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RESUMO

As infeccdes superficiais de cabelo, pele ou unhas, frequentemente causadas
por fungos, sdo reportadas por pacientes em clinicas dermatolégicas. Além do
impacto estético, dor, prurido, deformidade ungueal e tecidual, podem ser fonte de
entrada para outros patdégenos primarios ou oportunistas alcangando tecidos mais
profundos. O alto custo do tratamento, a toxicidade e surgimento de patdégenos
resistentes justificam a busca por novas drogas. Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade antifungica de nanocompdsitos (NCs) de oxido de grafeno
reduzido e prata (rGO/Ag) contra isolados clinicos de microrganismos pertencentes
ao laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de S&o José de Séo José
do Rio Preto. As NCs foram caracterizadas por andlise de difracdo de raios X, e a
morfologia e caracterizacdo do nanocompdsito, foram investigadas por microscopia
eletrébnica de transmissdo. O ensaio de suscetibilidade antifungica foi realizado pelo
método de microdiluicdo seguindo o protocolo CLSI, com modificacbes. O perfil
toxicolégico foi testado em modelo in vivo. As nanoparticulas hibridas apresentaram
grande potencial inibitério frente as cepas clinicas, sem toxicidade. Este estudo

fornece nova estratégia terapéutica alternativa para o controle de dermatomicoses.

Palavras—chave: Dermatomicoses. Oxido de grafeno reduzido. Nanoparticulas de

prata. Antifangico.



ABSTRACT

Superficial infections of hair, skin or nails, mainly caused by fungi, are often
reported by patients in dermatology clinics. In addition to the esthetic impact, itching,
pain, nail and tissue deformity, can be a source of entry for other opportunistic or
primary pathogens, covering more itchy tissues. The high cost of treatment, toxicity
and emergence of resistant pathogens justify the search for new drugs. The aim of this
study was to evaluate the antimicrobial activity of reduced graphene oxide (rGO/AQ)
and silver nanocomposites (NCs) against microrganisms clinically isolated belonging
to the Microbiology Laboratory of the Faculty of Medicine of Sdo José do Rio Preto -
FAMERP. The NCs were characterized by X-ray diffraction analysis, and the
morphology and characterization of the nanocomposite were investigated by
transmission electron microscopy. The antifungal susceptibility assay was performed
by the microdilution method based on the CLSI protocol, with modifications. The
toxicological profile was tested in vivo model. The hybrid nanoparticles showed great
inhibitory effect against all clinical tested strains, without toxicity. In summary this study

provides a new alternative therapeutic strategy for the control of dermatomycoses.

Keywords: Dermatomycoses. Reduced graphene oxide. Silver nanoparticles.
Antifungal.
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1 INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Dermatomicose é a doenca fungica de maior ocorréncia entre seres humanos
e animais. Estudos epidemiolégicos sobre infec¢des fungicas comprovam o impacto
para a saude publica mundial, dada a cura dificultada e alta disseminagédo dos
agentes etioldgicos (MOCHIZUKI et al., 2020). Varios motivos sdo aventados para
explicar o aumento da incidéncia de micoses em humanos: doencas crénicas, como
diabetes mellitus, doenca arterial periférica, imunossupressédo de diversas origens
(HIV ou as drogas imunossupressoras) além do uso abusivo de antibidticos
(SCRAVONI; GRZONA, 2021). Os padrbes elevados de temperatura e umidade,
tipicos das regifes tropicais, favorecem a reproducéo e disseminacao dos fungicos, e
nestes ambientes, a distribuicdo de diferentes espécies estd condicionada a
adaptacdo dos agentes ao meio ambiente, deslocamentos humanos, convivio com
animais domésticos e aspectos socioecondmicos (GINTER-HANSELMAYER,;
NENOFF, 2019).

Diversas areas do corpo podem expressar aspectos clinicos variados de
infecgbes fungicas, sendo habitualmente denominados como tinea unguium, corporis,
capitis, manum, pedis e cruris. Estas lesdes ocorrem conforme a area de contato
primério do fungo com o hospedeiro, apds trauma ou contato direto com o agente.
Valorizando-se a carga fungica, a espécie e as condi¢des clinicas do homem, os
sintomas podem ser tipicos e como queixas comuns, a coceira, ardéncia e até dor
(GRANINGER; DIAB-ELSCHAHAWI; PRESTERL, 2019). Ainda, como principais
sinais sdo considerados: as descamacodes, infiltracdes com abscessos, pustulas,
crostas, cabelos quebradigcos ou de queda facil, e para as unhas, acometimentos,
distal lateral para proximal, hiperqueratose subungueal e/ou hipertrofia(GNAT,;
L AGOWSKI; NOWAKIEWICZ, 2020).

Os dermatofitos, representam o grupo de fungos hialinos patogénicos de maior
ocorréncia nas doencas fungicas superficiais, sendo que as espécies de
Epidermophyton spp, Microsporum spp, Trichophyton spp, sdo as mais comuns. No
entanto, mais recentemente, a partir de estudos com biologia molecular, houve a
inclusdo de novos géneros, como Arthroderma, Nannizzia, Lophophyton, e
Paraphyton (BEGUM et al., 2020; MARTINEZ-ROSSI et al., 2021), que certamente
estardo enriguecendo a etiologia de infecgdes fungicas superficiais conforme recursos

diagndésticos aprimorados.
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Outros agentes nao dermatofitos, como espécies de Candida, Scytalidium e
Fusarium, ndo menos importantes, tém sido considerados patégenos em diversos
nichos anatdmicos (RODRIGUES et al., 2022). Ocorréncias dermatolégicas bastante
comuns incluem as produzidas por espécies de Candida, com destaque a Candida
albicans, Candida parapsilosis complex e Candida krusei, em associacao a altas taxas
de morbidade e mortalidade (PAPPAS et al., 2018; WHALEY et al., 2017).

Varias espécies de fungos, prevalentes nas micoses superficiais, apresentam
fatores de viruléncia, enzimas e toxinas, cuja acao sobre tecido queratinizado leva a
alteracdes estruturais importantes na pele e anexos (CHINNAPUN, 2015). Neste
sentido, e como exemplo, os fungos produzem fosfolipases, proteases e outras
toxinas, alterando substratos especificos, presentes nos tecidos queratinizados e, por
consequéncia, invadem &reas adjacentes mais profundas do corpo (GUPTA,;
VENKATARAMAN, 2021). No entanto, mesmo que algumas espécies ndo possuam
fatores de viruléncia, elas podem causar infeccfes fungicas, como agentes
oportunistas (SANTOS et al., 2018).

Considerando as caracteristicas fisioldgicas e metabdlicas dos fungos, tem-se
a reproducdo como um processo lento, e, por consequéncia, a identificacdo
laboratorial por cultura também é lenta. Procurando atender aos recursos clinicos para
cura de infeccbes por fungos, o médico opta por oferecer tratamento empirico, o que
leva ao insucesso terapéutico (LIPNER; SCHER, 2019). Com o0s avangos
tecnologicos, hoje é possivel melhorar os protocolos da pratica clinica, conhecendo o
agente e sua resposta fenotipica aos antifingicos, tanto espécies de leveduras quanto
fungos filamentosos. De fato, relatos cientificos prévios comprovam a tendéncia a
resisténcia, observando-se os valores maiores de concentragdo inibitoria minima
(CIM) (RIDZUAN et al., 2019).

Tendo em vista a permanéncia de fungos no estrato cérneo e granuloso, areas
constituintes do tecido epitelial, a maioria das opcdes terapéuticas considera o
farmaco de aplicacéo topica, ou seja, ha recomendacdo de pomadas ou cremes
contendo antifungico (MOCHIZUKI et al., 2020). No entanto, nos casos de lesdes
superficiais extensas ou, em micose na unha ou no couro cabeludo mais complexas,
h& necessidade de adog¢do de antifungicos orais, em comprimido. Embora haja uma
variedade de classe de farmacos para tratamento de doencas fungicas superficiais, a
terbinafina, e os derivados azolicos, fluconazol e itraconazol, sdo 0s poucos
compostos de maior escolha médica(GUPTA; VENKATARAMAN, 2021).
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Os efeitos colaterais dos antifungicos sdo observados especialmente quando
aplicados por tempo prolongado, acarretando graves prejuizos aos tecidos hepatico e
renal (KABLY et al., 2022). Além dos efeitos adversos das drogas, a ndo adeséo ao
tratamento pelo paciente dificulta a melhora, assim torna as recidivas recorrentes,
ligadas a ma utilizacdo ou descontinuidade terapéutica. Este evento de grande
impacto para saude, contribui para selecdo de microrganismo mais resistente,
tornando o tratamento ou inefetivo (MUHAJ et al., 2022).

Em é&reas da medicina, a incorporacdo de novos conhecimentos a pratica
clinica se da de maneira dinamica. Para que tais avan¢os acontecam, a existéncia de
centros de pesquisas basica e aplicada é uma condicdo necessaria, e, estudos com
novos medicamentos, sdo de fundamental importancia. Assim sendo, materiais
nanoestruturados vém sendo aplicados em diversas areas, tais como: saude,
agricultura, cosmética, meio ambiente, entre outras (C et al., 2020; CHEN, LONG,; LI;
CHEN, 2019), devido seu tamanho reduzido, alta superficie de contato e baixa
toxicidade.

Com especificidade para éarea farmacéutica, estes sao utilizados para
resolucdo de problemas de diversas classes terapéuticas, como: antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatoria, entre outras, pois, em geral, apresentam menor
toxicidade, maior solubilidade e biodisponibilidade tecidual (CHARELLI et al., 2022;
EL-SONBATY; KANDIL; HAROUN, 2022). A &rea de controle de doencgas infecciosas
€ destaque nos estudos de nanotecnologia. As nanoestruturas preparadas com
metais, exibem potencial antimicrobiano de amplo espectro, com acdes direcionadas
as bactérias e fungos (HUQ et al., 2022; OWAID et al., 2022).

Diversos ensaios biologicos vém sendo desenvolvidos frente utilizando
sistemas nanoestruturados. Nestes sistemas, a resposta celular é guiada por
mudancas na hidrofilia, morfologia, porosidade, cristalinidade e composi¢cdo quimica
da superficie do nanocomposto (VIET et al., 2018). Assim, a bioatividade como por
exemplo a capacidade antibacteriana e antifingica, biocompatibilidade (umidade,
rugosidade, porosidade, etc.), e as propriedades mecanicas Sao revistas
permanentemente por diferentes estudos, garantindo maior efichcia dos materiais
(PARVATHY et al., 2022).

O ¢6xido de grafeno (GO), material bidimensional a base de carbono, o torna
elemento de ampla aplicacao tecnoldgica e precursor para sintese de novos materiais,

dada a area superficial especifica, a estabilidade quimica, a condutividade termo-
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elétrica e resisténcia mecanica (AGBULUT et al., 2022). O GO pode ser produzido via
sonicacado, agitacdo e expansao térmica, do 6xido de grafite (FADIL et al., 2022).
Segundo Hummers e Offeman, os recursos materiais, correspondentes as etapas
iniciais de sintese de grafeno, incluem a oxidac&do do grafite por mistura de acido
sulfurico, nitrato de sodio e permanganato de potassio (HUMMERS; OFFEMAN,
1958).

Quando o GO € quimicamente modificado - éxido de grafeno reduzido rGO -
surgem novas propriedades quimicas e biolégicas, especialmente, o aumento de
solubilidade e reatividade antimicrobiana (SENGUPTA et al., 2019). Tratamentos com
hidrazina, hidretos, hidroquinona permitem novas estratégias de sintese desse 6xido
de grafeno reduzido. Esse processo quimico rompe a ligacdo sp2 da rede e introduz
grupos hidroxila ou ep6xido no plano basal, enquanto que os grupos carbonila e
carboxila, em conjunto com lactona, fenol e quinona sao anexados as bordas (LAVIN-
LOPEZ et al., 2017). Os grupos funcionais deixam o rGO fortemente hidrofilico,
permitindo a sua dispersdo em agua pura, solventes organicos e misturas aquosas.

Estudos anteriores, sugerem que o potencial de acao dos materiais a base de
grafeno contra microrganismos, é observado apos contato direto entre as bordas
afiadas das folhas de rGO com as células, resultando em vazamento de material
intracelular e afetando negativamente o metabolismo (QUINTEROS et al., 2016).
Corroborando com esta afirmativa, Perreault e colaboradores (PERREAULT et al.,
2015) identificaram que a ampliacdo da area da folha de grafeno esta
proporcionalmente relacionada com o aumento da taxa de inativagcdo microbiana.

Varios estudos de andlise da ag¢do do rGO, associados com metais, sobre
microrganismos patogénicos de relevancia clinica foram conduzidos por varios
pesquisadores, evidenciando o seu potencial antimicrobiano contra: Escherichia coli
(KESHVARDOOSTCHOKAMI et al., 2020), Staphylococcus aureus (CAIRES et al.,
2020) Staphylococcus epidermidis (JAWORSKI et al.,, 2018), Proteus mirabilis
(FENNICHE et al.,, 2022), Pseudomonas aeruginosa (ELBASUNEY et al., 2021),
Listeria monocytogenes (KURANTOWICZ et al.,, 2015), Salmonella entérica
(KURANTOWICZ et al., 2015), Cryptococcus neoformans (ELBASUNEY et al., 2021),
Candida albicans (ELBASUNEY et al., 2021), Aspergillus spp. (ELBASUNEY et al.,
2021), Fusarium oxysporum, (CHEN, JUANNI et al.,, 2016); Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger (ALIAMRADNI; ABOLMAALI; BORANDEH, 2019).
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A prata, o cobre e 0 zinco sao elementos reativos e que melhoram as atividades
quimico-biologicas dos compostos derivados do grafite. Apesar do conhecimento
prévio das atividades antimicrobianas da prata, a sintese de materiais contendo esse
metal em condi¢cdo de nanoparticulas (NPs), s6 foi recentemente estudada (HUQ et
al.,, 2022). Com esta formulacdo, foi evidenciada acdo imediata sobre cadeia
respiratoria, destruicdo da membrana e parede celular, de bactérias e fungos. Além
disso, seguindo com sua ligagéo as estruturas de DNA/RNA, a replicacéo celular foi
interrompida, e consequentemente, estabelecida a morte microbiana (POZDNYAKOV
et al., 2022).

As espécies reativas de oxigénio e radicais livres, produtos decorrentes da
acdo das nanoestruturas de prata sobre a célula microbiana, induzem a apoptose, isto
€, a morte celular programada. Assim, ficam evidentes o0s beneficios das
nanoparticulas de Ag (AgNP) como agentes antimicrobianos, seguindo mecanismos
de acdo multifacetados, como bloqueio do ciclo de energia, ligacdo enzimatica e a
interrupcéo de funcgdes celulares(KOSA; ZAHEER, 2022). Uma vez que os Ag NPs
Sao menores que 0s microrganismos, a difuséo celular e, consequentemente ruptura
de estruturas, é um evento esperado. Dependendo do tamanho, concentracdo, pH do
meio e tempo de exposi¢cado das nanoestruturas de prata, poderdo ocorrer respostas

variadas quanto a toxicidade sobre célula microbiana (SEDKI et al., 2015).

Os danos fisicos provocados por compostos hibridos, por exemplo, rGO
combinado com Ag, sobre a membrana celular bacteriana foram demonstrados no
estudo de Zhou et al., 2020 (ZHOU et al., 2020) constatando a alta capacidade de
adesdo a superficie das bactérias S. aureus e E.coli. No estudo de Chen et al. (CHEN,
LONG; LI; CHEN, 2019), com o auxilio de recursos tecnoldgicos de biologia molecular,
evidenciaram acdo dos compostos hibridos de rGO e Ag sobre célula bacteriana, e
como consequéncia, a inativacdo da sintese proteica a partir de 3 horas de contato.
No estudo de Bhattacherjee et al. (BHATTACHARJEE et al., 2021), o rGO/Ag foi
incorporado em malhas de algodao e seda apresentou maior taxa de inibicao frente a
E. coli e P. aeruginosa. Esses bons resultados de sinergismo podem estar associados
ao fato de que as nanoparticulas de prata sozinhas apresentam dificuldades na
disperséo, devido suas fortes forcas de adesao, entre particulas com alta energia de

superficie.
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Considerando os fungos, e seus elementos de reproducdo, esporos ou
micélios, grande variabilidade € observada na forma e componentes externos de
estrutura celular. Entretanto, ha poucos estudos que identifiquem a sensibilidade ou
resisténcia de fungos aos nancompositos de rGO/Ag. E conhecido que combinando-
se 0s elementos nanoestruturados, prata e 6xido de grafeno reduzido, ha efeito
sinérgico de acéo inibitéria para os microrganismos (ZHOU et al., 2020) induzido pela
lesé&o fisica pelo rGO e geracdo de compostos reativos de oxigénio pela prata. Fato
demonstrado no estudo de Aliamrandni et al.,, 2019 (ALIAMRADNI; ABOLMAALLI;
BORANDEH, 2019), onde os testes contra Candida albicans e Candida tropicalis
seguindo o método de disco difusdo, o rGO/Ag apresentou melhor acdo do que os
compostos separadamente testados. Em relacdo aos espécimes fungicos foram
observadas anormalidades morfolégicas como deformacdes na célula do
Cryptococcus neoformans que levaram a lise total da superficie externa, que geraram
nao apenas a reducdo da populacdo seéssil, mas também na massa de biofilme
(ELBASUNEY et al., 2021).

Considerando as vantagens dos nanomateriais hibridos em comparacdo aos
antimicrobianos tradicionais, as nanoparticulas de Ag apresentam baixa ou nenhuma
citotoxicidade para células humanas, sendo utilizadas em diversos dispositivos
meédicos, além de reduzir a resposta inflamatoria (PRASAD et al., 2017; VASILEV et
al., 2010).

Assim sendo os nanomateriais hibridos, por apresentarem amplo campo de
aplicacéo, se faz necessario a analise perfil de toxicidade, onde a maioria desses
ensaios é executado em modelo in vivo devido as respostas fisioldgicas similares aos
organismos vivos. Sabendo que testes em mamiferos apresentam desvantagens
guanto ao custo, demora e controvérsias em comités éticos, 0s ensaios em aos
modelos invertebrados tem ganhado destaque. Exemplos como Drosophila
melanogaster (MISHRA; PANDA, 2021), Zebra fish (PENSADO-LOPEZ et al., 2021),
Galleria mellonella (MOYA-ANDERICO et al., 2021) s&o frequentemente usados em
triagens toxicologicas. Frente a este fato, a larva de Galleria mellonella apresenta
vantagens, uma vez que a utilizacdo experimental € mais simplificada pelo tamanho
reduzido, ndo ha necessidade de equipamentos sofisticados e € aprovado por comités

eticos (PAZIANI et al., 2019). Esse invertebrado apresenta respostas imunologicas
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5 CONCLUSOES

Este estudo mostra uma sintese de nanocompaositos hibridos contendo uma
matrix atoxica sendo representado por 6xido de grafeno reduzido, e por um agente
fungicida, a prata nanoparticularizada (Ag NPs). Assim sendo, 0s nanocompdsitos
apresentam prata nanoestruturada esférica entre 5-30nm sob malha de oOxido de
grafeno reduzido, demostrado pelas analises de microscopia eletrénica e DRX.

O hibrido rGO/Ag foi testado contra isolados clinicos apresentando acgéo
antifangica sinérgica: CIM 3.9 e 1.9 pg/mL.

Curiosamente, o notavel desempenho antifingico mostrado pelos NCs pode
ser atribuido a forca de interacdodo rGO/Ag com superficie da parede celular fungica,
com especificidade para alguns receptores, demostrado pelo teste de microdiluicéo
com suplementagdo de sorbitol a 0.8M. Além disso, as estruturas fungicas
apresentaram interferéncia a partir de 2 horas e 12 horas para as leveduras e
dermatofitos, respectivamente. As leveduras tiveram inibicdo na formacéao de hifas, e
os dermatdfitos reduziram o tamanho do didametro das col6nias. O efeito ndo toxico in
vivo pode ser devido a dispersdo homogénea de Ag NPs na matriz de malhas do rGO,
gue protegem o hospedeiro contra danos celulares, apresentado pelo teste in vivo de
Galleria mellonella.

Os achados contribuem para novas perspectivas terapéuticas para o controle
de doencas fungicas superficiais especialmente devido o amplo espectro de
atividades dos materiais nanoparticularizados, como biocompatibilidade e baixa

toxicidade.
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