RESSALVA

Atendendo solicitacao do
autor, o texto completo
desta dissertacao sera
disponibilizado somente a

partir de 27/03/2022.



Veridianna Camilo Pattini

Investigacido de analogos de curcumina como agentes contra fungos

causadores de dermatomicoses

Dissertagdo apresentada como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Mestre em Microbiologia, junto
ao Programa de Pos-Graduag¢do em Microbiologia, do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES — Cédigo 001
FAPESP — Processo 2018/08994-9

Orientador: Prof. Dr. Luis Octavio Regasini
Coorientadora: Prof. Dra. Margarete Teresa Gottardo
de Almeida

Sao José do Rio Preto
2020



Pattini, Veridianna Camilo
P321i L . -
Investigacdo de analogos de curcumina como agentes contra fungos causadores de
dermatomicoses / Veridianna Camilo Pattini. -- Sdo José do Rio Preto, 2020

64 p. : il., tabs.

Disserta¢ao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Biociéncias Letras ¢ Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto
Orientadora: Luis Octavio Regasini

Coorientadora: Margarete Teresa Gottardo de Almeida

1. Curcumina. 2. Curcuminoides. 3. Atividade Antifiingica. 4. Dermatofitos. 5.

Candida sp.. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias

Exatas, Sdo José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




AGRADECIMENTOS

Na vida s6 evoluimos e alcancamos grandes sonhos por intermédio de outros. Claro que para
tudo existe esfor¢o proprio, porém, nada se faz s6 e nada se cria s6 — Somos a somatoria de

cada pessoa que atravassou as nossas vidas, de forma passageira ou duradoura.

Neste trabalho ndo poderia ser diferente. Se hoje estou num patamar mais alto na escada de
minha vida, foi porque tive o privilégio e a bengdo de ter pessoas magnificas ao meu lado, me

auxiliando dia apds dia a subir mais um degrau.

Primeiro, agradego a grande forca espiritual que me rege e me ilumina. Agradeco por ter sido
tao privilegiada em minha vida terrena, rodeada de grande pessoas, amigos e familiares. Por ter

nascido em uma familia maravilhosa.

Sou muito grata aos meu pais que me criaram com tanto apre¢o, me proporcionando o melhor
que poderiam me oferecer. Ao meu pai Walter Pattini (/n memoriam), que foi homem, pai e
professor admiravel, o qual me orgulho tanto por ter tido a oportunidade de ser sua filha e aluna,

por ter o privilégio de ser bem encaminhada para a vida e para o mundo académico. Como diria

Machado de Assis, em frases que te descrevem bem e que nunca me saem da cabega:

"(..) tu que foste o compelle intrare com que um velho mestre, ossudo e calvo, me
incutiu no cérebro o alfabeto, a prosddia, a sintaxe, e o mais que ele sabia (...) quem
me dera ter ficado sob o teu jugo, com a minha alma imberbe, as minhas ignorancias,
e o meu espadim (...) Que querias tu, afinal, meu velho mestre de primeiras letras?
Licao de cor e compostura na aula; nada mais, nada menos do que quer a vida, que ¢

das ultimas letras.”

A minha mae Joana D’arc Camilo Pattini, mulher forte, guerreira e determinada, assim como
representa 0 seu nome, que me ensinou e continua me ensinando que mesmo diante as
adversidades que enfrentamos na vida devemos ser gratos acima de tudo. Aos meus irmaos
Riccieri Pattini e Ricardo Pattini Neto, que por serem irmaos mais velhos, sempre me cuidaram
€ me amaram, cada um com sua maneira. Que com suas personalidades distintas me ensinaram

e continuam a me ensinar diferentes pontos de vista acerca do mundo e da vida.

Agradeco ao meu namorado Pedro Cristiano da Rocha Zancan, por sempre estar ao meu lado

sendo meu melhor amigo, meu suporte e parceiro de todas as horas.



Agradeco a todos os professores que estiveram comigo desde o primario, adolescencia,
universidade e pds graduacdo. Obrigada pela luta didria e continuem lutando, pois gracas a

vocés que somos formadores de opnido.

Agradeco a todos meus amigos queridos da minha cidade amada e admiravel que ¢ Ilha Solteira

- 0 meu berco e meu reftigio.

Agradeco a UNESP, minha universidade do coragdo desde a minha graduacdo, a qual tenho
tanto orgulho por fazer parte. Fiz grandes amigos para a vida e tive a oportunidade de ter
professores de excelencia. Agradego aos meus professores, em especial a minha orientadora de
Iniciagdo Cientifica Professora Dra. Heloisa Alves do Prado que foi através de sua oportunidade
que conheci a minha paixao pela microbiologia e também foi através dela que fui apresentada

ao meu atual orientador Professor Dr. Luis Octavio Regasini e fazer parte deste lindo projeto.

Agradeco ao professor Luis Octavio pela oportunidade que me concendeu para fazer parte deste
projeto e por cada “puxd@o de orelha” ao longo deste caminho que me fez sair da zona de
conforto, do raso e mediano, para procurar sempre a minha melhor versao. Gragas a ele também
pude conhecer a minha co-orientadora Professora Dra. Margarete Tereza Gottardo de Almeida

a qual também sou extremamente grata.

Agradeco a professora Margarete por me conceder a oportunidade de fazer grande parte deste
projeto em seu laboratério, no qual fui sempre recepcionada de bragos abertos por pessoas

muito queridas, iluminadas e dispostas a ajudar.

Agradeco a cidade de S@o José do Rio Preto ter me proporcionado tanto — Sou grata a todas as
pessoas que conheci e convivi neste periodo de trés anos. Ao IBILCE, por todas oportunidades;
A Republica Tilangas, que me acolheu e foi minha familia durante os meus anos de estadia;
Aos laboratorios: Laboratorio de Antibidticos e Quimioterapicos e Laboratério de
Microbiologia, nos quais pude conhecer pessoas incriveis e amigos para vida, que me auxiliam

sempre quando necessario, sem ao menos hesitar.

Aos professores Dr. Jodo Paulo Zen e Dr. Matheus Aparecido dos Santos Ramos por
participarem da banca examinadora de qualificacdo, que contribuiram para a melhoria deste

projeto.

Aos membros da comissdo examinadora deste trabalho, Dra Catia Rezende e Dra. Marcia Maria

Costa Nunes Soares e, pelo aceite do convite as pressas € justo neste tempo tao incerto o qual



estamos enfrentando mundialmente e por desprederem tempo na correcdo deste trabalho,

certamente agregando muito conhecimento a0 mesmo.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia, professores, coordenadores e equipe

técnica, pela disponibilidade e dedicacao aos alunos.

Por fim, gostaria de agradecer a todos que acreditaram no meu potencial. Aos amigos e
familiares — A todos aqueles que contribuiram com a minha formagao, ndo s6 académica, mas
como pessoa, como ser humano. Preferi ndo citar muita gente, mas creio que todos certamente

sabem o quanto sou profundamente grata pela existencia de vocés em minha vida.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001 e da Fundagao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP, processo 2018/08994-9, as quais agradeco por

financiarem e tornarem possivel a realizacdo deste projeto.



EPiIGRAFE

“De tudo, ficaram trés coisas: a certeza de que ele
estava sempre comegando, a certeza de que era
preciso continuar e a certeza de que seria
interrompido antes de terminar. Fazer da
interrup¢ao um caminho novo. Fazer da queda um
passo de danga, do medo uma escada, do sono uma

ponte, da procura um encontro.”

Fernando Tavares Sabino (1981, p.149)



RESUMO

As micoses superficiais e cutaneas sao infecgdes fingicas que acometem a camada mais externa
do estrato corneo da pele e seus anexos. S3o as micoses mais frequentes dentre todas as
infeccdes flngicas e estdo distribuidas por todo o mundo, afetando todas as faixas etarias. O
impacto primario destas micoses ¢ seu aspecto visual com estética negativa. Contudo, ndo se
restringem apenas ao aspecto estético, vindo a ser um grave problema de saude na populagao
neonatal, senescente ¢ de imunocomprometidos. Além disso, muitos farmacos exibem
toxicidade alta, interagdes medicamentosas e alto custo econdmico. As recidivas por meio do
tratamento convencional costumam ser frequentes, as quais podem ser ocasionadas por cepas
resistentes. Esse cenario torna premente a busca por antifungicos inovadores. No presente
estudo avaliou-se atividade antifingica de 19 curcuminoides, provenientes da composteca do
Laboratério de Antibioticos e Quimioterdpicos (LAQ), contra fungos filamentosos
dermatofiticos dos géneros Trichophyton, Epidermophyton e Microsporum e leveduriformes
(Candida spp.), de cepas de referéncia ATCC e de isolados clinicos, provenientes da coleg¢ao
do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina de S3o José do Rio Preto
(FAMERP), bem como avaliou-se toxicidade dos curcuminoides mais potentes contra células
de queratinocitos humanos (HaCat) e larva G. mellonella. Afim de verificar a atividade
antifungica dos compostos, foram determinados os valores: Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM); ensaio de atividade combinatoria dos
curcuminoides e fluconazol, para Candida tropicalis e terbinafina, para as espécies de
dermatoéfitos e ensaios de inibi¢do de desenvolvimento hifal. Seis curcuminoides apresentaram
inibi¢do maior que 50% em mais de uma cepa dentre as testadas. Os valores de CIM variaram
de 1,9 a 31,2 pg/mL. O curcuminoide 2 (DMC), foi o composto mais promissor da série,
apresentou atividade antifiingica contra linhagens de cepa de origem clinica de T. rubrum, T.
mentagrophytes, E. floccosum e cepas referéncia de 7. rubrum CBS 118892 e C. tropicalis
ATCC 13803; efeito sinérgico em combinagdo com a terbinafina contra E. floccosum e efeito
inibitorio do desenvolvimento de hifal da C. tropicalis. DMC apresentou baixa toxicidade
contra células HaCat nas concentracao do CIM e ndo apresentou toxicidade na concentracao de
125 pg/mL (3 xCIM) contra G. mellonella, o que o torna um composto promissor para
abordagens terapéuticas no controle de dermatomicoses.

Palavras-chave: Curcumina, Curcuminoides, Atividade Antifungica, Micoses,

Dermatofitos, Candida sp.



ABSTRACT

Superficial and cutaneous mycoses are fungal infections that affect the outermost layer of the
stratum corneum of the skin and its attachments. They are the most frequent mycoses among
all fungal infections and are distributed all over the world. The first impact of these mycoses is
their visual appearance with a negative aesthetic. However, they are not restricted to the
aesthetic aspect, becoming a serious health problem in the neonatal, senescent and
immunocompromised population. In addition, many drugs exhibit high toxicity, drug
interactions and high economic cost. Relapses through conventional treatment are often
frequent, which can be caused by resistant strains. This scenario demands the development of
potent but safer compounds. Herein, we described the antifungal activity of a novel
curcuminoid against dermatophyte and Candida species. A series of nineteen curcuminoid
analogs was submitted to antifungal assay to assess MIC (minimum inhibitory concentration)
and MFC (minimum fungicidal concentration) determined by the broth microdilution method.
First, all compound were tested at 31.2 pg mL-1 in order to select the most active compound.
The compound 3, 3'-Dimethoxycurcumin (DMC) showed the highest growth-inhibitory activity
the largest spectrum of action against dermatophyte clinical isolates and reference strains of
Candida tropicalis ATCC and Trichophyton rubrum CBS, with MIC values range of 1.9-31.2
png mL-1. DMC exhibited fungistatic activity. Inverted microscope indicated C. tropicalis
hyphal growth was completely inhibited by DMC. We also found that DMC demonstrated low
toxicity against human keratinocyte cells and has no toxicity against Galleria mellonella larvae.
DMC antifungal activities against Candida spp. and dermatophytes, and antibiofilm formation
activity against C. tropicalis. In addition, DMC was selective to fungal cells compared to human
keratinocytes cells.

Keywords: Curcumin, Curcuminoids, Antifungal Activity, Mycoses, Dermatophytes, Candida
sp.
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1. INTRODUCAO

Dentre todas as micoses, as superficiais e cutaneas sao as mais frequentes, afetando
uma grande parcela da populagdo mundial. As taxas de ocorréncia sdo ainda maiores em paises
de areas tropicais, como no Brasil, visto que o clima quente e umido sao fatores predisponentes
para as infec¢des fungicas (MEZZARI et al, 2017; ROCHA et al. 2018).

O principal agente etiologico das dermatomicoses € o grupo dos fungos dermatofitos.
Este grupo ¢ dividido em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, ¢ sua
principal caracteristica ¢ que todos os géneros sao constituidos por fungos filamentosos
queratinofilicos e queratinoliticos, ou seja, possuem alta afinidade com tecidos queratinizados
e utilizam a queratina da pele, cabelos e unhas como fonte de aminoacidos, ocasionando danos
aos tecidos acometidos (MEZZARI et al, 2017).

As leveduras, especialmente o género Candida, também desempenham um papel
relevante no desenvolvimento de infec¢des cutdneas. Algumas espécies de Candida fazem parte
da micobiota humana, porém, quando ha desequilibrio entre o patdogeno e o hospedeiro, atuam
como oportunistas causando graves infecgoes (SOUZA et al., 2007).

Um dos fatores de viruléncia mais importantes das espécies de Candida ¢ a sua
capacidade alterar a forma de suas células, de planctonica para filamentosa (hifas ou pseudo-
hifas), destruindo o tecido infectado (CORREIA et al. 2015). Essa capacidade de alterar a
morfologia celular, ¢ crucial para a formacao do biofilme, que ¢ considerado um importante
mecanismo de patogenicidade (SARDI et al. 2013).

Em geral, a Candida albicans é a espécie mais proeminente, sendo o foco da maioria
das pesquisas. No entanto, espécies ndo-albicans emergiram neste campo como agentes
etiologicos, como C. parapsislosis, C. tropicalis e C. glabrata (FICH et al., 2014).

O grande impacto na qualidade de vida dos pacientes causada por dermatomicoses
afeta diretamente quatro relevantes areas: fisica, ocupacional, fisioldgica e psicossocial. Em
casos de onicomicose, ha alteragdes nas unhas, diminui¢do do tato, dor, dificuldade de
locomogdo, além da limitagdo nas atividades esportivas (LLADO et al., 2016).

Além das sequelas fisicas descritas, as micoses superficiais da pele tém grande impacto
na qualidade de vida dos pacientes, relacionadas a fatores emocionais e psicologicos, causando
constrangimento, perda de confianca, baixa autoestima, ansiedade e depressao (NARANG et
al., 2019).

No tratamento das dermatomicoses, os principais antifungicos utilizados sdo: azois,

polienos e alilaminas. O mecanismo de a¢do da maioria dos fAirmacos atua principalmente no
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genoma fungico, em componentes da parede ou membrana celular. Outra limitagdo apresentada
por esses farmacos ¢ a sua alta toxicidade, o que faz com que seja um alto risco para pacientes
imunosuprimidos, além de seus efeitos adversos severos (VLAHOVIC, 2016; FUENTEFRI et
al., 2018).

Tendo em vista o alto custo dos medicamentos antifingicos, os graves efeitos adversos
dos mesmos, pricipalmente para pacientes imunosuprimidos, € os problemas relacionados a
resisténcia fungica, sdo fatores que resultam na necessidade de inovagdo de agentes
antifingicos, especialmente de baixa toxicidade (WONG et al. 2014; PIERCE et al. 2015; VILA
et al. 2017).

A Curcuma longa ¢ uma planta da familia Zingiberaceae. Essa planta acumula em seus
rizomas, trés principais curcuminoides: a curcumina, a desmetoxicurcumina ¢ a bis-
desmetoxicurcumina, sendo a curcumina o de maior quantidade dentre as 3 substancias
(SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

A curcuma vem sendo usada pela medicina tradicional chinesa e indiana desde os
tempos antigos e atualmente tem sido foco de pesquisas terapéuticas. Contudo, a curcumina
(seu principio ativo) € um produto natural privilegiado, tendo em vista seu potencial terapéutico.
A curcumina possui a capacidade de interagir com multiplos alvos moleculares, demonstrando
atividade comprovada contra inimeras doengas, como cancer, Alzheimer e infecg¢des, por
bactérias, fungos, protozoarios e nematdides (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; CAVALERI
JIA, 2017).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Epidemiologia e etiologia das infec¢des fiungicas

As infec¢des fungicas, denominadas micoses, sdo infec¢des geralmente cronicas,
devido ao crescimento lento dos fungos. Elas causam um amplo espectro de doencas em
humanos que variam desde afec¢des da camada mais externa do estrato coérneo cutdneo até
orgdos vitais, podendo comprometer suas fungdes. As micoses podem ser classificadas de
acordo com o local da infeccdo, via de contaminagao e tipo de viruléncia. De acordo com o sitio
da infeccdo, sdo dividas em: superficiais, cutaneas ou superficiais cutineas; subcutaneas;
sist€émicas e oportunistas, sendo esta ultima a responsavel pelos casos clinicos mais graves
(ARAUIJO, 2018).

Dentre todas as micoses, as micoses superficiais e cutineas estdo entre as mais

frequentes. E estimado que cerca de 20 a 25% da populagido mundial possui algum tipo de
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6. CONCLUSAO

Os curcuminoides analisados da série I apresentaram relevantes atividades antifungicas
contra cepas referéncia e linhagens de origem clinica de dermatofitos e espécies de Candida. O
curcuminoide 2 (DMC) se mostrou promissor, com grande espectro de acdo, atingindo
diferentes espécies. O efeito antifungico da combinagdo sinérgica dada pela combinagdo do
curcuminoide com a terbinafina contra Epidermophyton floccosum, e seu efeito inibitorio
isolado, contra: células planctonicas, desenvolvimento de hifas e biofilme maduro de Candida
tropicalis, atrelado a baixa toxicidade em células de queratinocitos humanos e ndo toxicidade
em G. mellonella, possibilitara o seu uso para novas abordagens terapéuticas no controle de

dermatomicoses.
7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados apresentados nesta tese sdo os primeiros passos de um estudo mais
amplo que sera realizado no projeto de doutorado. A partir da andlise do potencial dos
curcuminoides em estudo, estima-se realizar maior nimero de ensaios biologicos, envolvendo
ensaios de biofilme, time-kill, entre outros, utilizando-se maior nimero amostral de cepas com
o0 objetivo de comprovar o potencial do produto e, assim, almeja-se agregar o curcuminoide em

um biomaterial anti microbiano.
8. DISSEMINACAO & AVALIACAO DOS RESULTADOS

Os resultados alcancados pelo projeto terdo seu potencial como objeto de patente
avaliado juntamente a Agéncia Unesp de Inovacdo (AUln), permitindo o registro de
propriedade intelectual. Em caso positivo, os resultados estardo amplamente disponiveis e
utilizaveis, seja de forma gratuita ou por meio da comercializagao por licenciamento ao setor
empresarial, ou mesmo para a criacdo de oportunidades empreendedoras de base tecnologica
para esta comercializagao.

Ap0s as avaliagdes relativas a propriedade intelectual, os resultados serdo disseminados
na forma de publicagdes em periddicos de seletiva politica editorial e anais de congressos,

disponibilizando as conclusdes a comunidade cientifica.
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