Kumar e Shukla (2010) ao avaliarem a producao de fosfolipase com a
mesma cepa de C. albicans ATCC 10231 obtiveram valor de Pz igual a 0,66,
sendo caracterizada como producdo “moderada”. Por outro lado, Guntang e
colaboradores (2017) e Tsang e colaboradores (2007) descreveram Pz igual a
0,65 e 0,49, respectivamente, para esta mesma cepa, dados que se
assemelham ao da nossa pesquisa que obteve a caracterizagcdo como “forte”.
Tendo em vista as comparacdes descritas, € possivel observar que, embora
seja a mesma cepa, apresentam comportamentos distintos, sendo a do
presente estudo possivelmente mais virulenta que as supracitadas.

Em estudo realizado por Sachin; Ruchi e Santosh (2012) foram
analisados 39 isolados de C. albicans, sendo a producdo de fosfolipase
evidenciada em 92,3 % destes e comparada a cepa de C. albicans ATCC
10231 como controle positivo. Evidéncia que corrobora a producdo de
fosfolipase descrita por esta mesma cepa na Tabela 7. Vidotto e colaboradores
(1999) também observaram a producao de fosfolipase (“moderada”) em todas
as 113 amostras de C. albicans.

Em contrapartida, Oliveira e colaboradores (1998) isolaram 25 cepas de
Candida spp. de amostra bucal de pacientes com céancer e 24 eram C.

albicans, com producéo de fosfolipase “forte” (Pz < 0,64), cuja classificacao é
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equivalente ao apresentado na Tabela 7. Mattei e colaboradores (2013)
também observaram fosfolipase em 78 % (120/ 153) dos isolados de C.
albicans. Assim, percebe-se que a capacidade de produzir fosfolipase esta
presente na maioria das cepas de C. albicans, o que pode ser inerente a
espécie e sugere o uso desta como um fator de viruléncia patognomonico para
tal infeccdo (AKTAS; YIGIT, 2015).

Esta enzima ocasiona a destruicdo de lipidios da membrana celular que
culmina na abertura de poros e assim, permite a permeacdo das hifas pelo
tecido ungueal, invasdo do tecido, desenvolvimento e disseminacdo fangica
(RAMOS et al, 2015). Dessa forma, o desenvolvimento de agentes
antifngicos que consigam reduzir ou inibir a producdo de fosfolipase é
estratégico (SORRELL et al., 2010). De acordo com Rajput, Karuppayil (2013),
a capacidade de inibicdo de um ou mais fatores de viruléncia, sem matar o
patégeno, pode ser valioso para evitar a selecdo natural e a emergéncia de
micro-organismos resistentes a farmacos.

A producdo de fosfolipase contribui para a colonizacdo e infecgéo
fungica, sendo mais evidente em isolados fungicos obtidos de pacientes
guando comparados as cepas padrao (ISHIDA et al., 2012; PATEL; GULUBE;
DUTTON, 2009; SUN et al.,, 2017). Contrariamente, este achado nao foi
evidenciado quantitativamente nos resultados listados na Tabela 7.

Outro mecanismo de viruléncia fungica identificado foi a producédo de
melanina, a qual foi observada nas cepas de T. mentagrophytes ATCC 11481 e
C. albicans (Tabela 8).

Tabela 8: Producdo de melanina por diferentes espécies fungicas

Producédo de melanina

Micro-organismo Moléculas
Sem tratamento

“1” 2" ‘3
Trichophyton mentagrophytes ATCC 11481 + + +
Trichophyton rubrum CCT 5507 URM 1666 - NA NA NA
Epidermophyton floccosum CCF-IOC-3757 - NA NA NA
Candida albicans ATCC 10231 + +
Candida albicans isolado clinico + +

“ o6,

“+”: presenca; “-“: auséncia; NA: ndo analisada.
Fonte: O autor (2018).
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A melanina possui elevado peso molecular e coloracdo marrom escuro,
sendo produzidas por muitos fungos (ALMEIDA-PAES et al., 2015; YU et al.,
2015). Em 2011, Hay e Baran descreveram os tipos de onicomicoses, dentre
0S quais a onicomicose superficial, ocasionada por T. mentagrophytes e T.
rubrum, sdo caracterizadas pela leuconiquia e/ou coloragdo escura da unha.
Esta por sua vez € ocasionada pela producdo de melanina, o que corrobora a
producdo de melanina pela cepa de T. mentagrophytes apresentada na Tabela
8.

Apoés submeter as cepas produtoras de melanina a acdo das moléculas
“17, “2” e “3”, estas ndo ocasionaram nenhuma alteracdo qualitativa na
producdo de melanina (Tabela 8), revelando assim, que 0s amino alcoois
avaliados possuem alvo de acédo distinto da producdo de melanina, podendo
ser um outro fator de viruléncia como a fosfolipase ou queratinase, uma vez
que a viruléncia fangica € uma caracteristica multifatorial (ALMEIDA-PAES et
al., 2015).

As diferentes manifestacdes observadas em relacdo a producdo de
fosfolipase e melanina podem ser justificadas pela possivel ocorréncia de
pleomorfismo nos dermatdéfitos, uma vez que o armazenamento por longos
periodos pode resultar na perda de caracteristicas colonizaveis reconheciveis e
na superproducdo de micélio estéril. Este fenbmeno se expressa através da
perda das estruturas de reproducdo ou conidios, com variacbes morfolégicas
da colbnia e producdo de pigmentos diminuida. Sendo essa uma possivel
justificativa para o resultado obtido neste trabalho.

5.4 Avaliacédo da citotoxicidade

A andlise de citotoxicidade foi realizada com o propdsito de identificar
possiveis danos que os derivados amino alcoois poderiam ocasionar quando
empregado via topica, uma das principais vias empregadas para o tratamento
das onicomicoses.

Desta forma, foi possivel observar que as moléculas “1”, “2” e “3”
apresentaram relativa toxicidade frente as células L929 e HaCaT (Figura 38). A
molécula “1” apresentou viabilidade celular acima de 50 % até a concentragéo

de 125 pg/mL para L929. Frente a HaCaT, essa apresentou viabilidade celular
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inferior a 50 % nas concentracbes maiores que 125 pg/mL, mas todas
concentracOes avaliadas apresentaram diferenca considerada estatisticamente

significativa comparada ao controle quando p < 0,05.
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O amino alcool “2” apresentou viabilidade celular inferior a 50 % para
L929 nas concentragbes acima de 31,25 pug/mL, mas apenas a concentracao
de 7,81 pg/mL nao revelou diferenca estatisticamente significativa comparada
ao controle quando p < 0,05. Frente a células HaCaT, ndo houve viabilidade
superior a 50 % em concentracdes maiores de 0,125 pg/mL. Ao realizar uma
comparacgdo com seu potencial fungicida atribuido a concentragdes superiores
a 0,125 pg/mL, percebe-se que apresenta consideravel toxicidade.

Por ultimo, a molécula “3” ndo proporcionou viabilidade celular maior que
50 % para L929 em todas as concentracdes avaliadas. Frente a células
HaCaT, a viabilidade celular foi superior a 50 % até 62,5 pg/mL e a partir de
125 pg/mL foi inferior a 25 %. Além disso, diante as células de L929 e HaCaT,
todas as concentracdes avaliadas apresentaram diferenca considerada
estatisticamente significativa comparada ao controle quando p < 0,05.

Embora “1”, “2” e “3” possuam semelhancga estrutural, diferenciando-se
apenas pelo nimero de CH,, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo entre o
tamanho da cadeia carbdnica e o percentual de viabilidade celular ao avaliar as
duas células concomitantemente. Ao avaliar a acdo dessas moléculas frente a
L929, percebe-se que o aumento do niumero de CH, ocasiona a reducdo da
viabilidade celular. Analisando a viabilidade das células HaCaT submentidas ao
tratamento com “1”, “2” e “3”, observa-se que a molécula “2”, com numero
intermediario de carbonos (10 C), apresentou maior toxicidade. Assim, 0s
amino éalcoois “1” e “3” foram menos toxicos diante desta célula avaliada.

Wang e colaboradores (2017) avaliaram também derivados amino
alcoois diante de fibroblasto pulmonar embrionario humano WI38 e observaram
concentracdo citotoxica de 50% de 2,899 ug/mL. Caneschi e colaboradores
(2017) avaliaram a citotoxicidade de derivados de amino alcoois frente a
macrofagos J774 e observaram viabilidade celular superior a 50 % em
concentracdes < 10 pg/mL, o que se assemelha com os resultados do presente
estudo.

E importante ressaltar a citotoxicidade como algo desejavel em alguns
momentos, caso esta seja especifica para células tumorais como foi
evidenciado no estudo de Souza Fernandes e colaboradores (2016), que

observaram toxicidade seletiva de amino alcoois para células tumorais de
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adenocarcinoma de mama (MCF-7), adenocarcinoma cervical (HeLa) e
glioblastoma (MO59J). Desta forma, sugere-se a avaliagdo da citotoxicidade
das moléculas “1”, “2” e “3” frente a diferentes tipos celulares, uma vez que
podem apresentar toxicidade seletiva para células tumorais.

Em relacdo aos farmacos de referéncia, suas citotoxicidades frente as
células L929 e HaCaT podem ser observados nas Figuras 39 e 40. Por meio
destas, observa-se que a viabilidade celular, proporcionada pelos principais
farmacos antifingicos empregados no tratamento de onicomicoses e avaliados

neste trabalho foi superior a 50 % em todas as concentra¢cfes avaliadas.
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Os azéis, cetoconazol e itraconazol, embora pertencentes a mesma
classe de antifungicos, apresentaram toxicidades distintas. O primeiro com
valores de CIM de 0,25 pg/mL a > 640 pg/mL, revelou viabilidade celular
superior a 50 % nas concentragdes < 8 pg/mL para L929 e HaCaT. Somado a
este acontecido, o cetoconazol € um farmaco de uso oral que pode ocasionar
efeitos adversos como hepatotoxicidade (AHMAD et al., 2010; KATHIRAVAN et
al., 2012; MURDAN, 2016; TUCKER, 2015; GUPTA; PAQUET; SIMPSON,
2013). Ja o itraconazol revelou percentual de viabilidade celular na faixa de
91,26 a 124 % em todas as concentracdes avaliadas para ambas as células,
contudo, ocasiona toxicidade hepatica como relata Murdan (2016).

A terbinafina apresentou viabilidade celular no intervalo de 89,06 a
103,83 % para L929 até a 16 pg/mL (concentracdo limite estabelecida pelo
CLSI [2008b]). De forma semelhante, frente a HaCaT a viabilidade celular foi
de 86,07 a 90,15 %. Assim, estes resultados ajudam a justificar a realidade de
ser um dos farmacos mais prescritos para o tratamento de onicomicoses
(CHERNOFF; SCHER, 2016) e com reduzidos efeitos toxicos (DIOGO et al.,
2010).

Assim como o0s resultados obtidos neste trabalho, Valdes e
colaboradores (2017), ao analisarem formulagcdes topicas contendo a
terbinafina, também ndo observaram toxicidade frente a células HaCaT. Por
outro lado, Hjira e colaboradores (2017) identificaram necrose de queratindcitos
em pacientes com psoriase tratado com esta alilamina, o que revela ser um
caso especifico.

Em estudo realizado por Kanda e colaboradores (2011), os farmacos
terbinafina e itraconazol nao apresentaram citoxicidade frente aos
queratinécitos oriundos de prepucio neonatal humano em concentracdes
inferiores a 29,14 pug/mL e 70,5 pg/mL, respectivamente.

Em relagdo a nistatina, os valores da CIM e da CFM ficaram na faixa de
0,08 a 3,33 pug/mL; ja sua viabilidade celular foi de 102,47 a 76,62 % para L929
e de 102,34 a 87,95 % para HaCaT até a concentracdo de 2,64 pug/mL, o que
nao indica toxicidade relativa. Comportamento semelhante ocorreu com a

anfotericina B, a qual apresentou viabilidade celular de 95,52 % mesmo nas
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maiores concentracdes avaliadas (4,0 pg/mL) para fibroblastos (L929) e
queratinécitos (HaCaT).

Embora a viabilidade celular da anfotericina B tenha sido proximo a 100
%, este farmaco apresenta nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, arritmia cardiaca
e toxicidade hematolégica (anemia, leucopenia e trombocitopenia) (FALCI,
PASQUALOTTO, 2015; OLIVEIRA, 2012b). Uribe e colaboradores (2013)
avaliaram a citotoxicidade in vitro da anfotericina B diante das células hepaticas
GRX, Hep G2 e ARL-6 e observaram reducéo da viabilidade celular (67,2 % e
30,8 %) frente as células GRX nas concentracbes de 1,25 e 2,50 ug/mL
respectivamente, o que revela sua toxicidade para estas células. No entanto,
nas concentracdes testadas, a anfotericina B nao alterou a viabilidade celular
das demais linhagens supra-citadas.

Diante dos resultados apresentados, percebe-se que as moléculas “1”,
“2” e “3” apresentaram notdria toxicidade quando comparada aos farmacos de
referéncia empregados clinicamente e avaliados neste estudo. Tal fato poderia
ser um entrave para o0 desenvolvimento de formulacdes de uso toépico.
Contrariamente, essas podem possuir mecanismos de acao diferentes dos
tradicionalmente conhecidos, o que pode impulsionar o desenvolvimento/
sintese de novos compostos, ou ainda, 0 seu uso como coadjuvante ao

tratamento medicamentoso ja existente para onicomicoses.
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6 CONCLUSAO

Foram analisadas cinquenta moléculas das classes de diaminas e amino
alcoois, as quais apresentaram acgéo antifungica diante de T. mentagrophytes
ATCC 11481, T. rubrum CCT 5507 URM 1666, E. floccosum CCF-IOF-3757, C.
albicans ATCC 10231 e uma cepa clinica de C. albicans.

As diaminas “7”, “8” e “16” apresentaram os melhores valores de CIM
diante das cepas fungica avaliadas, no entanto, diante da reduzida
hidrossolubilidade e disponibilidade de massa, foram selecionadas trés amino
alcoois para o estudo.

Os amino alcoois “17, “2” e “3” apresentaram potencial antifungico frente
as principais espécies causadoras de onicomicoses. Estas revelaram acéo
fungicida frente as cepas de T. mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum CCT
5507 URM 1666, E. floccosum CCF-IOF-3757, C. albicans ATCC 10231 e uma
cepa de origem clinica de C. albicans com CIM na faixa de 0,462 pg/mL a
1.000 pg/mL com destaque para a molécula “2” com numero intermediario de
carbonos em sua cadeia alifatica (12 C), sendo mais efetivo que alguns
farmacos de referéncia

Por meio das eletromicrografias, foi possivel evidenciar as alteracées
morfolégicas ocasionadas pelas moléculas e farmacos de referéncia diante das
cinco cepas fangicas avaliadas.

As moléculas “1”, “2” e “3” revelaram potencial de reducéo e inibicdo da
producéo da fosfolipase.

Ao avaliar a citotoxicidade dessas moléculas, observou-se que a melhor
taxa de viabilidade celular foi proporcionada pela molécula “1” frente a
fibroblastos (L929) e queratinécitos (HaCaT), seguida de “3”, sendo a molécula
“2” a que revelou maior citotoxicidade.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam trés novos compostos
organicos sintéticos com atividade antifingica, o que contribui para a sintese
de possiveis novos farmacos para o tratamento de micoses, cujos agentes

etiologicos sejam os avaliados neste estudo.
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Amino alcoois e diaminas com acdo antimicrobiana descrita.

Acéao bioldgica
Nucleo principal das moléculas
Agente patoldgico Descritor
HEN/\\('%NHQ
N
H.NT 97 R
0 .
H oH Mycobacterium
_N O | tuberculosis (REZENDE JR et al.,
R %Hw\ 2009)
OH O
O OH
H.HCI
- OH
R\, N
OH OH
I
O ©
HZN\E/\/N\H
o}
5 )
A, & 0
HEuG NF ANy, M. tuberculosis (CUNICO et al., 2011)
>
OH 0
HoN 2 _N. P
: 4% S\\O
|
R




126

Amino alcoois e diaminas com a¢ado antimicrobiana descrita.

Nucleo principal das moléculas
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Agente patolégico Descritor
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Amino alcoois e diaminas com ac¢ao antimicrobiana descrita.
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Amino alcoois e diaminas com a¢do antimicrobiana descrita.

Nucleo principal das moléculas

Acéo biologica

Agente patolégico
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Amino alcoois e diaminas com ac¢ao antimicrobiana descrita.

Nucleo principal das moléculas

Acéo biologica

Agente patolégico
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Amino alcoois e diaminas com a¢do antimicrobiana descrita.
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Amino alcoois e diaminas com a¢ado antimicrobiana descrita.

Acéo biologica
Nucleo principal das moléculas
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Amino alcoois e diaminas com a¢do antimicrobiana descrita.
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