RMA
- N ,Q(,-r

-

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E
BIOTECNOLOGIA APLICADAS A FARMACIA

PACULOADE D€ Cap
R .)0

VEVDVIYNY 20

 SOLIS DOMI SALUS

CAROLINE BARCELOS COSTA ORLANDI

CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES DE DERMATOFITOS
E DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPOS ANTI-
DERMATOFITOS NAS FORMAS PLANCTONICAE
BIOFILME

Araraquara
2016



CAROLINE BARCELOS COSTA ORLANDI

CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES DE DERMATOFITOS
E DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPOS ANTI-
DERMATOFITOS NAS FORMAS PLANCTONICA E
BIOFILME

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia
Aplicadas a Farméacia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, como um dos
pré-requisitos para a obtencdo do titulo de
Doutor.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maria José Soares Mendes Giannini
Co-orientadora; Prof.2 Dr.2 Ana Marisa Fusco Almeida
Orientador no exterior: Prof. Dr. Joshua Daniel Nosanchuk

Araraguara
2016



Ficha Catalografica
Elzborada Pelo Servigo Técnico de Biblioteca & Documentacdo
Faculdade de Ciéndas Farmacéuticas
UMESP — Campus de Araraquara

Costa Orlandi, Caroline Barcelos
CB37c

Caracterizac3o dos biofilmes de dermatdfitos & desenvolvimento de prototipos

anti-dermatofitos nas formas planctonica e biofilme / Carcline Barcelos Costa
Orlandi - Araraguara, 2016

233 f.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista. "Jilio de Mesquita Filha™,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de Pds Graduacdo em
Bicciéncias & Bistecnclogia aplicadas 3 Farmacia

Orientador: Maria José Soares Mendes Giannini

Orientador no exterior: Joshua Daniel Mosanchuk

Coorientador: Ana Marisa Fusco Almeida

1. Dermatsfitos. 2. Biofilmes. 2. Acido protocatecuico. 3. Nanoparticulas de
axido nitrico. 4. Efinaconazol. I. Giannini, Maria José Soares Mendes, orent. II,

Nasanchuk, Joshua Daniel, orent. III. Almeida, Ana Marisa Fusco, coorient. IV
Titulo.

CAPES: 40300005




CAROLINE BARCELOS COSTA ORLANDI

CARACTERIZACAO DOS BIOFILMES DE DERMATO,FITOS E
DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPOS ANTI-DERMATOFITOS NAS
FORMAS PLANCTONICA E BIOFILME

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em Biociéncias e Biotecnologia
Aplicadas a Farmacia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, como um dos
pré-requisitos para a obtencdo do titulo de
Doutor.

Aprovada em 26 / 02 / 2016

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini — Orientadora
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP)

Prof. Dr. Carlos Pelleschi Taborda
Universidade de S&o Paulo (USP)

Dr. Mauro Cintra Giudice
Universidade de S&o Paulo (USP)

Prof. Dr. Marlus Chorilli
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP)

Profa. Dra. Maria Aparecida de Resende Stoianoff
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)



Aos meus pais Maria e Marcio, merecedores de todas as minhas conquistas e ao meu marido
Cesar pelo amor, apoio e compreensao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela vida, pelas oportunidades, desafios, licdes,
aprendizados, vitdrias; por me ensinar a levantar nas derrotas, pela protecéo diaria e por sempre
me orientar para o0 melhor caminho.

A Prof.2 Dr.2 Maria José Soares Mendes Giannini por me aceitar como orientanda, por
me abrir as portas do seu laboratério, pela confianga e oportunidade de crescimento profissional
e pessoal, pelos conselhos sensatos, apoio, incentivo e ensinamentos. Levarei sempre comigo a
admiracdo e seu exemplo de mulher forte, profissionalismo, inteligéncia e ética. Evolui muito
nesses Ultimos quatro anos e se ndo fosse o seu apoio fundamental, nada desse trabalho seria
possivel.

A Prof.2 Dr.2 Ana Marisa Fusco Almeida pela co-orientacio, pelo apoio na realizagdo
dos projetos, pelas oportunidades concedidas, ajuda, incentivo e presenca indispensaveis na
realizacéo desse trabalho. Obrigada por tudo!

Ao0s meus pais Maria e Marcio por nunca terem poupado esforgos para a minha
educacéo, por serem exemplos de perseveranca, de luta, por me apoiarem em todas as escolhas
que fiz, por todo o incentivo ao longo desses anos, pelos bons conselhos e, principalmente, por
terem sido sempre 0s melhores pais que eu poderia ter. Tudo o que sou, tudo o que tenho e 0
que vier a ser devo a esses dois anjos que Deus me enviou em forma de pais. A minha mée por
sempre ser tdo exigente quando o quesito era estudar e por ter me ensinado desde menina a
fazer os projetos e a trabalhar com dedicacdo e amor, com honestidade e sem precisar passar
por cima de ninguém.

Ao meu marido, meu amor e melhor amigo Carlos Cesar, por toda a compreenséo
durante os finais de semana, feriados e meses de auséncia durante a realizacdo do doutorado e
de parte do doutorado nos Estados Unidos. O seu amor, carinho e apoio nesse periodo foram

fundamentais para a finalizacdo desse trabalho e pelas vitorias que foram conquistadas e 0s



sonhos que foram realizados com os resultados obtidos. Obrigada pelo seu respeito, incentivo
e companheirismo!

A minha irma Marilia pelo incentivo, torcida e ajuda em todos 0s momentos em que
precisei, sejam eles um ombro amigo ou uma correcdo de inglés. Que essa tese possa auxilia-la
em algum momento na sua profissao.

To Dr. Joshua Nosanchuk for welcoming me in his laboratory, making one of the biggest
dreams of my life come true. I am grateful for his valuable suggestions regarding the
development of this thesis and also for the opportunity of personal, professional and cultural
growth during my stay at Einstein and in New York. | will always bring with me his example
of humanity, professionalism and attention. Thanks for the support, the advice, the ideas, and
for always being so kind. Dr. Nosanchuk, you will always have my admiration and gratitude.

To Dr. Adam Friedman and Dr. Joel Friedman for the collaboration and opportunity of
working with nitric oxide nanoparticles.

To Dr. Luis R. Martinez for the advice, suggestions and collaboration with the confocal
microscopy and to Dr. Mahmoud Ghannoum for gently give away an ATCC strain in order to
complete part of this work.

To my lab colleagues in the US: Angelo Landriscina, Jamie Rosen, Breanne
Mordowski; Anjana Ray, Jorge Aguilar, Ludmila Baltazar and Gabrielle Vargas for all the good
moments, the hard moments and learnings. In particular to Angelo and Jamie for all the help
with the synthesis of nanoparticles; to Ludmila Baltazar for the clarifications regarding the
documentation and for introducing me to Einstein and the laboratory. To Gabriele Vargas for
assisting with the interpretation of the transmission microscopy results and the sincere
friendship and joy next to Ana Gradissimo, who both made the difficult moments somehow

lighter, fun and enjoyable. Thank you for everything!



To the students and staff of Dr. Arturo Casadevall’s laboratory: Johanna Rivera,
Antonio Nakouzi-Naranjo, Eric Jung, Carlos Deleon-Rodriguez and Julie Wolf for all the
assistance in the fluorescence microscope and for being so solicitous and kind during my time
in Einstein . To Dr. Arturo Casadevall for having providing his laboratory and his equipment.

To Rebecca Wilson and Khadija Ismail for sharing their apartment with me and for
being the best roommates. Thank you for everything!

A Prof2. Dr.2 Maria Aparecida de Resende Stoianoff por me despertar a paixao pela
Micologia bésica e classica através dos seus ensinamentos com tanta dedicacao e por sempre
ter confiado em mim e no meu trabalho. Se hoje sou uma Micologista e sei trabalhar com todos
os fungos e com sua identificacdo, agradeco aos seus ensinamentos, as oportunidades que me
deu e a confianca que depositou em mim. Agradeco também por ter cedido os isolados clinicos
de dermatofitos obtidos durante o meu trabalho de Mestrado para que esse trabalho de
Doutorado fosse possivel e também pelas sugestdes valiosas durante 0 meu exame de
qualificagéo.

Ao Prof. Dr. Jean Leandro dos Santos pelas sugestdes tdo pertinentes e ideias valiosas
para que este trabalho possa ser continuado.

Ao Prof. Dr. Luis Octéavio Regasini pela colaboracdo e sintese dos compostos derivados
do &cido protocatecuico.

Ao Prof. Rondinelli Herculano pela colaboracao e oportunidade de aprendizado.

Aos mestres que passaram pela minha vida, em especial a Prof.2 Norma Lucia dos
Santos Raymundo; a todos os professores e funcionarios do Departamento de Microbiologia da
UFMG e da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP. Obrigada pelos ensinamentos

béasicos e aplicados e pelas portas abertas.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela
bolsa concedida durante o doutorado no Brasil e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa de doutorado sanduiche no exterior.

A familia Barcelos/Franga/Costa pela torcida e pelo apoio. Especialmente as minhas tias
Vera, Ivone, lone e aos meus avos Andlia, Geraldo e Ambrosina, que sempre se preocuparam
e torceram pelo meu sucesso. A minha segunda familia Blini/Orlandi, a familia que escolhi, por
terem me acolhido tdo bem em Araraquara e em especial a minha sogra Ana, a qual considero
uma segunda mée, por todo o apoio e carinho.

Aos meus amigos e colegas do Laboratério de Micologia/ Nacleo de Protedmica da
UNESP: Liliana Scorzoni, Fernanda Sangalli, Haroldo Oliveira, Caroline Marcos, Patricia
Akemi, Julhiany Silva, Ana Carolina Silva, Suéllen Rossi, Rosangela Morais, Ménica
Yonashiro, Wanessa Martins, Regina Pires, Luciana Soares, Junya Singulani, Luana Oliveira,
Fernanda Campos, Kaila Alarcén, Jaqueline Derissi, Ana Cerrejon, Claudia Santos, Paulo
Cesar Gomes, Thais Bernardi, Tatiane Benaducci, Danielle Carvalheiro, Janaina Sardi,
Fernanda Gullo, Nayla Pitangui, Natalia Strohmayer, Warley Xavier, Priscila Lacerda e
Mariana Galeane. Obrigada pela convivéncia, pela ajuda, esclarecimentos, pelas oportunidades
de trabalho em conjunto, pelas trocas, aprendizados e licbes com 0s momentos bons e ruins.
Aprendi e cresci muito nesse tempo de UNESP e serei eternamente grata a cada um de voces.

Em especial, agradeco a Regina Pires, Janaina Sardi, Haroldo Oliveira, Patricia Akemi,
Junya Singulani, Claudia Santos, Liliana Scorzoni, Fernanda Gullo e Natalia Strohmayer pela
ajuda fundamental, seja ela técnica e/ou intelectual em alguns experimentos do doutorado. A
Ana Carolina Silva, Wanessa Martins, Luciana Soares, Liliana Scorzoni e Fernanda Campos
pela oportunidade de trabalho em conjunto e pela parceria nos artigos. A Rosangela Morais e
Jaqueline Derissi pela boa vontade e ajuda em todas as vezes em que precisei. A Janaina Sardi

pela ajuda e esclarecimentos nos primeiros experimentos com os biofilmes. Ao Haroldo



Oliveira e Patricia Akemi pela paciéncia, persisténcia e ajuda na identificacdo molecular. A
Junya Singulani por sua sinceridade, amizade, honestidade, apoio, disponibilidade; a Luana
Oliveira pela alegria mesmo diante das dificuldades e pela oportunidade de ensinar e a Regina
por compartilhar o seu conhecimento, experiéncia, pelo auxilio fundamental e incentivo na
conducéo final desse trabalho, pela amizade, animacao e bons conselhos. Obrigada por toda
alegria de cada um de vocés, pela boa vontade e pelas criticas construtivas. Muito obrigada ao
Lab. Micologia e, principalmente, aos amigos que fiz pela ajuda, sinceridade, pelas risadas,
pelo companheirismo, pelo trabalho e oportunidade de partilhar com alguns um pouco da
experiéncia e do que aprendi ao longo desses anos, além da oportunidade de aprender com cada
um em todos os momentos. Que Deus Ihes abencoe sempre por tudo e que cada um tenha seu
sucesso merecido.

Por fim, agradeco a Sociedade Americana de Microbiologia (American Society for
Microbiology — ASM) e a Sociedade Americana de Micologia Médica (Medical Mycology
Society of Americas - MMSA) pelo prémio Carlyn Halde Latin American Student Travel Award
e pela oportunidade de apresentar por duas vezes parte desse trabalho no exterior e discuti-lo

com alguns dos melhores profissionais do mundo.



“Try not to become a man of success, but rather try to become a man of value”
“Nao tente ser bem-sucedido sem antes ser um homem de valor”

(Albert Einstein)



RESUMO

Dermatofitos sdo fungos que apresentam a capacidade de invadir os tecidos queratinizados do
homem e dos animais, produzindo a dermatofitose. Biofilmes sdo comunidades estruturadas de
microrganismos que se agrupam de maneira organizada a uma superficie ou que se aderem uns
aos outros, dentro de uma matriz extracelular que eles mesmos produzem. Pela primeira vez,
neste trabalho, foi descrita a formacdo de biofilmes por isolados clinicos e cepas ATCC de
dermatofitos. Também se avaliou a sensibilidade das cepas frente aos antifungicos
convencionais e derivados sintéticos do &cido protocatecuico, determinando sua toxicidade e
eficiéncia, tanto nas formas planctdnicas como de biofilme. A identificacdo molecular dos
isolados clinicos mostrou concordéncia com a identificacdo convencional. Todas as cepas e
isolados foram capazes de formar biofilmes nos quatro meios testados. Trichophyton. rubrum
ATCC 28189, ATCC MYA-4438, T. rubrum 143 e Trichophyton. mentagrophytes 66
produziram mais biomassa e matriz extracelular que T. mentagrophytes ATCC 11481 (p<0.05).
RPMI 1640, BHI e DMEM estimularam maior producdo de biomassa e matriz extracelular que
0 meio de queratindcitos. Todas as espécies foram capazes de formar biofilmes maduros em 72
h e uma rede de hifas circundadas em varios pontos por uma matriz extracelular foi mostrada
por microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Na microscopia confocal, aparentemente os
meios RPMI e DMEM produziram biofilmes mais espessos e o0 meio BHI, biofilmes mais
densos e compactos. As melhores atividades anti-dermatéfitos foram expressas pelos
protocatecuatos de butila, pentila, hexila, nonila e decila, que exibiram baixa toxicidade para as
células HaCat, NHOK e HepG2 nas regifes da concentracédo inibitéria minima (CIM). Nonila
foi o composto com melhor indice de seletividade para as células HaCat e HepG2; para as
células NHOK os compostos mais seletivos foram hexila e nonila. Fluconazol, griseofulvina,
terbinafina e nonila inibiram o crescimento das células planctonicas para todas as cepas. No
entanto, os biofilmes pré-formados foram resistentes a todos os farmacos, com excecdo do
composto nonila. As células em formato biofilme foram mais resistentes aos antiflngicos que
as células plancténicas. A maioria dos biofilmes tratados teve reducdo da espessura quando
comparada ao ndo tratado. Nenhum biofilme tratado apresentou 100% de morte celular. Na
sequéncia deste estudo, foi verificado o potencial antifingico in vitro de nanoparticulas de
Oxido nitrico (NO-np) e de efinaconazol a 10% (Jublia®) contra as formas planctonicas e
biofilmes de T. rubrum (cepa MYA-4438 ATCC e um isolado clinico). As NO-np foram
capazes de inibir in vitro, o crescimento de T. rubrum. O efinaconazol foi o farmaco que melhor
inibiu o crescimento de T. rubrum, seguido pela terbinafina e o fluconazol. As combinacdes,
entre as NO-np, o efinaconazol e a terbinafina produziram interac@es sinérgicas. A combinacgéo
entre as NO-np e o efinaconazol teve um comportamento fungistatico na cepa ATCC de T.
rubrum. As NO-np ndo apresentaram toxicidade para as células HaCat. Todos os farmacos
testados foram capazes de inibir o crescimento das células planctnicas de T. rubrum; ja as NO-
np ndo foram capazes de inibir o crescimento e reduzir a atividade metabdlica. Os biofilmes
pré-formados foram resistentes a todos os farmacos testados, porém, o biofilme formado pelo
isolado clinico de T. rubrum foram sensiveis as NO-np na concentracdo de 40 mg/mL. Ja 0s
biofilmes da cepa ATCC foram resistentes a mesma concentracdo de nanoparticulas. A grande
maioria dos resultados da MEV dos biofilmes tratados foi concordante aos resultados mostrados
pelo ensaio de reducdo do XTT. Os tratamentos com o efinaconazol e as NO-np causaram
diminuicdo das espessuras dos biofilmes formados pelo isolado clinico e pela cepa ATCC.
Esses resultados representam um avanco para a pesquisa no campo dos dermatofitos e de
biofilmes e podem contribuir de maneira significativa para a pesquisa de novos farmacos para
0 tratamento dessas micoses.

Palavras-chave: Dermatdfitos; biofilmes; &acido protocatecuico; nanoparticulas de 6xido
nitrico; efinaconazol



ABSTRACT

Dermatophytes are fungi that have the ability to invade keratinized tissues of human and
animals, producing a condition called dermatophytosis. Biofilms are structured microbial
communities that are organized by adhering to a surface, as well as to each other via an
extracellular polymeric matrix. For the first time, in this work, the biofilm formation by ATCC
strains and clinical isolates of dermatophytes was described. Also, the susceptibilities of the
strains to conventional antifungal drugs and to the synthetic derivatives of protocatechuic acid
were evaluated, determining its toxicity and efficacy. The molecular identification corroborated
with the conventional one. All strains were able to form biofilms in the four media tested.
Trichophyton. rubrum ATCC 28189, Trichophyton. mentagrophytes 66, and T. rubrum 143
produced more biomass, polysaccharide structures and extracellular matrix than T.
mentagrophytes ATCC 11481 (p <0.05). RPMI 1640, BHI and DMEM stimulated increased
production of biomass and extracellular matrix when compared to the medium for
keratinocytes. All species were able to form mature biofilms in 72 hours. The SEM results
showed a coordinated network of hyphae in all directions, surrounded by an extracellular
matrix. In confocal microscopy, apparently RPMI and DMEM media produced thicker
biofilms, while the BHI produced denser and compact biofilms. The greatest anti-
dermatophytes activities were expressed by butyl, pentyl, hexyl, nonyl and decyl,
protocatechuates, which exhibit low toxicity to HaCat, HepG2 and NHOK cells in the regions
of minimal inhibitory concentrations (MIC). Nonyl was the compound with improved
selectivity index for HaCat and HepG2 cells; for NHOK cells, the most selective compounds
were nonyl and hexyl. Fluconazole, griseofulvin, terbinafine and nonyl inhibited the growth of
planktonic cells for all strains. However, the pre-formed biofilms were resistant to all antifungal
drugs tested except to the nonyl compound. The cells in biofilm form were more resistant to
antifungal drugs than planktonic cells. Most of treated biofilms had reduced thickness when
compared to the untreated biofilms. In the sequence of this study, the in vitro antifungal activity
of nitric oxide nanoparticles (NO-np) and efinaconazole 10% (Jublia®) was checked against
planktonic and biofilm forms of T. rubrum (strain ATCC MY A-4438 and one clinical isolate).
The NO-np was able to inhibit the in vitro's growth of T. rubrum. Efinaconazole was the best
drug able to inhibit the growth of T. rubrum, followed by terbinafine and fluconazole. The
combinations between NO-np, efinaconazole and terbinafine, produced synergistic interactions.
The combination between NO-np and efinaconazole was fungistatic against the ATCC strain
of T. rubrum. The NO-np showed no toxicity to HaCat cells. Both clinical isolate and the ATCC
strain ATCC MY A-4438 were able to form biofilms and 72 hours was the ideal time for biofilm
maturation. The biofilms formed by ATCC strain produced more biomass than the clinical
isolate. All the antifungal drugs tested were able to inhibit the growth of planktonic cells of T.
rubrum; the NO-np concentrations in which the reading on the spectrophotometer was possible,
were not able to inhibit growth and to reduce the metabolic activity. The pre-formed biofilms
were resistant to all tested drugs; however, the biofilms formed by the clinical isolate were
susceptible to NO-np in a concentration of 40 mg/ml. The biofilms formed by the ATCC strain
were resistant to the same concentration of nanoparticles. The vast majority of the SEM results
of the treated biofilms were consistent with the results shown by the XTT reduction assay.
Treatments with efinaconazole and NO-np reduced the thickness of the biofilms formed by the
clinical isolate and by ATCC MYA-4438 strain. These results represent an advance for the
research in biofilms field and can contribute significantly to the research of new drugs for the
treatment of dermatophytosis.

Keywords: Dermatophytes; biofilms; protocatechuic acid; nitric oxide nanoparticles;
efinaconazole.
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1. INTRODUCAO

1.1. REVISAO HISTORICA

Os dermatdfitos sdo um grupo de fungos intimamente relacionados, que possuem a
capacidade de invadir os tecidos queratinizados do homem e de outros animais, produzindo
infeccdo (Weitzman & Summerbell, 1995).

Historicamente a micologia médica, especialmente a relacionada a doenca humana, se
iniciou com a descoberta da etiologia fungica do favus e foi centrada em torno de trés médicos
europeus nos meados do seculo 19: Robert Remak, Johann L. Schoénlein e David Gruby
(Weitzman & Summerbell, 1995).

Embora os dermatéfitos tenham existido desde tempos pré-histéricos e infectado
animais durante milhGes de anos, estas infec¢des persistiram bem antes que a sua verdadeira
natureza fosse descoberta. A primeira referéncia a uma infec¢do dermatofitica foi atribuida a
Aulus Cornélio Celsus, um enciclopedista romano, que em seu "De Re Medicina" escrito em
torno de 30 dC, descreveu uma infeccdo com lesdes supurativas do couro cabeludo que,
posteriormente, veio a ser conhecida como o queérion de Celsus (Ajello, 1974).

Da Idade Média até esta época, as varias dermatofitoses foram descritas como tinea. O
termo foi utilizado pela primeira vez para tragas ou mariposas de roupas e, na realidade, o nome
genérico das diferentes espécies de tracas ou mariposas que destruiam a queratina era “Tinea”.
Uma vez que os buracos feitos por mariposas em vestuario de & eram circulares e as lesdes
dermatofiticas ocorrem em forma de anel em pele lisa, 0s nossos antepassados anglo-saxdes
denominaram o termo “em forma de anel” para essas infec¢fes, pelo menos até o século 16.
Este termo descreve a forma da lesdo, e relaciona-se com o termo romano “Tinea” (Ajello,

1974).
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Considerada uma época de descobertas, em 1837, Robert Remak, um médico polonés
que lecionava na Faculdade de Medicina da Universidade de Berlim, observou hifas nas crostas
da doencga conhecida como “favus”, porém nunca publicou suas observacfes, mas permitiu que
elas fossem citadas na tese de doutorado de Xavier Hube, em 1937 (Ajello, 1974). Remak
alegou ndo ter reconhecido as estruturas observadas como fungos e creditou o reconhecimento
a Schonlein, que descreveu a natureza micotica do favus em 1839. Remak entdo estabeleceu
que a natureza do favus era infecciosa e cultivou o microrganismo em fatias de maca,
denominando-o em seguida como Achorion schoenleinii em homenagem a Schénlein. Pela
primeira vez um microrganismo foi associado como causa de doenca humana (Ajello, 1974).
Em 1841, a descoberta de Remak foi confirmada por David Gruby, um meédico hingaro que
atuava em Paris, e que sucintamente e com cautela, passou a descrever varios tipos diferentes
de infecces dermatofiticas: tinea favosa, 0s parasitismos ectotrix e endotrix na tricofitose e a
microsporiose. Gruby também descobriu € nomeou 0 género Microsporum em 1843 e
descreveu o Microsporum audouinii com base no aparecimento do fungo em materiais clinicos.
O género Microsporum é um dos trés géneros de fungos imperfeitos nos quais 0s dermato6fitos
séo classificados atualmente (Ajello, 1974; Weitzman & Summerbell, 1995).

O segundo género, Trichophyton, foi descrito em 1845 por Per Hendrik Malmsten, um
investigador sueco e o terceiro e Gltimo género, Epidermophyton, foi estabelecido por Raymond
Sabouraud em 1910. No entanto, até que os varios dermatoéfitos fossem isolados e cultivados
em cultura pura, os géneros e especies desses fungos queratinofilicos ndo poderiam ser
caracterizados e definidos baseados nos principios e critérios taxondmicos (Ajello, 1974).

Culturas puras dos dermatofitos foram obtidas autonomamente pela primeira vez por
volta do ano 1886 por Grawitz, na Alemanha e por Ductaux, na Franga. Apesar desta conquista
e do uso rotineiro subsequente das culturas puras no estudo das suas caracteristicas macro e

microscopicas, a classificacdo dos dermatofitos permaneceu em um longo estado insatisfatorio.
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Muitos géneros e especies foram descritos baseados nas caracteristicas triviais e altamente
variaveis ou em fatores extrinsecos e irrelevantes, como reacdes clinicas do hospedeiro e das
espécies animais a partir das quais os dermatofitos foram isolados (Ajello, 1974).

Raymond Sabouraud, um dos mais conhecidos e influenciaveis micologistas médicos,
iniciou seus estudos cientificos com os dermatofitos em 1890. Entre as contribuicGes de
Sabouraud estdo os estudos de taxonomia, morfologia, métodos de cultivo e terapia para 0s
dermatofitos. Ele também classificou esses fungos em quatro géneros: Achorion,
Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, baseando-se nos aspectos clinicos da doenca e
das observacbes macro e micro morfolégicas. O meio de cultura desenvolvido por ele é
utilizado atualmente para o cultivo de varias espécies de fungos e foi nomeado em sua
homenagem como agar Sabouraud dextrose (Weitzman & Summerbell, 1995).

Em 1934, Chester Emmons modernizou o esquema de taxonomia de Sabouraud e
estabeleceu a atual classificacdo dos dermatdéfitos, baseada na morfologia dos esporos e 6rgaos
acessorios, eliminando o género Achorium e reconhecendo apenas trés géneros: Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton (Weitzman & Summerbell, 1995).

Até 0 ano 1935, 118 espécies de dermatdfitos foram descritas e classificadas em nove
géneros. A morfologia do esporo, caracteristicas fisioldgicas e reprodutivas ja substituiram os
critérios antigos e subjetivos de classificacdo e levaram ao que hoje pode ser considerado como

uma solida e mais objetiva classificagdo taxondmica dos dermatofitos (Ajello, 1974).
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Dermatofitoses

Os dermatdfitos sdo fungos filamentosos queratinofilicos que produzem uma
enfermidade denominada dermatofitose, ou mais comumente, “tinha” ou “tinea”. A
terminologia médica utilizada para infec¢fes por dermatdéfitos é determinada pela palavra tinha
seguida por uma palavra que descreva o local da infec¢do, como “tinea pedis”, referindo-se ao
local dos pes (Weitzman & Summerbell, 1995; Achterman & White, 2012).

Os fungos dermatofitos possuem trés géneros anamarficos: Trichophyton, Microsporum
e Epidermophyton e, apesar da distancia taxondmica, tém em comum algumas caracteristicas
microscopicas e a propriedade de colonizar, co-habitar e infectar estruturas queratinizadas como
a camada cornea da epiderme, pelos e unhas dos hospedeiros (Weitzman & Summerbell, 1995;
Moraes et al., 2001; Achterman & White, 2012; Baldo et al., 2012).

Esses fungos pertencem a um grupo de fungos taxonomicamente relacionados, com um
total aproximado de 40 espécies. Dependendo da fonte da queratina utilizada, eles podem ser
divididos em geofilicos (solo), zoofilicos (animais) e antropofilicos (humanos). Muitos podem
estar presentes na forma anamorfica (estado assexuado: géneros Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton) ou estado imperfeito e teleomorfico ou perfeito (reproducéo
sexuada: maioria das espécies geofilicas e zoofilicas de Microsporum e Trichophyton). A
maioria dos dermatéfitos pertence ao filo Ascomycota, classe Euascomycetes, ordem
Onygenales e familia Arthrodermataceae (Molina De Diego, 2011).

Os dermatdfitos geofilicos estdo associados principalmente a materiais queratinosos
como pelos, penas, cascos e chifres, como parte de seu processo de decomposi¢do. J& 0s
zoofilicos e antropofilicos sdo adaptados aos animais e aos humanos, sendo assim, sdo 0s
agentes mais frequentes de micoses superficiais. As espécies antropofilicas sdo responsaveis

pela maioria das infec¢Bes nos humanos, contudo, as espécies pertencentes aos trés grupos estéo
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associadas a doengas clinicas. As infec¢Bes causadas por espécies antropofilicas em humanos
tendem a ser cronicas, com pouca inflamacdo, enquanto que as infeccdes causadas pelos
dermatofitos geofilicos e zoofilicos estdo sempre associadas com inflamacéo aguda (Saenz,
2001; Aquino, Constante & Bakos, 2007; Macura et al., 2010; Achterman & White, 2012;

Baldo et al., 2012).

1.2.2. Patogenia e fatores de viruléncia

A infeccdo é geralmente cutlnea, restrita & camada cdrnea, devido a incapacidade do
fungo de penetrar em tecidos profundos ou érgdos de individuos imunocompetentes. Porém,
em individuos imunocomprometidos, existem inumeros relatos de infec¢des invasivas e
profundas (Novick, Tapia & Bottone, 1987; Grossman et al., 1995; Squeo et al., 1998; Nir-Paz
et al., 2003; Rodwell et al., 2008; Achterman & White, 2012).

A instalacdo de um processo patogénico em pele glabra inicia-se sempre pela inoculagao
de um artroconidio ou fragmento de hifa depositado sobre a pele, favorecido por uma lesdo
cuténea ou escoriacdo preexistente, mesmo que minima (Sidrim & Rocha, 2004). O fungo se
adere as células, mediado por adesinas que interagem com receptores do hospedeiro. A
penetracdo no estrato corneo inicia-se com o desenvolvimento de tubos germinativos a partir
dos artroconidios. Apos sete dias de incubacdo, as hifas comecam a formar artroconidios,
completando assim, o ciclo vegetativo de crescimento do fungo. O fungo secreta proteases que
degradam a queratina, auxiliando na invasédo (Baldo et al., 2012).

Os pelos séo atacados secundariamente a evolugdo de uma leséo na pele que apresenta
em sua superficie uma grande quantidade de foliculos pilosos. O dermatdfito remove a cuticula
e tem acesso aos pelos, e s para a sua progressdo quando ndo encontra mais queratina no colete

do bulbo pilar (Weitzman & Summerbell, 1995; Sidrim & Rocha, 2004). Por dltimo, tem-se 0
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comprometimento das unhas, que ocorre apos a penetracdo do dermatofito no estrato corneo
(Bristow, 2004).

Apesar de tudo, os mecanismos de patogenicidade desses fungos ainda ndo sdo bem
compreendidos. Existem varios estudos com foco nas proteases queratoliticas produzidas pelos
dermatofitos, porém ainda nédo se sabe como esses fungos regulam o uso dessas proteases para
obter nutrientes do estrato corneo invadido por eles e quais sdo o0s papéis adicionais dessas
proteinas na adesao e na imunomodulacao (Vermout et al., 2008).

Para o estabelecimento da infec¢édo, o contato do artroconidio ou fragmento de hifa com
a pele do hospedeiro é essencial. O fungo expressa adesinas carboidrato especificas na
superficie dos microconidios que reconhecem a manose e a galactose. Outras espécies, como
T. mentagrophytes, desenvolvem projecdes fibrilares longas e curtas que ancoram e conectam
0s artroconidios aos queratindcitos e a outros artroconidios (Martinez-Rossi, Peres & Rossi,
2008), além de proteases como as subtilisinas, dipeptidil peptidases e metaloproteinases, que
estdo diretamente envolvidas na adesdo aos queratindcitos e na invasdo ao estrato corneo. Essa
adesdo é tempo dependente e pode variar dependendo da espécie de dermatéfito (Vermout et
al., 2008; Baldo et al., 2012). As subtilisinas e fungalisinas sdo queratinases responsaveis pela
digestdo da queratina em oligopeptideos ou aminoacidos assimilaveis. Durante a degradacédo da
queratina, os dermatéfitos secretam sulfito (utilizando uma bomba de efluxo de sulfito,
codificada pelo gene SSU1). O sulfito € um agente redutor que cliva as pontes dissulfito da
queratina em cisteina e S-sulfocisteina, deixando as proteinas capazes de serem digeridas por
muitas endo e exoproteases secretadas pelos fungos. A expressdo elevada do gene SSU1 é
caracteristica dos dermatofitos e auxilia na degradacéo eficiente dos tecidos queratinizados
pelos dermatéfitos (Baldo et al., 2012).

A maior atividade queratolitica esta diretamente relacionada a producdo de infeccbes

mais sintomaticas e a ativacdo da resposta imune. A infeccdo dermatofitica induz a
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hipersensibilidade do tipo tardia (DTH), que é caracterizada pela acdo dos macréfagos como
células efetoras e também pela acédo de algumas citocinas, como interferon-y (INF- y) (Vermout
et al., 2008). O padrdo de secrecdo das proteases desempenha um papel importante nas
respostas imune e inflamatoria (Achterman & White, 2012). A intensidade da inflamacao
depende da profundidade da leséo na pele e 0 dano € dependente da maior ou menor secre¢do
de proteases (Vermout et al., 2008).

Um estudo conduzido por Youngchim e colaboradores (2011), relatou a producéo de
melanina por varias espécies de dermatofitos. Sabe-se que a melanina é considerada um fator
de viruléncia em vaérias espécies de fungos, uma vez que protege 0s microrganismos dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e do meio ambiente. Contudo, ainda ndo ha evidéncias
suficientes para sugerir que a melanina exerca um papel crucial na patogénese desses fungos

(Youngchim et al., 2011).

1.2.3. Epidemiologia

A prevaléncia dos dermatofitos € varidvel nas diversas regides do mundo e dentro de
um mesmo pais, devido a fatores como clima, condi¢bes socioecondmicas e higiénicas da
populacdo, urbanizagdo, sistema imunolégico do hospedeiro, caracteristicas fungicas e acoes
terapéuticas (Ngwogu & Otokunefor, 2007; Neji et al., 2009). As dermatofitoses possuem
elevada prevaléncia na América Latina e atingem tanto o homem quanto os animais domesticos
(Pinheiro, Moreira & Sidrim, 1997). T. rubrum € considerada a espécie mais prevalente
mundialmente e é o agente mais frequentemente isolado nas onicomicoses, tinea pedis, tinea
cruris e tinea corporis (Costa-Orlandi et al., 2012; Rivera, Losada & Nierman, 2012).

Embora os dermatofitos sejam prevalentes em todo o mundo, os sitios de infeccéo
variam dependendo da regido. Paises em desenvolvimento tendem a ter altas taxas de tinea

capitis, enquanto paises desenvolvidos tendem a apresentar altas taxas de tinea pedis e
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onicomicoses. Essas Ultimas tém sido associadas ao aumento da urbanizacdo, utilizacdo de
banheiros comunitarios, pratica de atividades esportivas, uso de sapatos fechados, entre outros
(Achterman & White, 2012; Costa-Orlandi et al., 2012).

Estudos epidemioldgicos no Brasil tém demonstrado a distribuicdo dos agentes
etioldgicos responsaveis pelas infecgdes fangicas superficiais e cutaneas em varias regioes
geograficas. A literatura contém dados coletados e analisados a partir dos estados de S&o Paulo
(Chinelli et al., 2003), Goias (Costa et al., 2002), Rio Grande do Sul (Aquino, Constante &
Bakos, 2007), Santa Catarina (Dos Santios et al., 1997), Minas Gerais (Marchi et al., 1983;
Costa-Orlandi et al., 2012), Distrito Federal (Campbell et al., 1984), Amazonas (Furtado et al.,
1987), Ceara (Brilhante et al., 2000), Para (Silveira-Gomes et al., 2013; Pires et al., 2014) e

Mato Grosso (Araujo et al., 2012).

1.2.4. Diagnostico

No diagndstico laboratorial das dermatofitoses € imprescindivel que a coleta do material
clinico, assim como a sua conservacgao e transporte, sejam realizados de forma adequada, ja que
influenciardo muito no resultado final do exame laboratorial. E importante que o paciente néo
esteja fazendo uso de medicamentos antifingicos, mas, caso isso ocorra, é necessario que haja
a suspensdo do uso do mesmo por pelo menos uma semana antes do inicio da coleta. A
quantidade de material deve ser suficiente para a realizacdo de pelo menos dois exames
laboratoriais e na coleta do material bioldgico, deve-se respeitar a questdo do crescimento radial
do fungo na leséo, evitando colher material em areas lesionadas mais antigas, como 0 centro
das lesBes na pele e a regido distal das unhas infectadas, pois o0 fungo geralmente se apresenta
em menor quantidade ou com pouca viabilidade nestes locais (Weitzman & Summerbell, 1995;

Robert & Pihet, 2008).
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O diagnostico da infeccdo dermatofitica deve ser feito antes do inicio da terapia
antifingica, devido ao longo tempo de tratamento que é requerido, além do seu alto custo e
risco de efeitos adversos. Além disso, € fundamental o conhecimento da origem, principalmente
antropofilica ou zoofilica da espécie de dermatofito, para que medidas profilaticas sejam
adotadas, como o tratamento de animais de estimacéo e dos proprios familiares (Robert & Pihet,

2008).

1.2.4.1. Método convencional

No método convencional, ap6s a coleta, condicionamento e transporte adequados, deve-
se realizar o exame micolégico direto e o cultivo em &gar Sabouraud dextrose e em &gar
Mycosel. A identificacdo € feita pela observacdo macro e micromorfolégica das colbnias
fangicas e pelo teste da urease, que diferencia T. rubrum e T. mentagrophytes (Weitzman &
Summerbell, 1995; Robert & Pihet, 2008). Apesar de ser um teste sensivel, rapido e de baixo
custo, o exame micolégico direto é limitado devido a possibilidade de ambiguidades na
interpretacdo, a necessidade de experiéncia técnica e de problemas na quantidade e qualidade
das amostras (Petinataud et al., 2014).

A metodologia cléssica indicada na literatura para a observacao da micromorfologia do
fungo é o microcultivo em lamina pela técnica de Ridell, que consiste na obtencdo do
crescimento de fungos filamentosos em meio pobre em nutrientes, favorecendo a esporulagao
e 0 aparecimento das estruturas de frutificacdo (Lacaz et al., 2002). O teste da urease é baseado
na capacidade das espécies produzirem a enzima urease, que hidrolisa a amonia e alcaliniza o
meio, fazendo com que a coloracdo do mesmo vire de amarelo para rosa escuro. (Martins et al.,

2006; Robert & Pihet, 2008).
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1.2.4.2. Método molecular

A identificacdo de espécies de dermatofitos pela metodologia classica tem sido menos
utilizada nos laboratorios por ser mais demorada e requerer um nivel significativo de
conhecimento e especializacdo tecnoldgica. Alem disso, deve-se considerar o fato de que as
espécies de dermatofitos apresentam muita semelhanca morfoldgica, além do polimorfismo e
variabilidade. Muitas técnicas moleculares foram desenvolvidas para a identificacdo desses
fungos, principalmente por produzirem resultados rapidos e serem mais simples e reprodutiveis
gue as técnicas convencionais (Kanbe, 2008).

Uma vez que o DNA é considerado extremamente resistente e pode persistir mesmo na
auséncia de hifas viaveis, as técnicas de amplificacdo do DNA, como as rea¢cdes em cadeia da
polimerase (PCR), podem ser uteis no auxilio da identificacdo convencional (Walberg et al.,
2006)

Muitos pesquisadores tém desenvolvido técnicas que permitem a identificacdo dos
dermatdfitos em nivel de espécie e, varias destas, permitem com que esses fungos sejam
diferenciados em nivel de cepas. Técnicas baseadas no DNA mitocondrial (ntDNA) e no DNA
ribossomal (rDNA), determinando as relagdes filogenéticas entre espécies desses fungos, entre
outras, tém sido descritas, porém, a técnica de RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)
tem sido utilizada frequentemente para a andlise filogenética e a identificacdo dos dermatdfitos
(Baeza & Mendes-Giannini, 2004; Baeza et al., 2006; Abdel-Rahman, 2008; Kanbe, 2008;
Santos et al., 2010).

Vérias abordagens sdo empregadas para investigar a variacdo genética de T. rubrume o
seu polimorfismo genético esta localizado na regido NTS ao invés da regido ITS. Baeza e
colaboradores (2004) estudaram o método de RAPD com dois iniciadores e, nesses estudos,
foram encontrados um total de 12 padrdes individuais com o primeiro iniciador e 11 com o

segundo. Além disso, sugeriram em 2006, que uma combinacéo de métodos de tipagem como
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RAPD e de elementos repetitivos (TRSs) devem ser usados para a diferenciacdo de T. rubrum
(Baeza et al., 2006). J& para o complexo T. mentagrophytes, marcadores genéticos para a
epidemiologia molecular deste grupo tém sido explorados, como a analise de restricdo com
endonucleases (RFLP), hibridizacdo com poli (dG-dT) e métodos de RAPD. Estudos mostram
que todas essas técnicas sdo Uteis para a distin¢do das duas espécies. Outros estudos relataram
que a regido NTS do rDNA foi til para tipagem de varias linhagens de dermatdéfitos. Além
disso, também relataram variacdes genéticas na regido NTS, tanto para T. mentagrophytes var.
mentagrophytes quanto para T. mentagrophytes var. interdigitale. Brilhante e colaboradores
(2006) analisaram as caracteristicas moleculares de M. canis isoladas de céo, gato e humanos
usando as técnicas de RAPD e PCR-RFLP, demonstrando que todos os isolados de M. canis
eram geneticamente idénticos, apesar das diferentes caracteristicas morfologicas (Kanbe,
2008).

A anélise do sequenciamento das regides variaveis do rDNA, especialmente as regides
ITS, definem as sequéncias de nucleotideos destas regiGes e demonstram as estruturas
especificas para cada espécie de dermatdfito. De acordo com estudos filogenéticos usando estes
dados, os dermatofitos pode ser considerados como um grupo homogéneo com divergéncias
evolutivas recentes, uma vez que todos os dados obtidos a partir de analises moleculares
mostram baixa diversidade genética entre as espécies que pertencem a um mesmo género

(Kanbe, 2008).

1.2.5. Tratamento

Para o tratamento das dermatofitoses existem poucos farmacos disponiveis e 0s novos
farmacos pertencem basicamente as familias dos azois e das anilaminas (Gupta & Cooper,
2008; Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008). Ambas as familias de farmacos possuem excelente

atividade contra os dermatofitos. Para lesbes em estagios iniciais, apenas o tratamento topico
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é indicado e os principais farmacos administrados séo o ciclopirox, amorolfina, clotrimazol,
miconazol, econazol, tioconazol, nafitina, terbinafina, cetoconazol e nistatina. A terapia topica
usualmente ndo € toxica, uma vez que a absorcao sistémica tende a ser minima. No tratamento
das onicomicoses, antifingicos topicos possuem baixa eficacia quando usados sozinhos ou com
antifangicos sistémicos mais antigos, como o cetoconazol, porém quando associados a
medicamentos sistémicos ainda utilizados, como a terbinafina, pode resultar em uma cura mais
rapida (Kaur, Kashyap & Bhalla, 2008). Nas lesdes extensas ou cronicas e nas onicomicoses e
tinea capitis, a utilizacdo de medicamentos orais associados a um medicamento topico, & mais
indicada. Os farmacos sistémicos mais utilizadas sdo: cetoconazol, fluconazol, itraconazol,
terbinafina e griseofulvina (Gupta & Cooper, 2008; Hay, 2009). No tratamento das
onicomicoses, griseofulvina e cetoconazol ndo sdo mais utilizados (Gupta, Paquet & Simpson,
2013).

A terbinafina (Fig.1) é um farmaco derivado da alilamina, desenvolvido para uso topico
e sistémico e que tem acdo na biossintese do ergosterol da membrana da célula fungica através
da inibicdo seletiva e especifica da enzima esqualeno epoxidase (Balfour & Faulds, 1992). Esse
farmaco demonstrou-se fungicida contra dermatofitos, Aspergillus spp., Scopulariopsis
brevicaulis, Blastomyces dermatitidis, H. capsulatum e C. parapsilosis. No entanto, apresentou

efeito fungistatico contra C. albicans (Balfour & Faulds, 1992).
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Figura 1. Estrutura quimica da terbinafina (Balfour & Faulds, 1992).*
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* Legenda formatada de acordo com as novas regras da ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas) de
2013.

O uso desses medicamentos deve ser feito com cautela e superviséo, devido ao aumento
da resisténcia dos fungos aos antifungicos, além do risco de interacbes com outros farmacos.
Além disso, muitos desses medicamentos sdo toxicos para as nossas células, uma vez que seus
alvos celulares sdo limitados pela sua semelhanca com a célula fungica (ambas eucarioticas)
(Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008). Os farmacos antifungicos podem causar toxicidade
hepatica, problemas raros de pele, como a sindrome de Stevens-Johnson e interagdo com outros
farmacos que sdo metabolizados pelo sistema do citocromo P-450. O uso da terbinafina ndo é
recomendado para pacientes com disfungdo prévia no figado. Além disso, 0 seu uso pode
exacerbar o lUpus cutédneo e sisttmico eritematoso. O itraconazol também pode causar
problemas hepaticos e seu uso é proibido em pacientes que tenham alguma disfuncdo nos
ventriculos do coracdo. A administracdo de fluconazol deve ser feita com cautela em pacientes
diabéticos do tipo 2, que fazem uso de hipoglicemiantes orais. Em pacientes que fazem uso de
ciclosporina concomitantemente ao do fluconazol, a creatinina sérica deve ser monitorada,
assim como o tempo de protrombina quando esse antifungico for administrado junto a

cumarinicos (Gupta & Cooper, 2008; Gupta, Paquet & Simpson, 2013). Durante o tratamento
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prolongado com a griseofulvina e o cetoconazol, as fungdes hepaticas, renais e hematopoiéticas
devem ser constantemente checadas (Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008).

Embora a terbinafina seja o padrdo ouro para o tratamento das dermatofitoses, novos
derivados azolicos sistémicos tém sido desenvolvidos (Gupta & Simpson, 2012). Alguns
farmacos topicos encontram-se em fase clinica, como o0 ME1111, o qual provou ser efetivo e
ter pouco potencial de inducdo de resisténcia pelos dermatéfitos (Ghannoum, Isham & Long,
2015). Outros como o luliconazol (Feng et al., 2014), efinaconazol (Tosti, 2013) e o tavaborol
(Zane et al., 2015), mostraram-se seguros e eficazes (Zeichner, 2015).

O efinaconazol (Fig.2) € um novo triazélico utilizado para o tratamento tdpico das
onicomicoses (lwata et al., 2014). Possui atividade potente contra os dermatéfitos quando
comparado a terbinafina e a amorolfina, além de apresentar melhor atividade contra Malassezia
spp, Candida spp. e outros fungos filamentosos que o itraconazol e até mesmo que o fluconazol,
dependendo da espécie (Lipner & Scher, 2015). A solucdo topica a 10%, denominada
comercialmente como Jublia®, foi desenvolvida pela Valeant Pharmaceuticals International e
recebeu sua primeira aprovacao global no Canada, em outubro de 2013. Em 2014, o seu uso foi
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos e também pelo érgéo
responsavel no Japdo. O mecanismo de acdo do efinaconazol é semelhante ao dos outros
azolicos, sendo assim, ele atua na inibicdo da sintese do ergosterol, inibindo a enzima 14a
demetilase, envolvida na conversdao do lanosterol para o ergosterol, resultando em outras

mudancas degenerativas secundarias nas células (Patel & Dhillon, 2013).
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Figura 2. Estrutura quimica do efinaconazol (Patel & Dhillon, 2013).
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Mesmo com todo o tratamento disponivel, a recidiva das infec¢des fungicas é um grande
problema, principalmente na tinea pedis e onicomicoses. Deve ser feito um acompanhamento
adequado junto ao médico, a fim de controlar e tratar fatores predisponentes a essas micoses
bem como a educacdo dos pacientes em relacdo a manutencdo de uma boa higiene (Gupta &

Cooper, 2008; Kaur, Kashyap & Bhalla, 2008; Costa-Orlandi et al., 2012).

1.2.6. Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades sésseis estruturadas de microrganismos que se agrupam de
maneira organizada em uma superficie ou que se aderem uns aos outros, dentro de uma matriz
extracelular polimérica que eles mesmos produzem (Ramage et al., 2009). A formacdo do
biofilme da muitas vantagens aos microrganismos, entre elas, a protecdo contra 0 meio
ambiente; a comunica¢do microbiana; o aumento da viruléncia; a promocdo da cooperacao
metabolica e o surgimento de uma comunidade baseada na regulacdo da expressdo génica
(Percival et al., 2012).

Nos ultimos anos, houve um aumento da valorizagdo do papel que o biofilme
desempenha na medicina humana, primeiro porque 0s microrganismos que crescem dentro de
um biofilme apresentam caracteristicas fenotipicas totalmente diferentes das que quando esse

mesmo microrganismo se apresenta na forma planctonica. Além disso, 0s microrganismos em
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comunidade também possuem resisténcia aumentada aos agentes antimicrobianos e maior
protecao contra as defesas do hospedeiro (Ramage et al., 2009).

Assim como as bacteérias, os fungos também sédo capazes de formar biofilmes, o que tém
aumentado sua significancia clinica e também causado problemas econémicos, uma vez que
sd0 organismos eucariotos e, portanto, mais complexos que as bactérias. Além disso, a maioria
das doencas causadas pelos fungos € negligenciada, dificultando o diagndstico e o tratamento,
acarretando altas taxas de mortalidade. Espécies de Candida (Pires, Santos, et al., 2011;
Martins et al., 2012; Sardi et al., 2013), Cryptococcus (Martinez & Casadevall, 2006; Ajesh &
Sreejith, 2012), Malassezia (Figueredo et al., 2012), Trichosporon (Colombo, Padovan &
Chaves, 2011), Saccharomyces (Bojsen, Andersen & Regenberg, 2012), Aspergillus
(Muszkieta et al., 2013), Histoplasma (Pitangui et al., 2012), Fusarium (Machado Vila, Sousa
Quintanilha & Rozental, 2015), Paracoccidioides brasiliensis (Sardi et al., 2015) entre outras,
tém sido descritas como capazes de formar biofilmes.

Os fungos sdo especialmente adaptados para crescer em superficies e sdo excelentes
candidatos para a formacdao de biofilmes, porém esse aspecto ainda € pouco entendido quando
comparado aos estudos com biofilmes bacterianos. Existem muitos modelos, critérios e
fendtipos bem definidos quando se trata dos biofilmes formados por leveduras (Harding et al.,
2009). Além disso, os biofilmes formados por leveduras sdo facilmente mais comparaveis aos
biofilmes formados pelas bactérias do que aos biofilmes formados pelos fungos filamentosos.
Embora muitas espécies de leveduras sejam dimorficas e possam se converter para a fase
filamentosa, € esperado que os biofilmes de fungos filamentosos tenham caracteristicas
morfologicas distintas tanto dos biofilmes formados por leveduras, quanto dos biofilmes
formados por bactérias (Harding et al., 2009).

Embora sejam poucos os relatos na literatura sobre e a utilizagdo da palavra “biofilme”

quando se trata dos fungos filamentosos, muitas séo as evidéncias indicativas de formacéao de



45

biofilmes por esses fungos nas areas médica, ambiental e industrial. Atualmente sabe-se que
esses fungos sdo capazes de formar biofilmes e que esses sao diferentes tanto dos biofilmes
formados por leveduras, quanto dos biofilmes formados por bactérias. Harding e colaboradores
(2009), propuseram alguns critérios para a evidéncia de formacao de biofilmes pelos fungos
filamentosos, como o crescimento em forma de agregados complexos, em camadas, diferente
do crescimento em monocamada; crescimento associado a uma superficie (apds a adesdo);
células embebidas em uma matriz extracelular produzida pelo proprio fungo; aumento da
tolerancia a compostos antimicrobianos ou biocidas; presenca de mudancas fisioldgicas e
mudancas na secre¢do de enzimas ou metabolitos.

Os mesmos autores propuseram um modelo para os biofilmes de fungos filamentosos,
que inclui seis estagios (Fig. 3):
1 — Adsorcdo, associacao ou adesdo inicial de células ou conidios a uma superficie (interacao
fisico-quimica dos propagulos, fragmentos de hifas, esporos, entre outros com a superficie);
2 — Adesao (através da presenca de apéndices e exopolissacarideos (adesinas) que promovem a
adesdo e a agregacdo de células);
3 — Formacdo de microcolonia | (multiplicacdo celular, agregacdo de célula com célula, o
recrutamento de células que estejam flutuando no meio, producdo aumentada de
exopolissacarideos que permitem que o biofilme cresca fortemente aderido ao substrato);
4 — Formacdo de microcolonia 2 (formacdo de redes de hifas compactas, em camadas,
embebidas por matriz extracelular polimérica e a formacao de canais de agua);
5— Maturagéo ou desenvolvimento reprodutivo (Méaxima cobertura da superficie pelas col6nias,
méaxima espessura e, dependendo da espécie fungica, desenvolvimento de corpos de
frutificacéo);
6 — Disperséo dos esporos, microconidios ou dos fragmentos de hifas (as células planctonicas

sdo lancadas do biofilme para completar um novo ciclo).
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Figura 3. Modelo de formacéo de biofilmes em fungos filamentosos. (i) adsorc¢éo, (ii) adesao,
(iii) formacdo de microcolonia 1, (iv) formacdo de microcolonia 2, (v) desenvolvimento do
biofilme maduro, (vi) dispersdo (Harding et al, 2009).

0] > (ii) > (iii) > (iv) > (v) > (vi)

Os biofilmes possuem estruturas dificeis de erradicar e tratar com o arsenal atual
disponivel de agentes antifingicos. Além disso, ndo existem protocolos definidos para a gestdo
clinica desses biofilmes e ndo ha treinamento para o diagndstico e a identificacdo de uma
infecgdo fangica em formato de biofilme. Evidéncias clinicas podem mostrar claramente um
papel significativo para as infecgdes por biofilmes fungicos, nos quais a remocao do dispositivo
infectado e ou a intervencdo cirlrgica podem ser as Unicas opc¢des para uma gestdo eficaz da
infeccdo. As equinocandinas e as formulagdes lipossomais de anfotericina B sdo atualmente as
terapias anti-biofilme mais eficazes contra os biofilmes fungicos. O azélicos, no entanto,
geralmente ndo sdo capazes de destruir essas comunidades (Ramage, Robertson e Williams,

2014).

1.2.7. Acido protocatecuico

O écido protocatecuico (acido 3,4- dihidroxibenzdico) é um composto fendlico,
derivado do acido benzobico, produzido pelo metabolismo secundério de plantas. Os acidos
fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e

um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na estrutura. Pode ser encontrado em quase
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todos os materiais vegetais, incluindo alimentos, frutas e nozes. Juntamente com 0s seus
derivados naturais e sintéticos, tem sido associado a um amplo espectro de ac¢Ges biologicas e
¢ conhecido por ter funcBes antioxidantes, pro-apoptéticas, anti-inflamatorias, funcdes
antimelanogeénicas, anticarcinogénicas, entre outras (Soares et al., 2014).

No entanto, o principal interesse do acido protocatecuico e seus derivados € por suas
propriedades antimicrobianas. Tem sido reportado que o &cido protocatecuico possui atividade
contra Campylobacter spp. e Helicobacter pylori susceptiveis e resistentes aos antibioticos,
além de apresentar uma atividade fungicida contra Saccharomyces cerevisiae. Além disso,
nosso grupo tem estudado a atividade do é&cido protocatecuico e de seus derivados
semissintéticos contra varias espécies de fungos. Soares e colaboradores (2014) comprovaram
a atividade anti-dermatofitica in vitro de seis protocatecuatos contra linhagens de T. rubrum e
T. mentagrophytes e demonstraram que o emprego dessas substancias pode ser promissor para

o0 desenvolvimento de novos protétipos antiflngicos.

1.2.8. Nanoparticulas de éxido nitrico (NO-np)

O O6xido nitrico (NO) é uma molécula enddgena, diatdmica, simples, com funcdes
fisioldgicas importantes, principalmente com relacdo as defesas durante a infeccdo (Friedman
et al., 2008; Schairer et al., 2012). Cada isoforma (eNOS — o6xido nitrico sintase endotelial,
nNOS- éxido nitrico sintase neuronal e INOS — Oxido nitrico sintase induzida) difere
consideravelmente em relagdo a regulacdo, amplitude e duragdo da produgdo de NO, assim
como na sua distribuicdo celular e tecidual (Schairer et al., 2012). Na pele, as isoformas de NO
sdo sintetizadas e liberadas por diversos tipos celulares, como melanécitos, adipdcitos, células
endoteliais, macréfagos, neutrofilos, fibroblastos e queratindcitos. A reatividade do NO ¢é
diversificada e extensa, devido em grande parte a sua composi¢cdo eletrdnica que permite

interacdes variadas e reagdes com numerosos reagentes biomoleculares (Friedman et al., 2008).
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O NO é um gas instdvel em ambiente com oxigénio, portanto, reage com o oxigénio e/ou
radicais superdxido, resultando em espécies reativas de o0xido de nitrogénio (RNOS) e em
intermediarios de oxigénio (ROS) que causam danos oxidativos e nitrosativos através da
alteracdo do DNA, inibicéo de enzimas e inducéo da peroxidacéo lipidica, que sdo responsaveis
pela maioria das propriedades antimicrobianas do oxido nitrico (Schairer et al., 2012). Por
serem lipofilicas, as moléculas de NO atravessam facilmente as barreiras fisiologicas e,
consequentemente, atingem a maioria das células-alvo com certa facilidade. O NO pode se
difundir ao longo de um gradiente de concentracdo, o que lhe permite um movimento rapido a
partir de uma célula para outra, independente de receptores e de canais. Além disso, ele possui
alta reatividade e meia-vida curta e é rapidamente eliminado por moléculas onipresentes, como
a mioglobina e hemoglobina, sendo assim, o seu local de acdo deve ser muito proximo ao local
onde ele é gerado (Friedman et al., 2008).

Dependendo da sua concentracdo, o 6xido nitrico exerce efeito antimicrobiano de duas
maneiras: em concentracdes baixas, 0 NO age como molécula sinalizadora que promove o
crescimento e a atividade de células do sistema imune e, em concentra¢des altas (acima de
1uM), as moléculas de NO se ligam covalentemente ao DNA, proteinas e lipidios, inibindo ou
matando os patégenos alvos (Schairer et al., 2012).

Sistemas de entrega de NO exdgeno utilizam as propriedades imunorreguladoras e
antimicrobianas do 6xido nitrico para tratar doengas infecciosas. Varios sistemas de liberacao
de Oxido nitrico tém sido desenvolvidos na tentativa de proporcionar a entrega de 0xido nitrico
de uma forma segura, eficaz e conveniente (Schairer et al., 2012). Friedman e colaboradores
(2008) desenvolveram uma plataforma de liberagdo de oxido nitrico estavel e de baixo custo,
utilizando nanotecnologia baseada em um hidrogel de silano. Além disso, essa plataforma é
beneficiada a partir da presenca de quitosana, que também possui atividade antimicrobiana. A

quitosana € um polimero derivado do exoesqueleto de crustaceos que se liga e rompe a parede
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celular e membrana de microrganismos devido a sua carga catidnica em ambientes fracamente
acidos (Schairer et al., 2012). A base fundamental destas nanoparticulas envolve moléculas de
nitrito (NO3") envolvidas dentro de uma matriz estrutural, cuja composi¢do consiste de
tetrametil ortossilicato, polietilenoglicol, quitosana e uma rede de vidro de actcar. Como parte
da sintese de nanoparticulas, o0 NOz™ é termicamente reduzido para facilitar a producdo da
intraparticula de NO (Sanchez, Nosanchuk & Friedman, 2012). Posteriormente, durante o
processo de liofilizacdo, o sol-gel é convertido a um po fino, que convenientemente apresenta
uma vida util longa. Quando introduzidas em ambiente aquoso, as nanoparticulas se inturmesce,
formando poros que permitem a liberacéo sustentada do NO em diferentes periodos de tempo.

Os estudos de caracterizagdo dessas nanoparticulas evidenciaram populacbes
homogéneas medindo aproximadamente 10 nm por particula e cerca de 130 nm por agregado
(Fig. 4), sendo assim, essas particulas em nano escala podem atingir o alvo contra os agentes
infecciosos, que sdo guardados por uma variedade de barreiras fisioldgicas. Para validacdo do
seu potencial terapéutico, estudos citotoxicos foram realizados in vitro e in vivo. Cultura de
fibroblastos submetidos ao tratamento por nanoparticulas de Oxido nitrico (NO-np)
demonstraram pouca ou nenhuma toxicidade; quando as NO-np foram introduzidas em modelos
de ratos e hamsters topicamente e por via intravenosa, nenhuma citotoxicidade foi revelada
(Friedman et al., 2008; Sanchez, Nosanchuk e Friedman, 2012). Observando seu custo
relativamente baixo, facilidade de sintese e durabilidade, esta plataforma em nano escala

fornece um veiculo promissor para a entrega antimicrobiana.
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Figura 4. Microscopia eletronica de transmissdao (MET) das nanoparticulas de 6xido nitrico
(NO-np) (Friedman, et al., 2008).

A atividade antimicrobiana dessas nanoparticulas de 6xido nitrico tem sido relatada com
sucesso na literatura, apresentando atividade bacteriostatica ou bactericida contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Martinez et al., 2009), Acinetobacter
baumannii (Mihu et al, 2010), Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
e Klebsiella pneumoniae (Friedman et al, 2011). Além das bactérias, essas nanoparticulas foram
também eficazes contra espécies de fungos como Candida albicans (Macherla et al, 2012) e
Trichophyton mentagrophytes (dados ndo publicados) (Schairer et al., 2012).

E importante também ressaltar o papel do NO na cicatrizacdo de feridas, funcionando
como mediador na maturacdo dos queratindcitos, angiogénese e na deposicdo do colageno.
Baseado nessa funcdo, as nanoparticulas também foram testadas in vivo em feridas causadas
por microrganismos e foi demonstrada uma diminuicdo no infiltrado de neutrofilos e da carga
bacteriana, resultando em cura rapida (Martinez et al., 2009; Sanchez, Nosanchuk e Friedman,
2012).

Os fungos sdo organismos eucariotos e as suas células sdo muito semelhantes a célula

animal. As excecOes sdo a presenca de parede celular e do ergosterol em lugar do colesterol
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como lipidio de membrana, o que faz com que ambos sejam os principais alvos dos farmacos
antifingicos. O aumento da resisténcia aos antimicrobianos, em conjunto com o numero restrito
de antifangicos disponiveis comercialmente e que ainda apresentam muitos efeitos adversos,
sdo a causa do aumento da morbidade e mortalidade pelas infeccdes fungicas (Martins et al.,
2009), portanto, ha a necessidade do desenvolvimento de antifingicos novos e mais eficazes.

No caso das bactérias, apesar das muitas estratégias de desenvolvimento de
antimicrobianos eficazes contra bactérias planctdnicas, a maioria raramente é testada ou eficaz
contra os biofilmes formados por elas (Hetrick et al., 2009) e pode-se dizer que 0 mesmo
acontece com os fungos. Em relacdo a estes, a formacéo de biofilmes é cada vez mais evidente
em diversas espécies, o que clinicamente é muito importante, pois essa formacao é refrataria ao
tratamento antifungico, representando um grande problema, pois a dose necessaria para
erradicar o biofilme pode exceder as mais altas concentracdes terapéuticas recomentadas aos
antimicrobianos (Ramage et al., 2012). Logo, novas abordagens para o tratamento de biofilmes
sdo uma necessidade urgente.

A habilidade dos dermat6fitos na formacdo dos biofilmes ainda néo foi descrita, porém
acredita-se que ela esteja relacionada com a resisténcia desses fungos a terapia antifingica
(Vlassova et al., 2011). Sendo assim, esse trabalho objetiva verificar a capacidade dos
dermatdfitos de formacdo de biofilmes e desenvolver protétipos com atividade contra as células
planctonicas e em formato biofilme desses fungos.

Para melhor compreensao, o presente trabalho foi dividido em duas partes: a primeira
relacionada ao doutorado no Brasil, sob a orientagcdo da Prof.2 Dra. Maria José Soares Mendes
Giannini e co-orientagdo da Prof. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida e a segunda, referente ao
doutorado sanduiche realizado na Albert Einstein College of Medicine da Yeshiva University

sob a orientacdo do Prof. Dr. Joshua Daniel Nosanchuk.
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Parte I: Caracterizacao dos biofilmes de dermatofitos e desenvolvimento de prototipos anti-
dermatdfitos nas formas planctdnica e biofilme a partir de derivados sintéticos do acido

protocatecuico.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a formagao de biofilmes por dermatofitos, avaliar a sensibilidade das cepas

ATCC e isolados clinicos desses fungos frente aos antifungicos fluconazol, griseofulvina,

terbinafina, itraconazol, nistatina, miconazol e derivados sintéticos do acido protocatecuico e

desenvolver prototipos anti-dermatofitos nas formas plancténica e biofilme a partir do derivado

do &cido protocatecuico com melhor indice de seletividade, determinando sua toxicidade e

eficiéncia in vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Confirmar a identificacdo morfofisiol6gica dos isolados clinicos de dermatofitos através
do sequenciamento da regido ITS (Internal Trancribed Spacer);

Verificar e caracterizar a formacdo de biofilme in vitro pelas diversas espécies de
dermatdfitos;

Avaliar a sensibilidade dos derivados sintéticos do acido protocatecuico e dos farmacos
de referéncia mais utilizados na clinica (miconazol, nistatina, itraconazol, fluconazol,
terbinafina e griseofulvina) contra os isolados clinicos e cepas ATCC de dermatdfitos;
Verificar a citotoxicidade dos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
HaCat (queratindcitos de pele humana), NHOK (queratindcitos normais de mucosa oral
humana) e HepG2 (células de hepatoma humano);

Avaliar a sensibilidade in vitro dos farmacos convencionais e dos derivados do acido
protocatecuico contra células planctonicas e biofilmes pré-formados de dermatofitos;
Avaliar a interacdo da combinacédo entre o composto derivado do acido protocatecuico

e o farmaco com melhor atividade anti-biofilme nas células de dermatéfitos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizadas cepas de referéncia de T. rubrum, T.
mentagrophytes, M. gypseum e M. canis (T. rubrum ATCC 28189, T. mentagrophytes ATCC
11481, M. gypseum ATCC 14683 e M. canis ATCC 32903), pertencentes a cole¢do do
Laboratorio de Micologia Clinica do Departamento de Andlises Clinicas, da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESP e isolados clinicos de pacientes do Ambulatério de
Dermatologia da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte, MG (T. rubrum 13, T. rubrum
34, T. rubrum 65, T. rubrum 69, T. rubrum 70, T. rubrum 143, T. mentagrophytes 66 e M.
gypseum 180, pertencentes ao Laboratério de Micologia, do Departamento de Microbiologia,
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (COEP/UFMG/ETIC Proc. No. 0476.0.203.000-

09 e CEP/Santa Casa Proc. No. 094/2009).

3.2. CULTIVO DOS DERMATOFITOS

Todas as cepas e isolados clinicos foram cultivados em agar Sabouraud dextrose (Difco,
BD biosciences) acrescido de cloranfenicol a 0,1% e/ou em &gar Mycosel (Difco, BD

biosciences) e incubadas a temperatura de 28°C por até 15 dias (Costa-Orlandi et al., 2012).

3.3. IDENTIFICACAO MOLECULAR

A maioria dos isolados utilizados nesse trabalho foi identificada pela observacao das
caracteristicas macro e micro morfoldgicas e pela utilizagdo de testes bioquimicos, como a
prova da urease. No entanto, nos Ultimos anos, as caracteristicas genotipicas provaram ser mais
eficazes e precisas na identificacdo dos dermatdfitos do que as caracteristicas fenotipicas, além
do fato de muitas linhagens perderem sua atividade sexual com o tempo e ndo desenvolverem

as estruturas de frutificacdo, fundamentais na identificagdo microscopica (Santos et al., 2010).
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Sendo assim, faz-se necessaria a confirmacdo da espécie pelo método molecular. Para a

identificacdo molecular foi utilizado o sequenciamento da regido ITS.

3.3.1. Extracdo e purificagdo do DNA

Para a extracdo do DNA, as cepas foram cultivadas em caldo Sabouraud dextrose
(Difco, BD biosciences) suplementado com cloranfenicol a 0,05% e incubadas com agitacao
(100 RPM) a temperatura de 28°C por até 10 dias. Os micelios foram retirados com a ajuda de
uma alca estéril descartavel e colocados em um gral de porcelana estéril contendo nitrogénio
liquido e macerados com um pistilo. Aproximadamente 500 puL de cada micélio pulverizado
com nitrogénio foram transferidos para um tubo de Eppendorf contendo 500 pL de tampao de
lise (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA,; 1% de dodecil sulfato de sédio- SDS) e 100 pug/mL de
proteinase K. Os microtubos foram agitados e incubados a 37°C por 1 hora. Em seguida, 200
puL de NaCl 5M foram adicionados e a mistura foi novamente incubada por 10 minutos, a
temperatura de 65°C. Cem microlitros de brometo de cetiltrimetilamodnio (CTAB) a 10% foram
adicionados, com incubacéo a 65°C, por 20 minutos. A solucéo foi entdo tratada com 7,5 pL de
solucdo de RNAse A na concentracdo final de 50 pg/mL, incubada a 37°C por 1 hora,
finalmente extraida com um volume igual de solucdo de fenol cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1) e centrifugada a 12.000 rpm, a 4°C, por 15 minutos. Esse procedimento foi repetido
por no minimo trés vezes, dependendo da quantidade de pigmento do isolado. O DNA foi
precipitado com a adi¢cdo 1/10 de volume de acetato de s6dio 3M (NaOAc) e 2 volumes de
etanol absoluto, com incubacdo a -20°C por 3 horas e ressuspendido com 50 pL de tampdo de
extragdo (40 mM Tris/HCI, pH=8; 2 mM EDTA). Por fim, o DNA foi dosado e teve sua pureza
avaliada em espectrofotdbmetro NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare
Lifescience). Além disso, as amostras foram visualizadas em gel de agarose 0,8% (Baeza e

Giannini, 2004; Baeza et al., 2006).
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3.3.2. Amplificacdo da regido ITS pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacdes de amplificacdo da regido ITS foram realizadas utilizando-se 10 pmol de
cada primer ITS1 (5-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"); 2,5 pL de MgCl2 (25 mM); 0,5 pL de um mix de dNTP’s
(5 mM); 5 pL de tampéo da Taqg 10 X; 1U unidade de Tag DNA Polimerase e 20 ng de DNA
em uma reacao de volume total de 50 uL. As reacGes foram realizadas em termociclador Veriti
96-Well Thermal Cycler (Life Technologies), sequindo o seguinte programa: 95°C por 5
minutos, seguidos de 45 ciclos de 95°C por 30 segundos; 56°C por 15 segundos e 72°C por 65
segundos. Apds os ciclos, as amostras foram incubadas por 5 minutos a 72°C, seguido de
resfriamento a 4°C. A reacdo foi entdo verificada em gel de agarose 1% em tampéao TAE (Tris-
Acetato-EDTA) 1X e, em seguida, as amostras foram coradas com GelRed™ Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium), sendo as bandas visualizadas com o auxilio de luz UV. Apos a verificacdo da
amplificacdo, os produtos das PCRs foram purificados utilizando o kit de purificagdo QlAquick
PCR Purification Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos a purificacdo,
os produtos de PCR foram dosados e tiveram a pureza avaliada utilizando-se o aparelho

NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Lifescience).

3.3.3. Sequenciamento e analise dos produtos da PCR

O sequenciamento dos produtos de PCR foi feito de acordo com Sanger, Nicklen &
Coulson (1977), com modificagcdes, como a utilizacdo de dideoxinucleotideos fluorescentes e
o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), utilizando
sequenciador automatico modelo ABI Prism 3130 (Applied Biosystems). Em resumo, as rea¢des
de sequenciamentos foram realizadas separadamente para cada iniciador, com a adi¢do de 1 pL
de iniciador (5 uM); 2 pL de tampé&o de sequenciamento 2X; 40 ng de produto de PCR e 2 pL

de BigDye® (mix com a enzima para amplificar e os nucleotideos com a fluorescéncia). As
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reacOes foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Life Technologies),
seguindo o seguinte programa: 96°C por um 1 minuto; seguido por 25 ciclos de 96°C por 10
segundos; 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apos a reacdo, os produtos foram
purificados utilizando o kit BigDye X Terminator® Purification Kit (Applied Biosystems), que
contém uma resina que purifica o DNA e retém as impurezas, como sais e nucleotideos que nédo
foram incorporados. Em seguida, os produtos incorporados a resina foram vortexados por 30
minutos e os sobrenadantes foram aplicados em placas especificas para o sequenciador ABI
Prism 3130. As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando os programas Basic Local
Alignment Search Tool (BLASTn) (Altschul et al., 1990), disponivel no site

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

3.4. OBTENCAO DOS FARMACOS ANTIFUNGICOS E DOS COMPOSTOS DERIVADOS

DO ACIDO PROTOCATECUICO

Os farmacos antifangicos fluconazol, griseofulvina, terbinafina, itraconazol, nistatina e
miconazol foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich) e os compostos sintéticos
derivados do acido protocatecuico foram cedidos pelos grupos de pesquisa da Prof.2 Dra. Dulce
Helena Siqueira Silva, do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara e do Prof. Dr. Luis
Octavio Regasini, do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP-S&o José do
Rio Preto. Inicialmente o acido protocatecuico foi isolado da planta Cupania oblongifolia,
conhecida popularmente como pau-magro, por meio dos projetos Biota e Bioprospecta —
FAPESP. Esse composto sofreu modificagdes em sua estrutura com a adicdo de cadeias

carbdnicas atraves de reacOes de esterificacdo, como descrito por Soares e colaboradores (2014)

(Fig. 5).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Figura 5. Estrutura molecular do &cido protocatecuico e seus ésteres (Soares, 2011).
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Nesse trabalho, foram utilizados todos os compostos descritos na Fig. 5, com excecao
dos protocatecuatos de heptila e octila, que ndo puderam ser produzidos até a realizacdo dos

testes.

3.5. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DE DERMATOFITOS AOS ANTIFUNGICOS E

COMPOSTOS SINTETICOS PELA TECNICA DE MICRODILUICAO

3.5.1. Diluicao dos farmacos

Para todos os farmacos, foram preparadas solugdes-estoque considerando sua pureza,
através de célculos preconizados no documento M38-A2, proposto pelo CLSI (2008a). Em
seguida, as solugbes-trabalho foram preparadas através da diluicdo das solucbes-estoque em
meio RPMI-1640 com glutamina, sem bicarbonato e com vermelho de fenol como indicador de
pH (Gibco®) e tamponado com MOPS - [acido 3-(N-morfolina) propanossulfénico] (Sigma-
Aldrich), pH=7, nas propor¢fes de 1:100 (farmacos diluidos em DMSO - griseofulvina,
terbinafina, itraconazol, nistatina e miconazol) ou 1:10 (farmacos diluidos em solventes

aquosos - fluconazol) e colocadas nas placas de 96 pocos. Para o teste de sensibilidade dos
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fungos dermatofitos, os farmacos foram testados nos seguintes intervalos de concentracdo: 64
a 0,125 mg/L para griseofulvina e fluconazol; 16 a 0,0313 mg/L para nistatina e miconazol e

0,5a 0,001 mg/L para terbinafina e itraconazol.

3.5.2. Diluicdo dos compostos derivados do acido protocatecuico

Os compostos foram diluidos assepticamente em DMSO e solubilizados com o auxilio
do vortex. Foram realizados calculos para determinacdo da quantidade de cada substancia
testada para que a concentracdo inicial na placa de microdiluicdo fosse 62,5 mg/L. Em seguida,

foram realizadas diluicdes seriadas até que a concentracdo final na placa fosse de 0,06 mg/L.

3.5.3. Preparo do in6culo

Para o preparo do inoculo, os dermatéfitos foram cultivados em agar batata dextrose
(Difco, BD biosciences) e incubados a temperatura de 28-30°C por sete dias ou até que houvesse
esporulacdo. As culturas foram entdo cobertas com 5 mL de solucdo salina estéril a 0,85%, e
uma suspensdo de conidios foi preparada com a ajuda de uma zaragatoa estéril, gentilmente
passada nas col6nias. Os inoculos foram preparados em meio RPMI-1640 tamponado e
ajustados com a contagem dos conidios no hematocitbmetro, de modo a atingir uma
concentracéo final na placa de 3x10° células/mL. Em seguida, 100 pL foram distribuidos nas
placas de 96 pogos, juntamente aos seus respectivos controles: o controle de esterilidade do
meio, contendo 200 pL do meio RPMI-1640 e o controle de crescimento, contendo 100 pL do
meio RPMI e 100 pL do in6culo. Por fim, as placas foram incubadas sem agitacdo a 35°C por
5 dias e foram realizadas leituras visual e espectrofotométrica na densidade Optica de 490 nm.

Todos os testes foram realizados em triplicata.
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3.5.4. Controle de qualidade

Para o controle de qualidade dos testes com os farmacos antiflngicos, foram utilizadas
as cepas de Candida parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258, de acordo com o
documento M27-A3, proposto pelo CLSI (2008b). As cepas foram subcultivadas em agar
Sabouraud dextrose (Difco, BD biosciences) e incubadas por 24 horas a 35°C. Em seguida,
foram preparadas suspensdes das coldnias em solucéo salina estéril a 0,85% e os indculos foram
ajustados com a contagem das células leveduriformes no hematocitdbmetro de modo a atingir
uma concentracéo final na placa de microdiluicdo correspondente a 2,5 x10° células/mL. As
suspensdes foram preparadas em meio RPMI, colocadas em contato com os farmacos e 0s
compostos nas placas de microdilui¢do, jJuntamente com seus respectivos controles e incubadas

a 35°C sem agitacéo, por 48 horas.

3.5.5. Andlise morfoldgica da sensibilidade dos isolados clinicos e cepas ATCC frente aos

derivados do acido protocatecuico

Para a melhor visualizacdo do teste de sensibilidade e verificacdo do comportamento
dos isolados clinicos e cepas ATCC de dermatdfitos frente aos compostos e aos antifungicos
comerciais, as placas de microdiluicdo foram analisadas ap6s as 96 horas de incubagdo no
equipamento In Cell Analyser 2000 (GE Healthcare). As imagens de microscopia optica foram

capturadas e analisadas no software In Cell Investigator Image Analysis (GE Healthcare).

3.6. CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A determinacéo da Concentragdo Fungicida Minima foi realizada conforme descrito por
Soares e colaboradores (2014). Placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose (Difco, BD
biosciences) foram previamente demarcadas de acordo com as posi¢des das diluicdes dos

compostos e controles positivos na placa de 96 pocos. Uma aliquota do conteudo dos pogos foi
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transferida para o respectivo local na placa de Petri com o auxilio de um palito de madeira
estéril e as placas foram incubadas a 35°C por 96 horas. A concentracdo fungicida minima é
definida como a menor concentracdo do composto ou farmaco onde ndo ocorre o

desenvolvimento de microrganismos.

3.7. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO METODO COLORIMETRICO DA

SULFORODAMINA B

3.7.1. Cultura de células

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas linhagens de células NHOK (normal
human oral keratinocytes - queratindcitos de mucosa oral humana normais, imortalizados com
0 gene h-tert, doadas pelo Departamento de Medicina da Harvard Medical School- Dr. Karl
Munger), HepG2 (células de hepatoma humano, obtidas do banco de células do Rio de Janeiro)
e HaCat (queratindcitos normais de pele humana). As linhagens foram mantidas em garrafas
préprias para cultivo de células, juntamente com o meio especifico (NHOK-meio para
queratinécitos; HepG2 e HACAT-DMEM), contendo 10% de soro fetal bovino e 10 mL/L de
uma solucdo de antibioticos A5955 (Sigma-Aldrich), contendo estreptomicina 10 mg/mL,
penicilina 10000 u/mL e anfotericina B 25 pug/mL e incubadas em estufa em condicdes padrao

(37°C, 5% CO>) (Escobar, Afonso & Aristizabal, 2009).

3.7.2. Montagem das placas

As culturas celulares que obtiveram 90% de confluéncia tiveram os seus meios de
cultivo retirados e foram lavadas com 4 mL PBS para que fosse eliminado o excesso de meio
com o soro fetal bovino. Em seguida, foram tratadas com 2 mL de solucéo de tripsina durante
5 minutos a 37°C. As células tripsinizadas foram colocadas em tubos Falcon estéreis de 50 mL

e centrifugadas, a fim de separa-las da tripsina. As linhagens foram entdo ressuspensas em seus
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meios de cultura para serem contadas na camara de Newbauer, de forma a obter uma
concentragdo de 1 x 10° células por pogo na placa de microdiluicdo. Cem microlitros das
suspensdes de NHOK e HepG2 foram semeados em placas de 96 pocos incubados a 37°C com
tenséo de 5% de COz. Apos 24 h de incubacédo para a HepG2 e 48 horas para a NHOK, 100 pL
das varias concentracdes das diluicGes seriadas dos derivados do &cido protocatecuico nos
meios especificos de cada célula (nas concentracdes de 62,5 a 0,06 mg/L), foram colocados em
contato com as células. As placas foram entdo incubadas por mais 24 horas nas mesmas
condicdes. Fluconazol foi utilizado como controle, no intervalo de concentracdo de 64 a 0,125
mg/L. O crescimento celular foi avaliado através do método colorimétrico de sulforodamina B,

previamente descrito por Skehan e colaboradores (1990), com algumas modificacdes.

3.7.3. Método colorimétrico da sulforodamina B

As células foram fixadas com 50 pL de acido tricloroacético a 50% a temperatura de
4°C por 1h, lavadas de 3 a 4 vezes com agua destilada e secas a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 50 uL de solug¢do de sulforodamina B a 0,4% em cada pogo e as
placas foram incubadas a 4°C por 20 min. Os pocos foram cuidadosamente lavados por cerca
de 3 a4 vezes com solucédo de acido acético a 1%, até que o excesso de corante fosse removido.
Para avaliacdo do crescimento celular, foram adicionados 100 pL de Tris base 10 mM em cada
poco, as placas foram levemente agitadas e as leituras realizadas em leitor de ELISA (BioRad
modelo 3550) em densidade éptica (DO) de 570 nm. A porcentagem de células viaveis foi
calculada através da seguinte formula:

% Células viaveis = média do teste X 100 / média do controle negativo

Como controles de cada placa foram utilizados peréxido de hidrogénio a 10%,

considerando sua poténcia (controle positivo) e células ndo tratadas (controle negativo). Apds

a analise da viabilidade, foram calculados os valores de 1Cso (concentragdo onde ocorre 50%
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de morte celular) e o indice de seletividade (IS), que é determinado pela razdo dos valores de

ICso pela concentragdo inibitoria minima (CIM).

3.8. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME in vitro

O ensaio foi realizado baseado no método descrito por Mowat e colaboradores (2007)
para a formacdo de biofilme de Aspergillus fumigatus, com modificagdes. Em resumo, as cepas
de dermatofitos foram cultivadas em &gar batata dextrose (Difco, BD biosciences) e incubadas a
28°C por 7 dias ou até que houvesse esporulacdo. Os indculos foram preparados cobrindo as
culturas com 5 mL de solucéo salina estéril a 0,85% e ajustados com a contagem dos conidios no
hematocitdmetro, de modo a atingir uma concentragao final de 1x106 UFC/mL. Em seguida, 1000
uL do inéculo foram adicionados a placas de 24 pogos (TPP®, Trasadingen, Switzerland)
contendo ou ndo laminulas previamente esterilizadas. Para as placas de 96 pocos, foram
adicionados 200 pL de in6culo. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 3 a 4 horas,
sem agitacdo, para que fosse realizada a pré-adesdo do biofilme. AplGs esse periodo, 0
sobrenadante foi gentilmente removido dos pocos e os mesmos foram lavados por cercade 2 a 3
vezes com solucdo salina estéril para a remocao das células ndo aderentes. Por fim, 1000 pL e
200 puL de meio RPMI 1640 foram adicionados aos pogos das placas de 24 € 96 pogos, que foram

novamente incubadas a 37°C por até 96 horas.

3.8.1. Analise morfologica do biofilme

Os biofilmes formados foram observados através de microscopia Optica no equipamento
In cell Analyser (GE Healthcare), nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas. A analise das imagens

foi feita pelo software In Cell Investigator Image Analysis.
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3.8.2. Determinacdo da atividade metabdlica do biofilme pelo ensaio de reducdo de XTT

As atividades metabdlicas dos biofilmes de 04 cepas clinicas (T. rubrum 143, T. rubrum
108, T. rubrum 65 e T. mentagrophytes 66) ¢ de 2 ATCC’s (T. rubrum 28189 e T.
mentagrophytes 11481) foram verificadas através do ensaio de reducdo de XTT. Em seguida
foram feitas as curvas de crescimento dos biofilmes das cepas com os melhores valores. O
ensaio de reducdo do XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[carbonilo(fenilamino)]-
2H-tetrazolio-hidréxido) é reprodutivel, sensivel, rapido e esta diretamente relacionado a
atividade metabdlica do biofilme. Em resumo, foram preparadas solucfes-estoque de XTT (1
mg de sal/mL de PBS) e menadiona (ImM em etanol). Os biofilmes foram formados em placas
diferentes para os diversos tempos: 0, 3, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Em seguida, 50 pL de solugéo
de XTT + 4 uL de solucdo de menadiona foram adicionados aos po¢os das placas 96 pogos e
incubadas a 37°C por 3 horas. A atividade da desidrogenase mitocondrial fungica reduz o sal
de tetrazolio XTT a sais de formazana, resultando em alteracdo colorimétrica que se
correlaciona com a viabilidade celular. A mudanca colorimétrica foi medida utilizando um
leitor de ELISA (iMark™ Microplate Reader; BIO-RAD) na densidade Optica de 490nm. Em
todos os experimentos, 0 meio RPMI 1640 isento da formacdo de biofilme foi incluido como

controle negativo (Mowat et al., 2007; Pitangui et al., 2012).
3.8.3. Quantificagédo do biofilme

3.8.3.1. Quantificacdo da massa biofilme por coloragdo com cristal violeta

A quantificacdo dos biofilmes através da coloracdo por cristal violeta foi adaptada de
acordo com o descrito por Mowat e colaboradores (2007). O biofilme foi formado em meios
diferentes (RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratindcitos) em placas de 96 pogos (TPP®,
Trasadingen, Switzerland). Apos as 72 horas de formacdo, o meio de cultura foi retirado de

cada pogo e as células aderidas lavadas trés vezes com PBS. Apo0s a secagem em temperatura



67

ambiente, foram adicionados a cada poco, 100 pL de solugédo de cristal violeta a 0,5% por 5
minutos. Em seguida, os pogos foram novamente lavados com agua até que o excesso de
coloracéo fosse removido e os biofilmes foram descorados pela adi¢édo de 100 pL de etanol a
95% em cada poco. O etanol foi entdo gentilmente homogeneizado com a pipeta até que o
restante do cristal violeta fosse completamente solubilizado (aproximadamente 1 minuto). Por
fim, as solucGes de cada poco foram transferidas para uma nova placa de 96 pocos, que foi lida
em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 570 nm. Os valores da absorbancia serdo
proporcionais a quantidade de biomassa do biofilme, compreendida por hifas e material
extracelular (quanto maior a quantidade de material bioldgico, maior a coloracéo e o valor da

absorbancia).

3.8.3.2. Quantificacdo da matriz extracelular pela coloracéo com safranina.

As matrizes extracelulares produzidas pelos biofilmes foram quantificadas pela
coloracdo com safranina, como descrito por Seidler, Salvenmoser & Muller (2008). Os
biofilmes maduros formados com RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratindcitos nas
placas de 96 pocos tiveram suas matrizes extracelulares coradas através da adicdo de 50 pL de
solucdo de safranina a 1%, por 5 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas cuidadosamente
com a adi¢do de 200 pL de solucdo salina estéril a 0,85%, até que os sobrenadantes ficassem
limpidos. Por fim, as placas foram lidas no espectrofotémetro, no comprimento de onda de 492

nm.

3.8.4. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Para a MEV, o biofilme formado nas laminulas em 4 meios diferentes, foi processado
conforme descrito por Martinez e colaboradores (2010), com algumas modificacgdes.
Inicialmente, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS para remocdo das células

plancténicas e fixadas com 800 pL de solugdo de glutaraldeido (Sigma-Aldrich) a 2,5%, por 30
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minutos a 4°C. Em seguida, foram realizadas trés lavagens com agua destilada estéril. As
amostras foram entdo desidratadas com concentracdes crescentes de alcool etilico, de 50% a
etanol absoluto a temperatura ambiente. Por ultimo, realizou-se a secagem em dessecador a
vacuo. Antes da andalise ao microscopio, as amostras foram montadas em cilindros de aluminio
com prata (stubs) e colocadas em um evaporador de alto vacuo (Denton Vacuum Desk V, Jeol
USA) para 0 revestimento de ouro. As caracteristicas topograficas dos biofilmes foram

analisadas em microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM-6610LV.

3.8.5. Microscopia confocal de varredura a laser

Para microscopia confocal foi preparada uma solucdo de CAAF (Concanavalina A —
conjugada ao Alexa fluor 488 — Molecular Probes) e FUN 1 (Molecular Probes, USA). Essa
mistura foi adicionada aos pog¢os contendo os biofilmes formados nas laminulas e as placas
foram incubadas a 37°C, por 45 minutos, protegidas da luz. Em seguida, as laminulas foram
lavadas com agua destilada, retiradas dos pocos e vertidas sob 4 pL de Fluoromount-G (Sigma-
Aldrich), anteriormente depositado sobre laminas de microscopia para observacdao em
microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) com programa
de captura e processamento de imagem LAS AF 1.8.2 build 1465 Leica Microsystems CMS

Gmgh (Martinez & Casadevall, 2006).

3.8.6. Efeito dos farmacos antifingicos e dos derivados do acido protocatecuico nas células

planctonicas

Para a avaliacdo dos efeitos dos farmacos e dos compostos nas células planctdnicas dos
dermatdfitos, os indculos foram preparados na mesma concentragdo dos biofilmes, em meio
RPMI 1640, de modo a atingir uma concentragéo final na placa de 96 pocos correspondente a
1x10% UFC/mL e colocados em contato com as solucdes-trabalho do derivado do acido

protocatecuico com melhor indice de seletividade (IS), fluconazol, terbinafina e griseofulvina,
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nas seguintes concentracdes: derivado do acido protocatecuico: 250 — 0,005 mg/L,; fluconazol
e griseofulvina: 512-0,0625 mg/L; terbinafina: 32-0,001 mg/L. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 72 horas. Apds esse periodo, a atividade metabdlica foi quantificada
através do ensaio de reducao do XTT, como descrito no item 3.8.2. As andlises dos resultados
foram feitas conforme descrito por Martinez & Casadevall (2006), para as células de

Cryptococcus neoformans.

3.8.7. Efeito dos farmacos antifungicos e dos derivados do acido protocatecuico frente aos

biofilmes pré-formados

O teste de sensibilidade dos biofilmes foi realizado baseado no que foi descrito por Pierce
e colaboradores (2008), com algumas modifica¢fes. Os biofilmes foram formados em placas de
96 pogos, como descrito no item 3.8. Apds a maturacdo, o meio de cultura foi cuidadosamente
aspirado e o biofilme lavado por 3 vezes com 200 pL de solucdo salina estéril a 0,85% para a
remocdo das células plancténicas remanescentes nos pocos. Em seguida, foram realizadas
diluicGes seriadas dos derivados do &cido protocatecuico e dos farmacos (fluconazol, terbinafina
e griseofulvina) em meio RPMI-1640, nas mesmas concentragdes descritas no item 3.8.6. Cem
microlitros de cada diluicdo foram distribuidos nas placas de 96 pocos, juntamente aos seus
respectivos controles e as placas foram incubadas a 37°C por 72 horas. Para a verificacdo da
atividade metabolica, foram preparadas solugfes-estoque de XTT e menadiona como descrito no
item 3.8.2. Cem microlitros dessa solucdo foram adicionados aos poc¢os ap0s 0 meio de cultura
ser retirado e o biofilme lavado com solucdo salina estéril a 0,85%. As placas foram entéo
incubadas a 37°C por 3 horas, protegidas da luz. Com a ajuda de uma pipeta multicanal, cerca de
80 uL foram removidos e transferidos para uma nova placa, lida em leitor de ELISA, na
absorbancia de 490 nm. A reducdo do crescimento foi entdo comparada ao controle de

crescimento do biofilme, que corresponde a 100% de crescimento, livre de tratamento.
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3.8.8. Comparacdo entre células planctonicas e em formato biofilme quanto a sensibilidade aos

farmacos antifangicos e compostos sintéticos.

Os efeitos dos compostos sintéticos e dos farmacos na prevencéo da formacao do biofilme
e nos biofilmes maduros foram comparados através da determinacdo da porcentagem das
atividades metabdlicas das células plancténicas co-incubadas com os compostos e farmacos e
das atividades metabolicas dos biofilmes maduros (Martinez & Casadevall, 2006; Nett et al.,

2008).

3.8.9. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos biofilmes tratados

Para melhor visualizacdo dos danos causados pelos compostos aos biofilmes, foi
realizada a microscopia eletronica de varredura. Os biofilmes foram formados em placas de 24
pocos. Apos a maturacdo, foram colocados em contato com as soluc@es trabalho dos farmacos
e dos derivados do acido protocatecuico, em concentracdes baseadas nos resultados do item
3.8.8. Inicialmente, as amostras foram lavadas de duas a trés vezes com solu¢do salina estéril a
0,85% para remogdo das celulas ndo aderentes e fixadas com 800 pL de solu¢ao de
glutaraldeido a 2,5% por 1 h em temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas
e desidratadas com concentracdes crescentes de alcool etilico, de 50% a etanol absoluto em
temperatura ambiente. Os fundos das placas foram cortados com a ajuda de um bisturi e, em
seguida, foram secos em dessecador. Os fundos das placas foram fixados em fita de carbono,
montados em cilindros de aluminio com prata (stubs) e colocados em um evaporador de alto
vacuo para o revestimento de ouro e entdo, as caracteristicas topogréaficas dos biofilmes foram

analisadas em microscopio eletrénico de varredura (Martinez et al., 2010).
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3.8.10. Microscopia confocal de varredura a laser dos biofilmes maduros tratados com o0s

farmacos e o composto derivado do acido protocatecuico com melhor indice de seletividade

Para microscopia confocal, biofilmes foram formados em placas de 24 pocos contendo
laminulas circulares previamente esterilizadas. Ap6s a maturacdo (72 h), o meio foi
cuidadosamente aspirado e as solugdes-trabalho nas mesmas concentracdes utilizadas na MEV
foram adicionadas aos pogos (terbinafina — 32 mg/L; nonila — 256 mg/L). As placas foram
incubadas por mais 72 h a 37°C e a preparacdo para a microscopia confocal foi realizada
conforme descrito no item 3.5.8. As imagens foram feitas em microscépio confocal Leica TCS
SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) e processadas no programa de captura e
processamento de imagem LAS AF 1.8.2 build 1465 Leica Microsystems CMS Gmgh

(Martinez & Casadevall, 2006; Costa-Orlandi, 2014).

3.9. ATIVIDADE in vitro DA COMBINACAO ENTRE TERBINAFINA E O

PROTOCATECUATO DE NONILA CONTRA T. rubrum e T. mentagrophytes

A interacdo in vitro entre a terbinafina e o protocatecuato de nonila (o farmaco e o
composto com melhor atividade anti-biofilme) foi verificada contra cepas ATCC de T. rubrum
e T. mentagrophytes através do método do tabuleiro de xadrez. O indculo e as solucdes trabalho
do farmaco e do composto foram preparados conforme descrito nos itens 3.5.1; 3.5.2 e 3.5.3 e
de acordo com o que foi preconizado no documento M-38A2, proposto pelo CLSI (2008).
Todos os testes foram conduzidos em placas de 96 pogos e em meio RPMI 1640 com L-
glutamina e sem bicarbonato de sodio, tamponado com MOPS. As concentrac@es finais testadas
nas placas variaram de 0,5 a 0,002 mg/L para a terbinafina e de 8 a 0,25 mg/L para o
protocatecuato de nonila. O inoculo foi preparado de modo a obter uma concentracao final de
3 X 10% UFC/mL. Em seguida, as placas foram incubadas sem agitacdo a temperatura de 35°C

por até 120 horas. Foram realizadas leituras visual e espectrofotométricas a 490 nm. A interacdo
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foi classificada como sinérgica, indiferente (aditiva) ou antagonista, baseada nos valores do
indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF). O ICIF corresponde a soma das
concentragdes inibitérias fracionadas (CIF) do farmaco e do composto testados. O CIF
corresponde ao valor da CIM da combinacdo, dividido pelo valor de CIM do farmaco ou
composto sozinho, como mostrado a seguir:
ICIF = ClFterbinafina + ClFnNonila
CIlFerbinafina = CIMcombinacio / CIMTerbinafina ~ C1FnNonila = CIMcombinagao / Cl1Mnonila

Valores de ICIF < 0,5 correspondem a uma interagdo sinérgica. Se os valores de ICIF
forem > 0,5 e <4, ainteracdo é considerada indiferente (aditiva). Valores de ICIF > 4 a interacdo
é considerada antagonista (Barchiesi, Falconi Di Francesco e Scalise, 1997; Johnson et al.,

2004; Santos & Hamdan, 2006; Chaturvedi et al., 2011; Soares et al., 2014).

3.10. ANALISE ESTATISTICA

Para todos os testes foram realizados pelo menos trés experimentos independentes, com
excec¢do do item 3.9. Os dados foram submetidos & andlise estatistica utilizando o teste t ou
analise de variancia com poés-teste de Bonferroni, através do software GraphPad Prism 5.0. Os

valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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Resultados e Discussao
(Parte I)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR

A confirmacdo da identificacdo morfofisiologica dos isolados clinicos de
dermatdfitos foi realizada através da andlise da regido ITS (Internal Transcribed Spacer), que
separa 0s genes 18S e 28S do RNA ribossomal. A regido ITS do DNA consiste em sequéncias
altamente conservadas interespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, que
permitem a identificacdo de relacGes filogenéticas aléem da distincdo de espécies (Fungaro,
2000). Desta forma, a identificagdo molecular no presente trabalho, através da sequéncia de
nucleotideos da regido ITS1-5.8S-ITS4 do rRNA, teve o objetivo de confirmar a identificacdo
fenotipica dos isolados clinicos de dermatdfitos feita previamente por Costa-Orlandi e
colaboradores (2012). Os resultados mostram que a identificagdo molecular corroborou com a
identificacdo morfofisioldgica (Tabela 1).

A identificacdo dos dermatdfitos através dos meios convencionais nem sempre é facil e
rapida, especialmente devido a capacidade de pleomorfismo desses fungos (Hryncewicz-
Gwozdz et al., 2011). Eckert e colaboradores (2015) identificaram espécies de dermatdéfitos a
partir de 121 bidpsias de 92 pacientes através de reacdes em cadeia da polimerase (PCR) com
alvo na regido ITS2 de dermatdfitos, com subsequente sequenciamento. O sequenciamento
detectou 94,3% de infec¢Ges por dermatofitos, comparado a 79,2% de infeccdes identificadas
pelo método tradicional. Makimura e colaboradores (1998) analisaram as sequéncias de
nucleotideos das regides ITS1 de dermatofitos e sugeriram que essas sequéncias de nucleotideos
sdo Uteis ndo apenas para entender as relacdes filogenéticas, mas também para a identificacdo
dos dermatdfitos em nivel de espécie. Rezaei-Matehkolaei e colaboradores (2016) mostraram
que o sequenciamento da regido ITS também é adequado para a identificacdo em nivel de

especie e também para a analise filogeografica do complexo M. gypseum. Giudice e
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colaboradores (2012) realizaram o sequenciamento da regido ITS do rDNA de isolados de M.
gypseum e revelaram a presenca de duas espécies teleomorficas de M. gypseum: Arthroderma
gypseum e A. incurvatum. Gréaser e colaboradores (1999; 2000; 2000) utilizaram técnicas de
sequenciamento das regibes ITS, fingerprint de PCR e PCR-RFLP para definir estruturas
precisas dos complexos de T. mentagrophytes e T. tonsurans, que foram identificados pelos
métodos tradicionais. Atraves desse estudo, 24 espécies ou variedades dos complexos, foram
reduzidas a apenas 5 espécies. As mesmas técnicas foram empregadas aos complexos T. rubrum
e M. canis. Foi sugerido que 15 espécies ou variedades de T. rubrum poderiam ser re-
classificadas como T. rubrum ou T. violaceum, assim como cinco espécies do complexo M.
canis poderiam ser reclassificadas como M. canis (Arthroderma otae), M.ferrugineum e M.

audouinii (Graser, Kuijpers, El Fari, et al., 2000; Kanbe, 2008).



Tabela 1. Confirmacéo da identificacdo fenotipica dos isolados clinicos de dermatofitos, através do sequenciamento da regido ITS.
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Isolados/Cepas ID Fenotipica ID Genotipica (Apés sequenciamento da regido ITS) Identidade NuUmero de
(%) Acesso

Tr ATCC 28189 T. rubrum T. rubrum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 100% AB305111.1
Tr 143 T. rubrum T. rubrum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 99% AB305111.1
Tr 34 T. rubrum T. rubrum 18S ribosomal RNA gene, ITS1, 5.8S ribosomal RNA gene 100% JX431933.1
Tr 13 T. rubrum T. rubrum 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; ITS1, 5.8S rRNA gene 100% EF631619.1
Tr 65 T. rubrum T. rubrum 5.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2, strain IFM 45885 100% AJ270805.1
Tr 69 T. rubrum T. rubrum 18S ribosomal RNA gene, ITS1, 5.8S ribosomal RNA gene 100% JX431933.1
Tr 70 T. rubrum T. rubrum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 99% AB305111.1
Tm ATCC 11481  T. mentagrophytes T. mentagrophytes 5.8 rRNA gene and ITS1 and ITS2 DNA (strain CBS 318.56) 100% Z97995.1
Tm 66 T. mentagrophytes  T. mentagrophytes 5.8 rRNA gene and ITS1 and ITS2 DNA (strain CBS 106.67) 99% Z98000.1
Mg ATCC 14683 M. gypseum M. gypseum ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, strain CCF 4626 100% LN878968.1
Mg 180 M. gypseum M. gypseum 5.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2 100% AJ970141.1
Mc ATCC 32903 M. canis M. canis mMRNA for 5.8S ribosomal RNA, strain ATCC MY A-4605 100% AJ252329.1

Tr: T. rubrum; Tm: T. mentagrophytes; Mg: M. gypseum; Mc: M. canis
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4.2. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DOS DERMATOFITOS AOS ANTIFUNGICOS E
DERIVADOS DO ACIDO PROTOCATECUICO PELA TECNICA DE MICRODILUICAO

E DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A atividade antifingica de 13 derivados sintéticos do &cido protocatecuico foi
determinada contra quatro cepas ATCC e oito isolados de dermatdfitos. Também foram
testados os farmacos fluconazol, griseofulvina, terbinafina, itraconazol, nistatina e miconazol.
As cepas de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6259 foram utilizadas como
controle de qualidade dos testes (Tabelas 2 e 3). O protocatecuato de nonila foi 0 composto
que melhor inibiu o crescimento fungico na placa de microdilui¢do, seguido pela decila, com
concentragOes inibitérias minimas variando entre 0,49 a 1,9 mg/L. Nonila teve um
comportamento fungicida para a maioria dos fungos testados, com valores de concentragdo
fungicida minima correspondentes aos valores de CIM. Pentila e hexila apresentaram atividades
inibitérias semelhantes, com as CIM’s variando entre 1,9 a 15,6 mg/L para todos os fungos
testados. J& o &cido protocatecuico, assim como o0s protocatecuatos de metila, etila e propila
demonstraram atividade anti-dermatofitica fraca (CIM >62,6 — 31,2 mg/L), de acordo com
Scorzoni e colaboradores (2007), apresentando, para a maioria das amostras, atividade
fungicida. Butila apresentou melhor atividade antifngica contra M. gypseum ATCC 14683,
com um valor de CIM de 3,9 mg/L. Os protocatecuatos de dodecila, tetradecila, hexadecila e
octadecila também apresentaram fraca atividade contra os dermatofitos testados, com valores
de CIM entre 15,6 - >62,5 mg/L.

Com relagéo aos farmacos antifungicos, observamos que T. rubrum ATCC 28189 e M.
gypseum 180 foram resistentes ao fluconazol (CIM = 64 mg/L). T. rubrum ATCC 28189
também apresentou resisténcia ao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L). T. rubrum 34 e T. rubrum 70

apresentaram-se resistentes ao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L); o miconazol apresentou melhor
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atividade contra a cepa ATCC 11481 de T. mentagrophytes (CIM = 0,125 mg/L), porém
mostrou-se resistente quando testado contra o isolado clinico T. rubrum 143 (CIM > 16 mg/L).
T. mentagrophytes 66 também se mostrou resistente ao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L) e M.
gypseum 180, além do fluconazol (CIM = 64 mg/L), também apresentou resisténcia a nistatina
(CIM = 16 mg/L), como ja descrito. Os valores de concentragdo inibitdéria minima para 0s
farmacos ficaram dentro do esperado e corroboraram com o que foi preconizado no documento
M-38 A2. C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6259 tiveram um valor de MIC como
esperado para fluconazol (1 e 64 mg/L) e itraconazol (0,12 e 0,25 m/L), validando assim a
qualidade do teste.

E importante ainda salientar que, além de ser o derivado mais potente, nonila também
apresentou, no geral, valores de CIM menores que os farmacos fluconazol, nistatina e
miconazol. Os resultados dos testes de sensibilidade dos compostos frente aos dermatéfitos
também mostraram a influéncia da cadeia carb6nica na atividade anti-dermatofitica. A maioria
dos resultados corroborou com o estudo anterior realizado em nosso laboratorio por Soares e
colaboradores (2014), com cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes. Nele concluiu-se que, para
essas linhagens, os ésteres mais potentes foram aqueles que possuiam uma quantidade de seis
a nove carbonos na cadeia alquilica lateral. Nesse estudo foi verificado que a atividade
antifangica foi significante nos ésteres que possuiam entre quatro e dez carbonos para todas as
linhagens clinicas e ATCC dos dermatéfitos testados. E sabido que o efeito antimicrobiano de
compostos derivados de acidos fendlicos aumenta com o acréscimo da cadeia alquilica lateral
(Merkl et al., 2010; Soares et al., 2014). No entanto, observa-se que a adi¢cdo de mais de 10
carbonos leva a reducéo da atividade antifingica. Uma explicacdo plausivel esta no fato de que
a medida que a cadeia carbbnica cresce, sua lipossolubilidade é aumentada e o composto
consegue atravessar a membrana plasmatica e a parede celular fingica, porém, ap6s certo ponto,
0 composto fica tdo lipossollvel e tdo grande, que ndo consegue realizar mais a travessia,

diminuindo ou impedindo sua atividade. De acordo com Kubo, Fujita & Nihei (2003), a por¢édo
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hidrofilica do composto se conecta a porcao hidrofilica da membrana, capacitando a porcéo
hidrofobica a entrar na bicamada lipidica, gerando uma desordem na membrana. Os mesmos
protocatecuatos utilizados no presente trabalho foram testados quanto a sua atividade
antioxidante por De Faria e colaboradores em 2012. A mesma relacdo estrutura-atividade foi
observada, sendo assim, a cadeia carb6nica apresenta um papel chave ndo s6 na atividade

antifingica, mas também na atividade antioxidante (Soares et al., 2014).



80

Tabela 2. Valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo fungicida minima (CFM), expressos em mg/L para o &cido
protocatecuico e seus derivados e farmacos antifingicos contra espécies de T. rubrum.

Compostos /

Tr* ATCC

Tr* 34 Tr* 65 Tr* 69 Tr* 70 Tr*143 Tr* 13

Fungos 28189

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
QSSo%atecuico >62,5 >625 >625 >625 >62,5 >625 >625 >625 >625 >625 >62,5 >625 >625 >625
Metila 31,2 31,2 >625 >625 62,5 62,5 31,2 31,2 62,5 >62,5 >62,5 >625 625 62,5
Etila 31,2 31,2 >625 >625 62,5 >62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5
Propila 31,2 31,2 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5
Butila 7,8 7,8 15,6 15,6 15,6 15,6 7,8 7.8 7,8 62.5 7,8 7,8 15,6 15,6
Pentila 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6 3,9 3,9 7.8 7,8
Hexila 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 15,6 3,9 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
Nonila 0,97 0,97 19 19 19 19 0,49 0,49 1,9 1,9 3,9 3,9 3,9 3,9
Decila 3,9 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6 7.8 7.8 7.8 7,8
Dodecila >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625
Tetradecila >625 >625 >625 >625 >62,5 >62,5 15,6 156 >625 >625 15,6 15,6 >625 >625
Hexadecila >625 >625 >625 >625 >62,5 >62,5 62,5 625 >625 >625 62,5 625 >625 >625
Octadecila >625 >625 >625 >625 >62,5 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625
Fluconazol 64 >64 32 >64 16 >64 8 32 32 >64 32 >64 32 >64
Griseofulvina 1 8 0,25 0,25 <0,125 <0,125 0,5 0,5 0,25 0,5 <0,125 <0,125 0,25 0,25
Terbinafina 0,03 0,03 0,125 0,125 0,06 0,06 0,015 0,015 0,06 0,06 0,125 0,125 0,06 0,06
Itraconazol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,06 0,06 0,125 0,125
Nistatina 8 16 16 16 16 16 8 8 16 16 2 2 4 4
Miconazol 2 4 4 4 4 4 2 2 4 4 >16 >16 8 8

*Tr: T. rubrum
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Tabela 3. Valores de CIM e CFM, expressos em mg/L para o &cido protocatecuico e seus derivados e farmacos contra espécies de T. mentagrophytes,
M. gypseum, M. canis, C. parapsilosis e C. krusei.

Eg%‘;‘ftos oo™ i C Tm** 66 Mg*** ATCC 14683 Mg*** 180 Mc***x ATCC 32903 i‘TpCaéaSZ'(')cl’gs Agbkéuessgég
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Acido Protoc.  >625 >625 >625 >625 > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 > 62,5 > 62,5 - - - -
Metila 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - -
Etila 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - -
Propila 31,2 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - -
Butila 7.8 7.8 15,6 31,2 3,9 3,9 7.8 7.8 7.8 7.8 - - - -
Pentila 3,9 15,6 15,6 15,6 1,9 1,9 7.8 7.8 7.8 7.8 - - - -
Hexila 3,9 15,6 7.8 7.8 1,9 1,9 7.8 15,6 3,9 3,9 - - - -
Nonila 1,9-049 1,9 0,97 0,97 0,49 0,49 1,9 1,9 0.97 0,97 - - - -
Decila 1,9 1,9 3,9 3,9 1,9 3,9 >62,5 >62,5 1,9 7.8 - - - -
Dodecila 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6 62,5 >62,5 > 62,5 15,6 > 62,5 - - - -
Tetradecila 156  >62,5 31,2 31,2 >62,5 >62,5 >62,5 >62,5 15,6 > 62,5 - - - -
Hexadecila >625 >625 >625 >625 31,2 >62,5 >62,5 >62,5 15,6 > 62,5 - - - -
Octadecila >625 >625 >625 >625 > 62,5 > 62,5 >62,5 >62,5 > 62,5 > 62,5 - - - -
Fluconazol 1 4 4 32 8 32 64 >64 4 32 1 - 64 -
Griseofulvina 0,5 4 1 1 0,5 4 0,5 0,5 0,25 32 >64 - >64 -
Terbinafina 0,0075 0,0075 0,03 0,03 0,06 0,06 0,25 0,25 0,125 0,125 >64 - >64 -
Itraconazol 0,0075 0,03 0,5 0,5 0,125 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,12 - 0,25 -
Nistatina 2 2 8 8 16 16 16 16 16 16 1 - 4 -
Miconazol 0,125 0,125 1 8 0,5 0,5 4 4 0,25 2 >64 - 0,03 -

**Tm: T. mentagrophytes; ***Mg: M. gypseum; ****Mc: M. canis
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Os produtos naturais sdo a base para a maioria das terapias antimicrobianas utilizadas
atualmente. Um exemplo disso sdo os polienos e as equinocandinas, que sdo antifingicos potentes
derivados de produtos naturais (Butts & Krysan, 2012). Nos tltimos anos, nosso grupo tem trabalhado
na descoberta de novos possiveis agentes antifungicos a partir de compostos originados de produtos
naturais. Além dos dermatofitos, os acidos protocatecuicos mostraram-se potentes contra
Cryptococcus spp; Histoplasma capsulatum e Paracoccidioides spp. (dados ndo publicados). De
Paula e Silva e colaboradores (2014) testaram a atividade de quatorze derivados do acido galico contra
diversas espécies de fungos patogénicos, entre eles, C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C.
neoformans, C. gattii, T. rubrum, T. mentagrophytes, A. fumigatus, A. niger, H. capsulatum, P.
brasiliensis e P. lutzii. Contra os dois dermatofitos testados, os derivados que tiveram melhor atividade
foram os galatos de octila, decila, undecila, dodecila e tetradecila. Para todas as espécies fungicas
testadas, 0 aumento da cadeia alquilica dos galatos, assim como ocorreu nos derivados do &cido
protocatecuico, foi diretamente proporcional a sua atividade antifangica. Além disso, Gullo e
colaboradores (Gullo et al., 2012) testaram a atividade antifungica de dois metabdlitos secundarios
(maitenina e prismiterina), obtidos da planta Maytenus ilicifolia, popularmente conhecida no Brasil
como espinheira santa. As melhores atividades foram obtidas pela maitenina, com valores de CIM e
CFM variando entre 1,9 a 3,9 mg/L quando testadas contra T. rubrum e T. mentagrophytes.

A literatura indica que nos Gltimos anos, a busca de compostos de origem natural com atividade
anti-dermatofitica tem sido crescente. Entre 0s compostos descritos, destacam-se extratos
hidroalcoolicos obtidos das folhas de Rosmarinus officinalis e Tetradenia riparia (Endo et al., 2015);
quitosana (Egusa et al., 2015); 6leos essenciais obtidos de Litsea cubeba, Origanum majorana vulgare
e Thymus serpyllum (Nardoni et al., 2015); derivados de chalconas (Gupta & Jain, 2015); Lawsonia
inermis (henna) (Gozubuyuk, Aktas & Yigit, 2014); geraniol e citronelol (Pereira et al., 2015), entre

outros.
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Os derivados alquilicos do acido benzoico ou acido protocatecuico, também chamados de 3,4
dihidroxibenzoatos tém sido reportados na literatura ha varios anos por suas atividades bioldgicas e
antioxidantes. Nihei, Nihei e Kubo (2003) relataram a atividade antifungica do protocatecuato de
nonila contra Saccharomyces cerevisiae (CIM = 12,5 mg/L). Além da atividade antifingica, esse
derivado também possui atividade bactericida contra Staphylococcus aureus resistente ou nao a
meticilina. O mesmo protocatecuato também se mostrou capaz de inibir o consumo de oxigénio e a
enzima NADH oxidase de Pseudomonas aeruginosa (Kubo, Fujita & Nihei, 2003).

As recidivas nas infeccdes causadas pelos dermatofitos sdo frequentes, principalmente nas
onicomicoses. Uma das razdes da reincidéncia se deve a interrupcdo do tratamento longo que
usualmente é necessario. No entanto, as recidivas também podem ocorrer devido a aquisicdo de
resisténcia pelo fungo, principalmente em casos envolvendo tratamentos longos com baixas
concentracdes de farmacos (Ghelardi et al., 2014).

O fluconazol é geralmente considerado um agente fungistatico e tem boa atividade
principalmente contra Candida spp (com excecédo da C. krusei, que possui resisténcia intrinseca a esse
farmaco) e Cryptococcus spp., porém, ndo possui boa atividade contra fungos filamentosos, com
excecdo dos dermatofitos (Clsi, 2008a; Sharma & Bhatia, 2011). A resisténcia dos dermatdfitos ao
fluconazol ndo é rara (Mendez-Tovar et al., 2007; Santos & Hamdan, 2007), porém 0s mecanismos
ainda sdo pouco entendidos, mas acredita-se que podem estar relacionados a bomba de efluxo e
também a super expressao do gene ERG11, que aumenta a regulacdo da enzima lanosterol 14a-
demetilase (Mendez-Tovar et al., 2007; Martinez-Rossi, Peres & Rossi, 2008; Hryncewicz-Gwozdz
etal., 2013).

Nenhum dos isolados clinicos apresentou-se resistente a terbinafina, porém a resisténcia a
terbinafina, embora rara, é reportada na literatura (Mukherjee et al., 2003; Osborne et al., 2003). Esse
farmaco inibe a enzima esqualeno epoxidase, bloqueando a sintese de esqualeno epdxido, resultando

no acumulo de niveis toxicos de esqualeno e consequente diminuicdo dos niveis de producdo de
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ergosterol. A alta concentracdo intracelular de esqualeno pode interferir na fungdo da membrana
fangica e também na sintese da parede celular.

A resisténcia dos dermatofitos ao itraconazol também é rara, mas a resisténcia de isolados
clinicos e de mutantes selecionados in vitro ao itraconazol é reportada (Mukherjee et al., 2003; Khan

e Ahmad, 2011; Hryncewicz-Gwozdz et al., 2013; Ghelardi et al., 2014).

43. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO METODO COLORIMETRICO DA

SULFORODAMINA B

Os compostos com os menores valores de CIM (butila, pentila, hexila, nonila e decila) foram
testados quanto a sua toxicidade em trés linhagens celulares: HaCat (queratindcitos de pele humana
imortalizados), NHOK (queratindcitos de mucosa oral humana) e HepG2 (células de hepatocarcinoma
humano). Como controle de morte celular, foi utilizado peréxido de hidrogénio a 10%, considerando
sua poténcia e a citotoxicidade foi avaliada utilizando como pontos de corte 50 e 80% de viabilidade
celular.

Nas linhagens de células HaCat, a viabilidade celular foi acima de 60% para todos 0s
compostos nas concentracdes compreendidas entre 0,12 — 31,2 mg/L (Fig.6). Na concentracdo
correspondente a 62,5 mg/L, apenas 0s protocatecuatos de butila e pentila apresentaram viabilidade
celular maior que 50%. Nas concentracfes da CIM (0,49 a 15,6 mg/L), todos os compostos
apresentaram viabilidade celular maior que 80%, sendo assim, nessa regido, todos apresentaram baixa
toxicidade para os queratinocitos de pele humana. Nas concentragdes acima de 31,25 mg/L hexila,
nonila e decila mostraram-se téxicos. Ainda nessa linhagem celular, o peroxido de hidrogénio
mostrou-se apropriado como controle de morte, apresentando uma viabilidade, em média, de apenas

10%.
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Figura 6. Citotoxicidade dos compostos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
HaCat (queratindcitos normais de pele humana).
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Para as células NHOK, butila, pentila e hexila apresentaram viabilidade maior ou igual a 50%

em todas as concentracdes testadas, portanto, esses compostos ndo apresentaram toxicidade para os

queratinocitos de mucosa oral (Fig.7). J4 nonila e decila apresentaram atividade citotdxica nas

concentragdes acima de 15,6 mg/L (40% de viabilidade). Contudo, nas concentragdes correspondentes

as regides da CIM (0,49 a 15,6 mg/L), nenhum composto foi toxico. O peroxido de hidrogénio ndo se

apresentou como um bom controle de morte celular, resultando em uma média de viabilidade de

aproximadamente 50% para os queratinocitos de mucosa oral humana.
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Figura 7. Citotoxicidade dos compostos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
NHOK (queratindcitos normais de mucosa oral humana). Butila, pentila e hexila ndo foram toxicos,
apresentando viabilidade celular > 50%. Nonila e decila apresentaram toxicidade nas concentragdes
maiores que 15,6 mg/L.
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Nas linhagens de hepatocarcinoma humano (HepG2), o composto menos toxico foi o
protocatecuato de butila, que, na maior concentragdo testada (62,5 mg/L), apresentou viabilidade
celular de aproximadamente 50% (Fig.8). Nas regides da CIM, considerando as margens de erro,
todos os compostos tiveram viabilidade celular acima de 50%. Nas concentragdes maiores que 15,6
mg/L, pentila, hexila, nonila e decila demonstraram ser toxicos para as células tumorais. O perdxido
de hidrogénio, assim como nas cé¢lulas HaCat, também se mostrou adequado como controle de morte,
apresentando uma média de viabilidade celular em torno de 12%. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata e de forma independente e os valores mais proximos foram considerados.



87

Figura 8. Citotoxicidade dos compostos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
HepG2 (células de hepatocarcinoma humano).
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O fluconazol foi utilizado como controle em todos os experimentos de citotoxicidade e, nas
trés linhagens celulares testadas, apresentou viabilidade acima de 90%.

Para todas as linhagens celulares, foi utilizado o método colorimétrico da sulforodamina B,
pois esses derivados do acido protocatecuico reagem com o MTT, produzindo resultados falso-
positivos. O método de coloracdo com a sulforodamina B foi desenvolvido pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos e descrito por Skehan e colaboradores (1990), como uma alternativa a
utilizacdo do método de reducdo de MTT, no programa de triagem in vitro para a descoberta de novos
agentes anti-neoplésicos (Escobar, Afonso & Aristizabal, 2009). E um método barato, sensivel e

rapido, que mede o conteudo proteico de células aderentes e em suspensao.
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Em seguida, foram calculados os valores do ICsp e do indice de seletividade de cada composto
para as trés diferentes ceélulas. O 1Cso corresponde ao valor da concentracdo do composto que resulta
em inibicao de 50% da viabilidade celular e o indice de seletividade corresponde a razdo do 1Csg pela
concentragdo inibitéria minima (CIM). Os valores de 1Cso € 0 calculo do indice de seletividade foram
representados na Tabela 4. Nonila foi o0 composto com o melhor indice de seletividade nas células
HaCat e HepG2 para a grande maioria das cepas. Ja nas células NHOK, os compostos com os melhores
IS entre as diversas cepas foram hexila e nonila.

As provas de citotoxicidade sdo essenciais para as fases iniciais de desenvolvimento de novos
farmacos antimicrobianos, uma vez que definem a concentracdo a ser utilizada em etapas posteriores
de avaliacdo. Além disso, evitam danos celulares e asseguram a seletividade dos microrganismos in
vitro (Aradujo et al., 2008).

Na busca de novos compostos com propriedades antifngica, a avaliacdo da citotoxicidade
pelo método colorimétrico da sulforodamina B tem sido utilizada. Ishida e colaboradores (2006)
verificaram a toxicidade do extrato de barbatimdo, com atividade contra Candida spp, em células
VERO, macréfagos murinos e células vermelhas do sangue. O barbatimdo apresentou baixa
toxicidade para todas as células testadas. Martins e colaboradores (2008), testaram a toxicidade em
células VERO e pulmonares (V79), de enantibmeros de goniotalamina com atividade anti
Paracoccidioides. Os compostos apresentaram minima ou nenhuma toxicidade nas concentracdes
testadas. Matysiak (2005) testou a toxicidade de benzotiazinas com excelente atividade contra
dermatofitos em células de cancer de mama, linhagemT47D. Os compostos apresentaram excelente
atividade antitumoral. Nesse trabalho, os compostos com melhor atividade anti-dermatofitica foram

também os que apresentaram maior toxicidade para as células de hepatocarcinoma humano.



Tabela 4. Representacdo do ICso € IS em células HaCat, NHOK e HeG2 dos compostos butila, pentila, hexila, nonila e decila.
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IS (ICs/CIM)
Compostos (n';j‘l)_) T”iﬁgfc Tm 66 M% 4A6£§C Mg 180 Mggggc TrzngggC Tr34 Tr65 Tr69 Tr70 Tri143 Tri3
- | Butila > 62,5 >8 >4 > 16 >8 >8 >8 >4 >4 >8  >8 >8 >4
Q | Pentila > 62,5 > 16 >4 >33 >8 >8 > 16 >4 >8 > 16 >4 >16 >8
T | Hexila 62,5 16 8 33 8 16 16 4 8 16 8 8 8
Nonila 62,5 128 64 128 33 64 64 33 33 128 33 16 16
Decila 62,5 33 16 33 <1 33 16 8 8 16 4 8 8
IS (ICs/CIM)
Compostos (r:gj‘)l_) Tr‘iﬁgfc Tm 66 Mg nggc Mg 180 Mgg{)gc Trzg‘lTBSC Tr34 Tr65 Tr69 Tr70 Tri143 Tri3
v | Butila > 62,5 >8 >4 > 16 >8 >8 >8 >4 >4 >8 >8 >8 >4
L | Pentila 62,5 16 4 33 8 8 16 4 8 16 4 16 8
Z | Hexila > 62,5 > 16 8 33 >8 > 16 > 16 >4 >8 > 16 >8 >8 >8
Nonila 15,6 32 16 32 8 16 16 8 8 32 8 4
Decila 15,6 8 4 8 <0,2 8 4 2 2 4 1 2 2
IS (ICs/CIM)
Compostas (r:]gj‘)l_) T”iﬁgfc Tm 66 Mg Lg;é:c Mg 180 Mnggggc T;Q&%C Tr34 Tr65 Tr69 Tr70 Tri143 Tri3
- | Butila 62,5 8 4 16 8 8 8 4 4 8 8 8 4
2 | Pentila 31,25 8 2 16 4 4 8 2 4 8 2 8 4
L | Hexila 7.8 2 1 4 1 2 2 0,5 1 2 1 1 1
Nonila 15,6 32 16 32 8 16 16 8 8 32 8 4 4
Decila 31,25 16 8 16 <05 16 8 4 4 8 2 4 4

Tr: T. rubrum; Tm: T. mentagrophytes; Mg: M. gypseum; Mc: M. canis; CIM: concentracao inibitdria minima; IS: indice de seletividade; ICso: concentragéo

onde ocorre 50% de inibi¢éo da atividade celular
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4.4. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME

4.4.1. Analise morfologica dos biofilmes

O desenvolvimento dos biofilmes das cepas T. rubrum ATCC 28189 e T. mentagrophytes ATCC
11481 foi avaliado por meio de microscopia 6ptica, em diferentes intervalos de tempo, utilizando o
equipamento In Cell Analyser 2000 (GE healthcare). A Fig. 9 mostra que ambas as espécies foram
capazes de aderir ao fundo das microplacas de poliestireno e formar biofilmes em meio RPMI 1640.
Nesta figura, a,b,c e d representam o biofilme de T. rubrum ATCC 28189 ap6s 12, 24, 48 e 72 horas,
enquanto e, f, g e h, representam o mesmo periodo de desenvolvimento do biofilme de T.
mentagrophytes ATCC 11481. Uma massa mais densa e compacta foi observada na cepa referéncia de

T. rubrum ap6s 72 horas de incubacdo (Fig. 9d).

Figura 9. Analise morfoldgica dos biofilmes de T. mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum ATCC
28189 no equipamento In Cell Analyser (GE Healthcare). a= Morfologia do biofilme de T. rubrum
apos 12h; b= Morfologia do biofilme de T. rubrum apés 24 h; c= Morfologia do biofilme de T. rubrum
apos 48h; d= Biofilme de T. rubrum ap6s 72h; e= Morfologia do biofilme de T. mentagrophytes apds
12h; f= Morfologia do biofilme de T. mentagrophytes apds 24h; g= Morfologia do biofilme de T.
mentagrophytes apds 48h; h= Biofilme de T. mentagrophytes apds 72h.
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4.4.2. Determinacdo da atividade metabdlica do biofilme pelo ensaio de reducdo do XTT

Os resultados das atividades metabolicas dos biofilmes maduros das quatro cepas clinicas e das
duas ATCC estdo dispostos na Fig. 10. Todas as cepas foram capazes de formar biofilmes. Observa-se
que os biofilmes maduros de T. rubrum 65 e T. rubrum 108, formados em meio RPMI, tiveram atividade
metabolica inferior quando comparadas a T. rubrum ATCC 28189 (p<0,01 e p<0,05). Para T. rubrum
143, ndo houve significancia estatistica quando comparada a mesma referéncia. O biofilme maduro da
cepa clinica de T. mentagrophytes (Tm 66) teve atividade metabdlica superior a T. mentagrophytes

ATCC 11481 (p<0,001) e T. rubrum 28189 (p<0,05). Para as demais ndo houve significancia.

Figura 10. Comparagdo entre as atividades metabdlicas dos biofilmes maduros formados em meio
RPMI 1640, de cepas clinicas e ATCC de T. rubrum e T. mentagrophytes. *p<0.05; **p<0.01;
+++p<0.001.
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As curvas de crescimento dos biofilmes foram realizadas com os dois isolados clinicos de cada
espécie que apresentaram melhor atividade metabolica no item anterior (T. rubrum 143 e T.
mentagrophytes 66) e as duas cepas de referéncia (T. rubrum ATCC 28189 e T. mentagrophytes 11481).
Os resultados indicam gue as atividades metabolicas iniciais dos biofilmes ocorreram apds 3 horas de
incubacdo. No periodo compreendido entre 12 a 24 horas, observou-se um ligeiro aumento e, apés 48
horas, verificou-se um aumento significante. Apos as 72 horas, as células comecaram a se destacar da
superficie de poliestireno e, com isso, as atividades metabolicas tenderam a atingir um plateau, sendo
assim, o periodo de 72 horas foi considerado o tempo ideal para a maturacdo dos biofilmes. Todas as
cepas obtiveram resultados semelhantes e, no geral, nenhuma significancia estatistica foi observada
(p>0.05) (Fig. 11).

Figura 11. Cinética da formacéo de biofilme em T. rubrum e T. mentagrophytes em microplacas de

96 pocos. Na anélise geral, as quatro cepas mostraram resultados semelhantes. Nenhuma diferenca
significante foi observada (p>0,05).
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Os ensaios colorimétricos sdo ferramentas importantes para o estudo da viabilidade de células
eucarioticas. O XTT é um sal de tetrazolio amarelo que, na presenca de atividade metabolica, é
convertido a sais de formazana de coloracdo laranja, soliveis em agua e facilmente medidos nos
sobrenadantes celulares. Isso faz com que essa técnica seja importante no estudo dos biofilmes, sem o
envolvimento na estrutura das comunidades celulares, permitindo o estudo dos biofilmes intactos (Jin
et al., 2003; Kuhn et al., 2003). Muitos autores afirmam que a mudanca colorimétrica do sal de
tetrazolio € proporcional ao numero de células vivas, no entanto, Kuhn e colaboradores (2003),
descreveram algumas limitagdes para o uso do XTT nos estudos de crescimento e metabolismo dos
biofilmes de C. albicans e C. parapsilosis. De acordo com eles, ndo se pode afirmar que exista
necessariamente uma relacédo linear entre o nimero de células do microrganismo e o sinal colorimétrico.
Além disso, os autores afirmam que diferentes cepas ou isolados clinicos podem ser capazes de reter
intracelularmente os sais de formazana em quantidades maiores ou menores, causando alteracdes nas
leituras das atividades metabodlicas. Jin e colaboradores (2003) ao contrario, confirmaram a linearidade
entre o nimero de células e a atividade celular medida pelo ensaio de reducdo do XTT. No entanto, é
preciso considerar a presenca da matriz extracelular envolvendo o biofilme, que pode limitar o acesso
de nutrientes e oxigénio as células, podendo possivelmente causar alteragdes metabdlicas (Henriques,
Azeredo & Oliveira, 2006). Diante desse contexto, & preciso utilizar diferentes métodos na
caracterizacdo dos biofilmes.

Apesar disso, 0 ensaio de reducdo do XTT ainda é amplamente utilizado no estudo do
desenvolvimento dos biofilmes das diversas espécies fungicas e bacterianas, nos testes de sensibilidade
e na verificacdo da resisténcia aos farmacos (Ramage et al., 2001; Martinez & Casadevall, 2006; Mowat
et al., 2007; Peeters, Nelis & Coenye, 2008; Pierce et al., 2008; Seidler, Salvenmoser & Muller, 2008;

Martinez et al., 2010; Pires, Montanari, et al., 2011; Pitangui et al., 2012; Sardi et al., 2015).



94

4.4.3. Quantificacdo do biofilme

4.4.3.1. Quantificacdo da massa do biofilme por coloracdo com cristal violeta

Os resultados da quantificacdo das biomassas mostraram que na analise geral, todos os meios
testados foram bons para o desenvolvimento da biomassa. T. mentagrophytes ATCC 11481 foi a cepa
que produziu menor quantidade de biomassa quando comparada a T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum

143 e T. mentagrophytes 66, nos quatro meios testados (p<0.001) (Fig. 12).

Figura 12. Quantificacdo da biomassa pela coloragdo com cristal violeta. Nos quatro meios diferentes,
T. mentagrophytes ATCC 11481 produziu menos biomassa que T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum
143 e T. mentagrophytes 66. ***p<0.001
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A influéncia dos meios foi também verificada individualmente para cada cepa. Observa-se na
Fig. 13 que para as trés cepas (T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 143 e T. mentagrophytes 66), 0s
meios RPMI 1640, BHI e DMEM foram 6timos para a producdo de biomassa quando comparados ao
meio de queratindcitos (p<0,05). Para a cepa de T. mentagrophytes 11481, o meio que melhor
estimulou a producdo de biomassa foi 0 BHI quando comparado ao meio de queratindcitos (p<0,05).
Ainda para essa Ultima cepa, ndo ha significancia estatistica na comparacao entre 0os meios RPMI,
DMEM e meio de queratindcitos. As analises mostraram que, para a maioria das cepas, 0S meios que
melhor estimularam a producéo de biomassa em T. rubrum e T. mentagrophytes foram RPMI 1640,
BHI e DMEM.

O cristal violeta foi descrito primeiramente por Christensen e colaboradores (1985) e, desde
entdo tem sido modificado para permitir a quantificacao de toda a massa do biofilme dentro dos pocos
das microplacas (Stepanovic et al., 2000; Mowat et al., 2007). O cristal violeta é um corante basico,
que se liga as moléculas carregadas negativamente da superficie do biofilme e aos polissacarideos da
matriz extracelular. Tanto as células vivas quanto as mortas sdo coradas e, devido a isso, essa
coloracdo ndo € indicada para a avaliacdo da viabilidade celular e sim para a quantificacdo da massa
total do biofilme microbiano e para dosar a concentragdo celular (Jin et al., 2003; Peeters, Nelis &
Coenye, 2008). Essa técnica € amplamente empregada na quantificagdo da massa dos biofilmes
fungicos (Henriques, Azeredo & Oliveira, 2006; Martinez & Casadevall, 2006; Mowat et al., 2007;

Marcos-Zambrano et al., 2016; Vandecandelaere, Van Acker & Coenye, 2016).
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Figura 13. Influéncia de RPMI, BHI, DMEM e meio de queratindcitos na producdo de biomassa nos biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes.
Para T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 143 e T. mentagrophytes 66, os meios RPMI, BHI e DMEM foram 6timos para a produgédo da biomassa
quando comparados ao meio de queratindcitos. Para T. mentagrophytes ATCC 11481, o meio que melhor estimulou a producéo de biomassa
quando comparado ao meio de queratindcitos, foi o caldo BHI.
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4.4.3.2. Quantificacdo da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas pela coloracdo com

safranina.

As estruturas polissacaridicas e as matrizes extracelulares produzidas pelos biofilmes em
RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratinécitos foram quantificadas pela colora¢do com safranina.
Os resultados mostram que nos meios RPMI, BHI e DMEM com soro fetal bovino (SFB), a cepae o
isolado clinico de T. rubrum e o isolado clinico de T. mentagrophytes produziram mais material
polissacaridico que T. mentagrophytes ATCC 11481 (p<0,001) (Fig. 14). No meio de queratindcitos,
todas as cepas e isolados clinicos produziram matrizes extracelulares em quantidades estatisticamente

equivalentes (p>0,05) e inferiores aos demais meios.

Figura 14. Quantificacdo da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas pela coloragdo com
safranina.
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A influéncia do meio de cultura na producédo de matriz por cada cepa também foi verificada
(Fig. 15). Nos biofilmes de T. rubrum ATCC 28189, 0s meios que mais estimularam a producédo de
matriz foram RPMI 1640 e o caldo BHI, quando comparados ao meio de queratindcitos (p<0,05 e
p<0,01) (Fig. 15a). Para o isolado clinico de T. rubrum, além dos meios anteriores, DMEM foi maior
estimulador da producédo de material polissacaridico que o meio de queratindcitos (p<0,01) (Fig. 15b).
O mesmo comportamento foi observado na cepa clinica de T. mentagrophytes (Fig. 15c). Por fim,
para T. mentagrophytes ATCC 11481, a maior quantidade de matriz foi produzida no biofilme
formado em caldo BHI (p<0,05) (Fig. 15d).

A habilidade da safranina de corar as estruturas polissacaridicas fungicas e a matriz
extracelular foi reportada por Seidler e colaboradores (2006; 2008), em biofilmes de Candida e A.
fumigatus e, desde entdo, essa técnica tem sido empregada no estudo da matriz produzida nos
biofilmes fungicos (Simitsopoulou et al., 2013).

A matriz extracelular dos biofilmes é um arranjo altamente complexo de microambientes. Os
diferentes componentes dentro do biofilme, como agua, polissacarideos e outras macromoléculas,
oferecem uma gama de efeitos localizados e em constante mudanca que geram gradientes osmaticos
e de nutrientes. Em qualquer biofilme, essas caracteristicas contribuirdo para a composicao

heterogénea da matriz e também para a sua fungdo multicelular (Sutherland, 2001).
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Figura 15. Influéncia de RPMI, BHI, DMEM e meio de queratindcitos na producdo de matriz extracelular e estruturas polissacaridicas nos
biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes. Para T. rubrum ATCC 28189, os meios que melhor estimularam a produgéo de matriz extracelular
foram RPMI e BHI quando comparados ao meio de queratindcitos. Para T. rubrum 143 e T. mentagrophytes 66, além dos meios RPMI e BHI,
DMEM também foi bom estimulador da producéo de matriz. J& para T. mentagrophytes ATCC 11481, o caldo BHI foi o melhor meio para a
estimulacdo da producdo de estruturas polissacaridicas quando comparado ao meio de queratinécitos.
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4.4.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A topografia dos biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes formados em meio
RPMI, BHI e DMEM foi observada através de microscopia eletrdnica de varredura. Para todas as
cepas, notou-se a formacao de biofilmes na presenca de uma matriz extracelular altamente organizada,
as vezes densa, as vezes fina, cobrindo e interligando as hifas em varias partes dos biofilmes. A figura
16 representa o biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado no meio RPMI. Observou-se
uma biomassa compacta, formada por hifas cobertas em alguns pontos por grande quantidade de uma
matriz extracelular densa, dando muitas vezes, um aspecto enrugado a hifa (B, C e D). O mesmo pdde
ser visto nos biofilmes de T. rubrum ATCC 28189 formados nos meios BHI (Fig. 17) e DMEM (Fig.
18). Para essa cepa, os resultados da MEV foram concordantes com os resultados anteriores no que
diz respeito a biomassa e a producdo de matriz extracelular. Os trés meios foram 6timos para a
formacdo de biofilme por essa cepa, produzindo uma biomassa compacta e satisfatoria e material

polissacarideo em quantidade razoavel.
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Figura 16. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) do biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado em meio RPMI. As setas apontam
a matriz extracelular densa, dando um aspecto enrugado as hifas.
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Figura 17. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado em meio BHI. As setas apontam a matriz
extracelular.
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Figura 18. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum ATCC 28189 formado em DMEM com soro fetal bovino. As
setas apontam a matriz extracelular. Nota-se a presenca de artroconidios e microconidios presos ao material polissacaridico.
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As figuras 19, 20 e 21 representam os biofilmes maduros de T. rubrum 143 formados nos
meios RPMI, BHI e DMEM com soro fetal bovino, respectivamente. Nota-se também, nos trés meios,
a formacao de uma biomassa compacta e a presenca de material polissacaridico cobrindo e conectando

as hifas.

Figura 19. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum 143 formado em
meio RPMI. As setas apontam a matriz extracelular.
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Figura 20. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum 143 formado em meio BHI. As setas apontam a matriz
extracelular.
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Figura 21. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de T. rubrum 143 formado em meio DMEM com soro fetal bovino. As setas
apontam a matriz extracelular.
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As figuras 22, 23 e 24 mostram as topografias dos biofilmes maduros de T. mentagrophytes
ATCC 11481 formados nos meios RPMI, BHI e DMEM, respectivamente. Nota-se que a biomassa é
menos compacta e que a matriz € produzida em menor quantidade quando comparada aos demais
biofilmes, porém sdo produzidas em quantidades razoaveis. As hifas aparentam estar fortemente
entrelacadas, porém sdo mais espacadas. A matriz extracelular apresentou um aspecto mais fino no
biofilme de T. mentagrophytes ATCC 11481, formado em meio DMEM (Fig. 24). Nesse meio 0

material polissacaridico teve um aspecto de teia de aranha (Fig. 24 D, E).

Figura 22. Microscopia eletronica do biofilme maduro de T. mentagrophytes ATCC 11481 formado
em meio RPMI. As setas apontam a matriz extracelular.
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Figura 23. Microscopia eletronica do biofilme maduro de T. mentagrophytes ATCC 11481 formado em meio BHI. As setas apontam a matriz
extracelular.
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Figura 24. Microscopia eletrénica do biofilme maduro de T. mentagrophytes ATCC 11481 formado em meio DMEM. As setas apontam a matriz
extracelular.
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Por fim, as figuras 25, 26 e 27 mostram os biofilmes de T. mentagrophytes 66 formados nos
mesmos meios (RPMI, BHI e DMEM). A biomassa mostrou-se compacta e a matriz extracelular
aparentou mais fina do que a matriz mostrada nos biofilmes de T. rubrum e mais grossa que a de T.
mentagrophytes ATCC 11481. Nota-se também que h& poucas regides com acimulo de material

polissacaridico, que parece estar cobrindo as hifas como uma capa de protec&o.

Figura 25. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de T. mentagrophytes 66 formado
em meio RPMI. As setas apontam a matriz extracelular.
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Figura 26. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme maduro de T. mentagrophytes 66 formado em meio BHI. As setas apontam a matriz

extracelular.
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Figura 27. Microscopia eletronica de varredura do biofilme maduro de T. mentagrophytes 66 formado em meio DMEM. As setas apontam a matriz
extracelular.
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4.4.5. Microscopia confocal de varredura a laser

Inicialmente, a microscopia confocal foi feita apenas com os biofilmes formados pelas cepas
ATCC de T. rubrum e T. mentagrophytes, em meio RPMI. A biomassa foi comparada atraves de
secOes (Fig. 28), e A, B e C representam a base, 0 meio e o topo do biofilme maduro de T.
mentagrophytes ATCC 11481, enquanto D, E e F representam as mesmas sec¢oes do biofilme maduro
de T. rubrum ATCC 28189.

A Concanavalina A (ConA) cora a parede celular fungica e a matriz extracelular de verde
fluorescente intenso, enquanto FUN 1 cora as células ativas em vermelho (Fig. 29). As espessuras
dos biofilmes também foram medidas por microscépio confocal. T. rubrum ATCC teve espessura
maxima de 249.67 um; minima de 120 pm e uma espessura media de 172,27 um. Os biofilmes de T.
mentagrophytes ATCC tiveram espessura maxima de 134.82 pum, minima de 34,24 um e uma
espessura média de 65,51 um. A letra A representa uma secdo do biofilme maduro de T.
mentagrophytes ATCC 11481 com as hifas e o material polissacarideo corado de verde, as células
ativas de vermelho e uma imagem tridimensional, mostrando a sobreposi¢cdo dos dois corantes e a
espessura do biofilme. J& a letra B representa uma se¢do do biofilme maduro de T. rubrum ATCC
com as mesmas caracteristicas. Nota-se que o biofilme de T. rubrum ATCC produziu mais biomassa
e € mais espesso que o biofilme de T. mentagrophytes ATCC.

Posteriormente, a microscopia confocal foi feita com os biofilmes das quatro cepas formados
nos trés meios diferentes (RPMI, BHI e DMEM). As imagens capturadas pelo software LAS AF 1.8.2
build 1465 da Leica Microsystems (Fig. 30), mostram a parede celular fungica e a matriz extracelular
coradas em verde; as células ativas coradas em vermelho; a sobreposi¢cdo dos dois corantes (co-
localizagdo) e os cortes ortogonais, mostrando a espessura dos biofilmes em 3D nos trés meios
diferentes. As letras A, B e C representam os biofilmes de T. rubrum ATCC 28189 formados em

RPMI, BHI e DMEM, com espessuras de 94,67; 60,42 e 33,23 um, respectivamente. As letras D, E e
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F representam os biofilmes de T. rubrum 143, formados nos mesmos meios, com espessuras de 40,28;
34,24 e 41,31 um. G, H e | representam o biofilme maduro de T. mentagrophytes ATCC 11481
formado em RPMI, BHI e DMEM, com espessuras de 60,42; 42,3 e 39,28 pum. Por dltimo, J, Ke L
representam o biofilme de T. mentagrophytes 66, formado nos mesmos meios anteriores e com
espessuras de 60,55; 46,33 e 62,77 um. Os meios RPMI e DMEM, aparentemente, produziram
biofilmes mais espessos, enquanto o meio BHI visivelmente produziu biofilmes mais densos e
compactos.

Algumas caracteristicas como pH, niveis de nutrientes, forca i6nica e temperatura tém um
papel fundamental na adesdo de um microrganismo a um substrato (Donlan, 2002). Além das
caracteristicas do meio de cultura, a superficie celular e o substrato também sdo capazes de influenciar
a adesdo. Cowan e colaboradores (1991) mostraram que o0 aumento da concentracdo de nutrientes é
correlacionado ao aumento de adesdo de bactérias na formacéo do biofilme. Essa teoria corrobora com
0s resultados obtidos no presente trabalho, que indicaram que, no geral, os biofilmes produziram mais
biomassa e matriz extracelular quando formados nos meios RPMI e BHI, que s&o meios ricos em
nutrientes. Os fatores responsaveis pela adesdo dos dermatdfitos as varias superficies ainda ndo foram
bem elucidados, porém sabe-se que a habilidade de T. rubrum em aderir as células epiteliais deve-se
a acdo de adesinas carboidrato-especificas que sdo expressas na superficie dos microconidios
(Vermout et al., 2008).

Os primeiros conceitos de biofilmes para dermatofitos foram introduzidos por Burkhart e
colaboradores (2002) para explicar os dermatofitomas (massas circunscritas brancas e densas de
fungos que vivem entre e sob a placa ungueal). Os dermatofitomas sdo mais resistentes a terapia
tradicional e possuem mais de uma espécie fangica fortemente aderida a placa ungueal e que sobrevive
em achados histologicos. Nesse trabalho, foram descritas, pela primeira vez, as caracteristicas dos
biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes, formados em superficies abioticas. A habilidade de

adesdo e de formar biofilmes foi avaliada por meio de microscopia Optica, a fim de verificar a cinética
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de crescimento dos biofilmes nas superficies de poliestireno. O periodo de adeséo de T. rubrume T.
mentagrophytes nas placas corroborou com o descrito por Zurita & Hay (1987), que descreveram um
periodo de 3 a 4 horas para aderéncia maxima dos artroconidios de Trichophyton spp a queratinocitos
(Vermout et al., 2008). Os biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes foram capazes de se
desenvolver em todos os meios testados, porém, entre eles, BHI e RPMI, principalmente, mostraram-
se Otimos para o desenvolvimento dos biofilmes. O meio RPMI é comumente utilizado para a
formacdo de biofilmes in vitro por diversas espécies fungicas (Seidler, Salvenmoser & Muller, 2008;
Pires, Santos, et al., 2011; Sengupta et al., 2012; Peigian et al., 2013). J& o caldo BHI é mais utilizado
para a formacéo de biofilmes bacterianos (Fitzpatrick et al., 2002; Sandoe et al., 2003; Mirani et al.,
2012; Chang et al., 2015), porém ha descri¢cdes do seu uso para a formacdo de biofilmes fungicos
(Pitangui et al., 2012).

As mudangcas estruturais e fenotipicas associadas ao desenvolvimento de biofilmes maduros
contribuem para 0s microrganismos em varios aspectos no seu ciclo de vida. Entre esses beneficios
estdo incluidos a adesdo forte a superficies; colonizacdo dos tecidos do hospedeiro; a expressdo ou
aumento dos fatores de viruléncia; a protecdo contra o estresse; a captura eficiente de nutrientes; o
aumento da comunicacdo célula a célula; a dispersédo e a sobrevivéncia mediante condi¢Ges adversas

(Harding et al., 2009).
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Figura 28. Microscopia confocal dos biofilmes maduros de T. mentagrophytes ATCC 11481 e T. rubrum ATCC 28189. As imagens representam
as bases (A, D); o meio (B, E) e os topos dos biofilmes (C, F).
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Figura 29. Microscopia Confocal de Varredura a Laser dos biofilmes maduros de T. mentagrophytes ATCC 11481 (A) e T. rubrum ATCC 28189
(B). A Concanavalina A (ConA) cora a parede celular fungica e a matriz extracelular de verde fluorescente, enquanto FUN 1 cora a as células
ativas em vermelho.
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Figura 30. Microscopia confocal dos biofilmes maduros de T. rubrum ATCC 28189 (A, Be C), T.
rubrum 143 (D, E e F), T. mentagrophytes ATCC 11481 (G, H e I) e T. mentagrophytes 66 (J, Ke L),
formados em meio RPMI, BHI e DMEM, respectivamente. Em cada figura observa-se a parede
fungica e a matriz extracelular coradas em verde, as células ativas coradas em vermelho, a
sobreposicao das duas cores (co-localizacdo) e o corte ortogonal com a espessura dos biofilmes em
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4.4.6. Efeito dos farmacos antifingicos e dos derivados do &cido protocatecuico nas células

planctonicas

Como apresentado no item 4.3 e na Tabela 4, o protocatecuato de nonila foi o derivado do acido
protocatecuico que apresentou o melhor indice de seletividade. Sendo assim, para a avaliacdo dos
efeitos dos farmacos e dos compostos nas células plancténicas de duas cepas e dois isolados clinicos
do género Trichophyton, os in6culos foram preparados em meio RPMI 1640 e co-incubados por 72
horas com as soluc@es-trabalho do protocatecuato de nonila e dos farmacos fluconazol, terbinafina e
griseofulvina, nas seguintes concentragdes: nonila: 500 - 0.015 mg/L; fluconazol e griseofulvina: 512-
0.0625 mg/L e terbinafina: 32-0.001 mg/L. Também foram incluidos no ensaio os controles de
esterilidade (controle negativo) e o controle positivo (indculo sem tratamento). Apds esse periodo de
incubacdo, as atividades metabolicas das células planctdnicas foram quantificadas atraves do ensaio de
reducdo do XTT e as placas foram lidas em leitor de Elisa, no comprimento de onda de 492 nm. Em
razdo de ndo existir padronizacdo descrita, este trabalho adotou os critérios de inibi¢do para testes de
microdiluicdo em caldo (CLSI, M38-A2, 2008).

Para o fluconazol e a griseofulvina, foi considerada inibigéo, a reducdo de 50% da atividade
metabdlica em comparacdo ao controle positivo, livre do farmaco (100% de viabilidade) e, para a
terbinafina e o protocatecuato de nonila, a redugdo de 80% na atividade metabdlica. A interpretacdo
para o protocatecuato de nonila foi baseada nos resultados da concentracao fungicida minima, dispostos
nas Tabelas 2 e 3 que indicaram que, para todas as cepas testadas, nonila teve um comportamento
fungicida. Os dados foram analisados através da medida da densidade Optica, conforme previamente

descrito por Martinez & Casadevall (2006) para os biofilmes de Cryptococcus neoformans.
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Para o fluconazol, as concentracfes que inibiram o crescimento das células plancténicas nas
cepas e isolados de T. mentagrophytes 66, T. mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum ATCC 28189 e

T. rubrum 143 foram as maiores ou iguais a 16; 2; 64 e 16 mg/L, respectivamente (Fig. 31).

Figura 31. Efeito do fluconazol nas células planctonicas de Trichophyton spp. determinado pelo teste
de reducdo da atividade metabolica (XTT). Os dados representam a média e o desvio padréo obtidos
com a triplicata dos ensaios. Os asteriscos denotam reducdo significativa (*p<0.001) da atividade

metabolica em comparacdo ao controle livre do farmaco (CP).
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Para a griseofulvina, as concentracdes do farmaco que inibiram o crescimento das células
planctonicas das mesmas cepas e isolados clinicos anteriormente citadas foram as maiores ou iguais a

1;1; 2 e 0,25 mg/L (Fig. 32).

Figura 32. Efeito da griseofulvina nas células planctonicas de Trichophyton spp., determinado pelo
teste de reducdo da atividade metabdlica (XTT). Os dados representam a média e o desvio padrao
obtidos com a triplicata dos ensaios. Os asteriscos denotam reducdo significativa (*p<0.001) da
atividade metabolica em comparacédo ao controle livre do farmaco (CP).
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A terbinafina possui acdo fungicida contra os dermatéfitos (Grover e Khurana, 2012). O
documento M38-A2 preconiza que a regido de concentracdo inibitéria minima do dermatofito tratado
com aterbinafina deve conter uma inibicdo de crescimento correspondente a 80% ou mais. Sendo assim,
para esse farmaco, as concentracfes que inibiram o crescimento das células plancténicas de T.
mentagrophytes 66, de T. mentagrophytes ATCC 11481, T. rubrum ATCC 28189 e T. rubrum 143

foram maiores ou iguais a 0,06; 0,015; 0,25 e 0,125 mg/L (Fig. 33).

Figura 33. Efeito da terbinafina na prevencdo da formacdo de biofilmes de Trichophyton spp.
determinado pelo teste de reducdo da atividade metabdlica (XTT). Os dados representam a média e o
desvio padrdo obtidos com a triplicata dos ensaios. Os asteriscos denotam reducdo significativa
(*p<0.001) da atividade metabdlica em comparacgéo ao controle livre do farmaco (CP).
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Para o protocatecuato de nonila, as concentracdes acima ou iguais a 7,8 mg/L inibiram o
crescimento das células de T. mentagrophytes ATCC 11481. Para as demais cepas, as concentragdes
maiores ou iguais a 15,6 mg/L preveniram o crescimento das células plancténicas (Fig. 34). De acordo
com o demonstrado, os trés farmacos antifungicos e o protocatecuato de nonila foram capazes de
prevenir o crescimento das células de T. rubrum e T. mentagrophytes na mesma concentragdo dos

biofilmes.

Figura 34. Efeito do protocatecuato de nonila nas células plancténicas de Trichophyton spp.
determinado pelo teste de reducdo da atividade metabdlica (XTT). Os dados representam a média e 0
desvio padrdo obtidos com a triplicata dos ensaios. Os asteriscos denotam reducdo significativa
(*p<0.001) da atividade metabdlica em comparacéo ao controle livre do farmaco (CP).
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4.4.7. Efeito dos farmacos antifungicos e do derivado do acido protocatecuico frente aos biofilmes

pré-formados de dermatofitos

Na auséncia de metodologia padronizada para os testes de sensibilidade dos biofilmes
formados por fungos dermatéfitos, foi adotado o protocolo previamente descrito por Pierce e
colaboradores (2008) para biofilmes fungicos. Resumidamente, os biofilmes foram formados em
meio RPMI e, ap6s 72 h de crescimento, o liquido sobrenadante foi aspirado e o fluconazol,
griseofulvina, terbinafina e o protocatecuato de nonila, nas mesmas concentracdes descritas no item
4.4.6, foram adicionados. Apos incubacdo por mais 72 horas, a atividade metabdlica foi medida

atraves do ensaio de reducdo do XTT.

Os critérios de interpretacdo adotados foram os seguidos para os testes de microdiluicdo em
caldo e os mesmos do item 4.4.6: 50% de reducdo da atividade metabdlica para fluconazol e
griseofulvina e 80% de reducédo para terbinafina e protocatecuato de nonila, comparativamente ao

controle positivo (livre de fArmaco ou composto).
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Os biofilmes de todas as cepas e isolados clinicos que foram incubados com o fluconazol nas
diferentes concentracdes exibiram atividades metabdlicas similares aquelas observadas nos controles
positivos (p>0.05). Sendo assim, os biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes exibiram resisténcia

ao fluconazol segundo os critérios adotados (reducédo de 50% da atividade metabolica). (Fig.35).

Figura 35. Sensibilidade dos biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes expostos ao
fluconazol. Todos os biofilmes maduros mostraram-se resistentes a esse farmaco. Os dados
representam a média e o desvio padrdo obtidos com a triplicata dos ensaios (p>0.05).
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O mesmo aconteceu quando os biofilmes formados pelas quatro cepas foram incubados com
a griseofulvina, nas suas varias concentracdes (Fig.36). Para as duas cepas de T. mentagrophytes ndo
houve reducdo nas atividades metabdlicas nas diversas concentracdes de griseofulvina. Para as duas
cepas de T. rubrum, houve reducdo significante (p<0.001) da atividade metabodlica a partir da
concentracdo de 1 mg/L, porém ndo foi maior ou igual a 50%. Sendo assim, os biofilmes maduros das

quatro cepas foram resistentes a griseofulvina nas diversas concentragoes.

Figura 36. Sensibilidade dos biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes frente a
griseofulvina. Todos os biofilmes maduros mostraram-se resistentes a esse farmaco. *p<0.001
(reducdo significativa quando comparada ao controle positivo do teste sem farmaco — CP).
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As atividades metabolicas dos biofilmes maduros tratados com a terbinafina foram
representadas na Fig. 37. Houve reducéo significativa em diversas concentracGes quando comparadas
ao controle (p<0.001), porém, para todas as cepas e em todas as concentracfes testadas, a reducédo
méaxima da atividade metabdlica foi de 61%. Para T. mentagrophytes 66 e T. rubrum ATCC, a reducgéo
da atividade metabdlica foi menor que 50%. Para T. mentagrophytes ATCC, houve reducdo de 50%
na atividade metabolica a partir da concentracdo de 16 mg/L. Ja para a cepa clinica de T. rubrum, a
atividade foi reduzida a 50% a partir da concentracdo de 0,5 mg/L. Porém, para que esse farmaco seja
considerado potente contra o biofilme maduro desses fungos, a reducdo do metabolismo das células
deveria ser maior que 80%. Sendo assim, os biofilmes maduros de T. rubrum 143, de T. rubrum
ATCC, T. mentagrophytes ATCC e T. mentagrophytes 66 também se mostraram resistentes a

terbinafina.

Figura 37. Sensibilidade dos biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes frente a
terbinafina. Todos os biofilmes maduros mostraram-se resistentes a esse farmaco. *p<0.001 (reducao
significativa quando comparada ao controle positivo do teste sem farmaco — CP).
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O protocatecuato de nonila causou a maior diminuicdo das atividades metabdlicas dos
biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes. Para os biofilmes maduros de T. rubrum ATCC
28189, T. rubrum 143, T. mentagrophytes ATCC 11481 houve reducéo da atividade metabdlica maior
que 80% nas concentracbes do composto maiores ou iguais a 125 mg/L. Para o biofilme de T.
mentagrophytes 66, houve reducdo de 80% da atividade metabolica na concentracdo correspondente
a 500 mg/L (Fig.38). Os resultados mostraram que o protocatecuato de nonila apresentou melhor
atividade anti-biofilme que todos os farmacos antifungicos testados. Contudo, nas concentrac@es onde
ocorre a morte de mais de 80% das células ou a diminuicdo de 80% da atividade metabdlica celular,
esse composto apresentou-se toxico para as linhagens de queratindcitos (HaCat e NHOK) e de
hepatomas humanos (HepG2).

Figura 38. Sensibilidade dos biofilmes maduros de T. rubrum e T. mentagrophytes frente ao
protocatecuato nonila, que reduziu significantemente a atividade metabdlica dos biofilmes maduros
de T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum 143 e T. mentagrophytes ATCC 11481 nas concentracdes

maiores ou iguais a 125 mg/L. A atividade metabdlica do biofilme de T. mentagrophytes 66 foi
reduzida em 80% na concentracdo de 500 mg/L. *p<0.001
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4.4.8. Comparacdo entre as células planctonicas e em formato biofilme quanto a sensibilidade aos

farmacos antifangicos e ao derivado do acido protocatecuico

As sensibilidades das células planctdnicas aos farmacos antifingicos e ao derivado do acido
protocatecuico foram comparadas as células em formato biofilme. Para isso, as porcentagens das

atividades metabdlicas foram calculadas de acordo com a seguinte equacao:

% de atividade metabolica = (média da absorbancia x 100) / média do controle positivo (sem

tratamento)

A Figura 39 mostra os resultados da comparacao entre células plancténicas e em formato
biofilme das cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes apds o tratamento com fluconazol. Para todas
as cepas, as células planctdnicas mostraram-se mais sensiveis ao tratamento com esse farmaco do que
as células em formato biofilme. Para a griseofulvina, enquanto os biofilmes mostraram-se resistentes
a todas as concentragdes testadas (viabilidade maior que 50%), as células planctdnicas tiveram a
porcentagem de atividade metabolica reduzida em 50% ou mais nas concentrac@es iguais ou maiores
que 1 mg/L para T. mentagrophytes 66 (Fig. 40A); 0,125 mg/L para T. mentagrophytes ATCC 11481
(Fig. 40B); 256 mg/L para T. rubrum 143 (Fig. 40C) e 2 mg/L para T. rubrum ATCC 28189 (Fig.
40D).

O tratamento dos biofilmes e das células plancténicas com a terbinafina mostrou um perfil
semelhante ao do tratamento com os demais farmacos (Fig.41). Ja o tratamento com o protocatecuato
de nonila mostrou excelente atividade tanto para as células planctonicas, quanto para os biofilmes
(Fig. 42). Para as duas cepas e os dois isolados clinicos testados, nas concentra¢fes iguais ou maiores
que 125 mg/L, nonila reduziu em 80% ou mais a viabilidade tanto das células plancténicas, quanto

dos biofilmes (p>0.05), mostrando que, nessas concentragdes pode ser considerado um protétipo anti-
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dermatofito potente, inibindo o crescimento das células planctonicas testadas na mesma concentragdo
dos biofilmes e matando os biofilmes maduros. O ponto negativo é que, nessas concentracdes, a nonila
apresentou toxicidade contra as células testadas, sendo assim, é preciso descobrir maneiras de tornar
esse composto menos toxico, seja por modificacdo em sua estrutura, ou por incorporacdo da molécula
a sistemas nanoestruturados. Com relacdo a esses sistemas nanoestruturados, sabe-se que
antimicrobianos em nano escala podem ser designados a ter uma alta afinidade para bactérias ou
fungos, atravessar barreiras ou mecanismos de resisténcia e, aléem disso, aumentar a atividade
antimicrobiana. Por outro lado, 0s nanomateriais podem ser projetados para oferecer o
desenvolvimento de farmacos de forma sustentada, controlada e orientada para evitar efeitos
colaterais sistémicos adversos associados (Landriscina, Rosen & Friedman, 2015). Dentro desse
contexto, diversos autores vém demonstrando que a encapsulacdo de farmacos e compostos aumenta
suas atividades antimicrobianas (Choudhary & Kusum Devi, 2015; Halevas et al., 2015; Parmar,

Misra & Mohanty, 2015; Svetlichny et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Svetlichny%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25980176
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Figura 39. Comparacao entre as células planctonicas e em formato biofilme de Trichophyton sp., tratados com fluconazol. A porcentagem de atividade
metabdlica for determinada através do ensaio de reducdo do XTT. Para todas as cepas, as células plancténicas mostraram-se mais sensiveis que as
células em formato biofilme, em diferentes concentracdes do farmaco. Os asteriscos denotam reducao significativa (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001)
da porcentagem de atividade metabdlica das células plancténicas em comparagdo a porcentagem de atividade metabolica dos biofilmes tratados com
a mesma concentracao do farmaco.
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Figura 40. Comparacdo entre as células plancténicas e em formato biofilme de Trichophyton sp., tratados com griseofulvina. A porcentagem de
atividade metabdlica for determinada através do ensaio de reducdo do XTT. Para todas as cepas, as células planctdnicas mostraram-se mais sensiveis
que as células em formato biofilme, em diferentes concentracdes do farmaco. Os asteriscos denotam reducédo significativa (*p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001) da porcentagem de atividade metabdlica em comparagdo a porcentagem de atividade metabdlica dos biofilmes tratados com a mesma
concentracdo do farmaco.
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Figura 41. Comparacdo entre as céelulas planctonicas e em formato biofilme de Trichophyton sp., tratados com terbinafina. A porcentagem de
atividade metabdlica for determinada através do ensaio de reducdo do XTT. Para todas as cepas, as células plancténicas mostraram-se mais sensiveis
que as células em formato biofilme, em diferentes concentracdes do farmaco. Os asteriscos denotam reducédo significativa (*p<0.05; **p<0.01;
***n<0.001) da porcentagem de atividade metabdlica em comparacdo a porcentagem de atividade metabdlica dos biofilmes tratados com a mesma
concentragdo do farmaco.
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Figura 42. Comparacgdo entre as células plancténicas e em formato biofilme de Trichophyton sp., tratados com o protocatecuato de nonila. A
porcentagem de atividade metabdlica for determinada através do ensaio de reducdo do XTT. Para todas as cepas, as células planctbnicas nas
concentragdes iguais ou acima de 125 mg/L mostraram-se tdo sensiveis quanto as células em formato biofilme (p>0.05). Os asteriscos denotam
reducdo significativa (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001) da porcentagem de atividade metabdlica das células plancténicas em comparacdo a
porcentagem de atividade metabdlica dos biofilmes tratados com a mesma concentra¢do do composto.
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4.4.9. Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos biofilmes tratados

Para melhor observacdo dos danos causados pelos farmacos e pelo composto aos biofilmes dos
dermatofitos, foi realizada a microscopia eletronica de varredura. Os biofilmes foram formados em
placas de 24 pocos e co-incubados com as solugdes de trabalho dos farmacos e do composto derivado
do &cido protocatecuico e preparados para a microscopia. Para todas as cepas e isolados clinicos, as
concentracgdes utilizadas foram: 512 mg/L para fluconazol e griseofulvina; 32 mg/L para terbinafina e
250 mg/L para o protocatecuato nonila, de acordo com os resultados dispostos no item 4.4.7.

Na Fig. 43, as letras A, B, C e D mostram a topografia do biofilme de T. rubrum ATCC 28189
tratado com fluconazol e as letras E, F, G e H mostram o biofilme da mesma cepa tratado com
griseofulvina. O fluconazol ndo causou nenhum dano a estrutura do biofilme; as hifas continuaram
intactas e observou-se concentracao de matriz extracelular espessa conectando e cobrindo as hifas em
toda a extensdo do biofilme. Ja no biofilme tratado com griseofulvina, é possivel visualizar alguns
poucos danos através da presenca de hifas murchas e com paredes celulares colabadas, porém a maioria
das hifas continuaram intactas, circundadas por material polissacaridico. A Fig. 44 mostra o biofilme
do mesmo fungo tratado com terbinafina (A, B, C e D) e o protocatecuato de nonila (E, F, G e H). A
terbinafina aparentemente ndo causou danos as hifas, ao contrario, a grande maioria permaneceu
intacta e observou-se uma enorme quantidade de matriz extracelular. Nonila causou danos graves ao
biofilme de T. rubrum ATCC 28189. E possivel observar hifas murchas, pouca presenca de matriz
extracelular e paredes colabadas em toda a extensdo do biofilme.

A Fig. 45 mostra os biofilmes pré-formados de T. rubrum 143 tratados com fluconazol (A, B,
C e D) e griseofulvina (E, F, G e H). O fluconazol ndo causou danos ao biofilme; as hifas
permaneceram intactas e cobertas por uma grande quantidade de matriz extracelular (Fig. 45B, C e
D). Ja no biofilme tratado com a griseofulvina, foram observados danos razoaveis, com algumas hifas

murchas se intercalando com as hifas intactas. A matriz extracelular aparentou-se grossa, sem danos e
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notou-se uma leve presencga de microconidios e artroconidios, alguns preservados e outros destruidos
(Fig. 45 F e G). Os biofilmes de T. rubrum 143 tratados com terbinafina e nonila sdo mostrados na
Fig.46. A, B, C e D representam o biofilme maduro da cepa clinica de T. rubrum tratado com
terbinafina. Observa-se que a maioria das hifas est4 destruida no meio de uma minoria intacta. Nota-
se uma quantidade muito pequena de material polissacaridico. Assim como na cepa ATCC, o
protocatecuato de nonila (Fig.46 E, F, G e H) também causou danos graves ao biofilme de T. rubrum
143. A grande maioria das hifas mostrou-se destruida, porém ainda se observa a presenca de hifas

intactas (Fig.46H).
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Figura 43. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. rubrum ATCC 28189 tratado com fluconazol (A, B, C e D) e griseofulvina (E,
F, G e H). O Fluconazol ndo causou nenhum dano a estrutura do biofilme, enquanto a griseofulvina causou danos leves, deixando a maioria das

hifas intacta. As setas apontam para a matriz extracelular.
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Figura 44. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. rubrum ATCC 28189 tratado com terbinafina (A, B, C e D) e nonila (E, F, G e
H). A terbinafina aparentemente ndo causou danos a estrutura do biofilme. Nota-se a presenca de uma grande quantidade de matriz extracelular.
O protocatecuato de nonila causou danos graves as hifas, com provavel extravasamento de contetdo citoplasmatico, colabamento das paredes e

danos a matriz.
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Figura 45. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. rubrum 143 tratado com fluconazol (A, B, C e D) e griseofulvina (E, F, G e H).
O fluconazol ndo causou dano ao biofilme; as hifas permaneceram intactas e cobertas por uma gquantidade razoavel de matriz extracelular. No
tratamento com a griseofulvina observam-se danos razoaveis, com hifas murchas se intercalando com hifas intactas. A matriz extracelular
apresentou aparéncia grossa, sem possiveis danos. Notou-se presenca de microconidios e artroconidios, alguns preservados e outros destruidos

(Fig. 42 Fe G).
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Figura 46. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. rubrum 143 tratado com terbinafina (A, B, C e D) e nonila (E, F, G e H). No
tratamento com a terbinafina observa-se que a maioria das hifas estdo destruidas e uma minoria permanece intacta. Nota-se uma quantidade muito
pequena de material polissacaridico. O protocatecuato de nonila também causou danos graves ao biofilme de T. rubrum 143 (E, F, G, H). A grande
maioria das hifas mostrou-se destruida, porém ainda observa-se a presenca de hifas intactas (H).
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A Fig.47 mostra o biofilme maduro de T. mentagrophytes ATCC 11481 tratado com fluconazol
(A, B, C, D) e griseofulvina (E, F, G, H). Ambos os farmacos ndo causaram danos a estrutura dos
biofilmes, porém parecem ter estimulado a producdo de microconidios. Nota-se a presenca de matriz
extracelular. A Fig.48 mostra os biofilmes maduros da mesma cepa ap6s a incubagdo com terbinafina
(A, B, C, D) e o protocatecuato de nonila (E, F, G, H). Ambos os farmacos causaram danos a estrutura
dos biofilmes, porém ainda é possivel ver hifas intactas. Nos biofilmes tratados com a nonila ainda
podem ser observadas estruturas redondas, pequenas, semelhantes a microconidios atrofiados. No
entanto, essas estruturas menores produzidas ao longo da extensdo das hifas dos biofilmes também
podem ser sugestivas de vesiculas extracelulares (VE), principalmente pelo seu tamanho. Essas
vesiculas podem ter sido secretadas apds o estresse provocado pelo contato do composto com o
biofilme. A literatura reporta a presenca de VE nos sobrenadantes de cultura de fungos como C.
albicans (Vargas et al., 2015; Wolf et al., 2015), C. neoformans (Wolf et al., 2014), H. capsulatum
(Albuquerqgue et al., 2008), P. brasiliensis (Vallejo et al., 2011) e Malassezia sympodialis (Gehrmann
et al., 2011). Sabe-se que, nas infec¢des flngicas, 0s mecanismos secretdrios tém um papel chave na
viruléncia e que a identificacdo dessas moléculas associadas a essas vesiculas e a secrecdo €
fundamental (Brown et al., 2015; Vargas et al., 2015). Foi reportado que cepas mutantes, com
alteracfes nas vias de secrecdo, sdo menos virulentas em modelos murinos de candidiase e também
tém alterac@o na ramificagéo e na formacéo de biofilmes (Newport et al., 2003; Thomas, Lopez-Ribot
& Lee, 2009; Vargas et al., 2015).

As Fig.49 e 50 mostram os biofilmes da cepa clinica de T. mentagrophytes 66 tratados com
fluconazol (Fig. 49 A, B, C, D), griseofulvina (Fig. 49 E, F, G, H), terbinafina (Fig. 50 A, B, C,D) e
nonila (Fig. 50 E, F, G, H), respectivamente. Era esperado que o fluconazol ndo causasse danos aos
biofilmes de T. mentagrophytes 66, porém, Fig.49D, é possivel ver algumas poucas hifas murchas e
com as paredes celulares colabadas. Nota-se também a presenca de raros artrosporos. Quando em

contato com a griseofulvina, poucos danos sdo notados, porém observa-se producdo de inUmeros
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artrosporos ao longo de toda a extensdo do biofilme, semelhantes a um cacho de uva (Fig.49 F e H).
Sabe-se que os artrosporos sdo formados pela fragmentacdo da hifa durante o cultivo prolongado,
diferente dos microconidios, que aparecem no final dos conidiéforos, que sdo formados nas laterais
das hifas. Ja os artroconidios sdo definidos como uma desarticulagcdo geneticamente programada do
septo da hifa formando artrosporos de cadeia curta, de forma esférica ou oval. Além disso, eles séo
celulas metabolicamente ativas, ricas de vacutolos lipidicos e organelas intracelulares e séo resistentes
a alguns antifingicos, como a griseofulvina, e a condi¢6es adversas do ambiente (Coelho et al., 2008).
Ja é reportada na literatura a capacidade que os esporos de T. mentagrophytes tém de permanecerem
viaveis quando expostos a diferentes concentracdes de alguns antifungicos como clotrimazol,
griseofulvina, nitrato de miconazol e nistatina (Hashimoto & Blumenthal, 1978).

Na Fig.50 é possivel notar poucos danos causados pela terbinafina (A, B, C e D) ao biofilme
de T. mentagrophytes 66. As hifas danificadas sdo melhor notadas nas Fig. 50C e D. Também nestas
é possivel ver artroconidios se diferenciando em artrosporos. Por fim, as Fig. 50 E, F, G e H, mostram
os biofilmes dessa mesma cepa tratados com o protocatecuato de nonila, que foi o Unico agente capaz
de danificar os biofilmes dessa linhagem. Nas figuras F, G e H observamos uma destruicdo total das
hifas, indicando que houve extravasamento de material intracelular, resultando em colabamento das
paredes celulares. A grande maioria dos resultados da MEV foi concordante com os resultados obtidos

no item 4.4.7, nas mesmas concentracdes de testadas.
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Figura 47. Microscopia eletrénica de varredura do biofilme de T. mentagrophytes ATCC 11481 tratado com fluconazol (A, B, C e D) e
griseofulvina (E, F, G e H). Os farmacos ndo causaram danos a estrutura dos biofilmes, porém parecem ter estimulado a producao de microconidios.

As setas denotam a presenca de matriz extracelular.
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Figura 48. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. mentagrophytes ATCC 11481 tratado com terbinafina (A, B, C e D) e nonila (E,
F, G e H). Ambos causaram danos a estrutura dos biofilmes, porém ainda é possivel observar estruturas intactas. No biofilme tratado com a nonila
também foram observadas estruturas redondas, semelhantes microconidios atrofiados (seta amarela). As setas brancas apontam para a matriz

extracelular.
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Figura 49. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. mentagrophytes 66 tratado com fluconazol (A, B, C e D) e griseofulvina (E, F,
G e H). Era esperado que o fluconazol ndo causasse danos aos biofilmes de T. mentagrophytes 66, porém, a Fig. 46D, mostra algumas poucas hifas
murchas e com as paredes celulares colabadas. Nota-se também a presenca de raros artrosporos. Quando em contato com a griseofulvina, poucos
danos séo notados, porém observa-se producdo do que parece ser inimeros artrosporos ao longo de toda a extensdo do biofilme, semelhantes a um

cacho de uva (Fig.46F e H).
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Figura 50. Microscopia eletronica de varredura do biofilme de T. mentagrophytes 66 tratado com terbinafina (A, B, Ce D) e nonila (E, F, G e
H). Nessa figura é possivel notar poucos danos causados pela terbinafina (A, B, C e D) ao biofilme de T. mentagrophytes 66. As hifas danificadas
sdo mais bem notadas em C e D. Também nestas, € possivel observar alguns artroconidios se diferenciando em artrosporos. E, F, G e H, mostram
os biofilmes da mesma cepa tratados com o protocatecuato de nonila, o Gnico agente capaz de danificar os biofilmes dessa linhagem. Nas figuras
F, G e H observamos uma destruicéo total das hifas, indicando que houve extravasamento de material intracelular, resultando em colabamento das

paredes celulares.
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4.4.10. Microscopia confocal de varredura a laser dos biofilmes pré-formados tratados

A terbinafina foi o antifungico que teve melhor acéo sobre os biofilmes entre todos os farmacos
testados, pois apesar de ndo té-los destruido, em algumas cepas causou diminui¢do significante da
atividade metabdlica quando comparadas aos controles positivos (ndo tratados). J& o protocatecuato
de nonila mostrou excelente atividade contra os biofilmes pré-formados, sendo assim, a microscopia
confocal dos biofilmes tratados com este composto e com terbinafina foi realizada, a fim de verificar
a possivel influéncia desses na espessura dos biofilmes. As Fig. 51 e 52 mostram os cortes ortogonais,
em 3D, na magnificagdo de 40X, indicando as espessuras dos biofilmes pré-formados, corados com
FUN 1 e Concanavalina A. Diante dos resultados apresentados, os tratamentos causaram diminui¢ao
das espessuras dos biofilmes formados por T. mentagrophytes 66, T. mentagrophytes ATCC 11481 e
T. rubrum ATCC 28189, porém ndo diminuiram a espessura dos biofilmes formados por T. rubrum
143.

A microscopia confocal também foi realizada com o objetivo de verificar a existéncia de
regides com alta atividade metabdlica nos biofilmes tratados. A Fig. 53 apresenta imagens em
diferentes magnificacGes (40X, 60X e 100X) dos biofilmes pré-formados de T. mentagrophytes e T.
rubrum, tratados com terbinafina e nonila. De maneira geral, em todos os biofilmes tratados houve a
presenca de regides com células vidveis, sendo assim, nenhum biofilme tratado com a terbinafina e,
principalmente com a nonila, apresentou 100% de morte celular. A quantidade de células viaveis

dependeu da cepa e do tratamento.
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Figura 51. Cortes ortogonais em 3D, indicando a espessura dos biofilmes de T. mentagrophytes com e sem tratamento. A, B e C representam 0s
biofilmes de T. mentagrophytes 66 sem tratamento, tratados com terbinafina e nonila e com espessuras de 60,55; 30,21 e 39,28 um, respectivamente.
D, E e F indicam os biofilmes de T. mentagrophytes ATCC néo tratados (60,42 um), tratados com terbinafina (41,29 pm) e nonila (25,18 um).
Para as duas cepas de T. mentagrophytes, os tratamentos com ambos os farmacos causaram diminuicdo na espessura dos biofilmes.

Controle Terbinana ) Nonila
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Figura 52. Cortes ortogonais em 3D, indicando a espessura dos biofilmes de T. rubrum com e sem tratamento. A, B e C representam os biofilmes
de T. rubrum 143 sem tratamento; tratados com terbinafina e nonila e com espessuras de 40,28; 41,32 e 40,28 um, respectivamente. D, Ee F
indicam os biofilmes de T. rubrum ATCC ndo tratados (94,67 um), tratados com terbinafina (33,23 pum) e com nonila (39,28 um). Os tratamentos
com ambos os farmacos causaram diminui¢do apenas na espessura dos biofilmes de T. rubrum ATCC 28189. Para a T. rubrum 143 ndo houve
reducdo

Controle Terbinafina Nonila
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Figura 53. Microscopia confocal dos biofilmes tratados em diferentes magnificacdes. A representa o biofilme de T. mentagrophytes 66 tratado
com terbinafina na magnificacdo de 40X, enquanto B representa o biofilme da mesma cepa tratado com nonila, na magnificagdo de 60X. C
representa o biofilme de T. mentagrophytes ATCC 11481 tratado com terbinafina (40X) e D representa 0 mesmo biofilme tratado com nonila, na
magnificagdo de 100X. E e F mostram os biofilmes de T. rubrum 143 tratados com terbinafina e nonila, respectivamente (100X), enquanto G e H
mostram os biofilmes pré-formados de T. rubrum ATCC 28189 tratados com terbinafina e nonila. As setas apontam regides com a presenca de
celulas viaveis. Todos os biofilmes tratados apresentaram regiGes com atividade metabdlica, sendo assim, nenhum dos farmacos e compostos

testados causou 100% de morte celular.

10,! pm
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O conceito de biofilmes é bem suportado na literatura ao tratar-se de bactérias e leveduras. No
entanto, os fungos filamentosos também sdo capazes de formar biofilmes. Somente alguns relatos
sobre biofilmes de fungos filamentosos séo encontrados na literatura (Mowat et al., 2007; Mowat et
al., 2009; Machado Vila, Sousa Quintanilha & Rozental, 2015; Nazik et al., 2015; Perdoni et al.,
2015; Vila, Rozental & De Sa Guimaraes, 2015). De acordo com Harding e colaboradores (2009) a
explicacdo para o pouco numero de relatos deve-se ao fato dos fungos filamentosos ndo se encaixarem,
como as leveduras, nas definicdes restritivas de biofilmes baseados nos modelos bacterianos e, devido
a isso, foram propostos novos critérios que expandem os conceitos sobre os biofilmes.

Na investigacdo da resisténcia dos biofilmes fangicos, atualmente é utilizado o método
colorimétrico do XTT, que mede a atividade metabdlica coletiva das células em formato de biofilme.
E considerado um método n3o invasivo para a comunidade de microrganismos, além de requerer um
minimo de p6s processamento quando comparado a outros métodos (Pierce et al., 2008; Ramage et
al., 2012).

Sabe-se que varias espécies de fungos que formam biofilmes sdo mais resistentes aos
antifangicos (Fanning & Mitchell, 2012). A resisténcia dos biofilmes fungicos é multifacetada e
envolve barreiras fisicas, bem como alguns processos regulatérios complexos, sendo assim, diferentes
mecanismos de resisténcia sdo utilizados dependendo da fase de desenvolvimento do biofilme
(Ramage et al., 2012). As bombas de efluxo s&o utilizadas durante a fase inicial até a fase intermediaria
de desenvolvimento e sdo abandonadas quando a matriz extracelular se forma para dificultar e reter a
penetracdo do antimicrobiano na estrutura do biofilme. Além disso, a densidade do biofilme maduro
também pode agir como barreira fisica, beneficiando a comunidade de microrganismos. Nos biofilmes
formados por fungos filamentosos, durante o crescimento das hifas a biossintese do ergosterol é
regulada pelo tratamento antifangico. Nos biofilmes mais densos, onde a penetracdo dos farmacos é
possivel, as células persistentes garantem a sobrevivéncia através da acdo de proteinas de estresse

global, que garantem a protecdo e a manutencdo dos biofilmes (Ramage et al., 2012).
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Nesse trabalho, trés farmacos (fluconazol, griseofulvina e terbinafina) e o composto derivado
do 4&cido protocatecuico com melhor indice de seletividade (nonila) foram testados quanto a
capacidade de prevenir o crescimento das células planctonicas e de destruir os biofilmes pré-formados.
Os farmacos antifangicos testadas foram mais efetivos contra as células plancténicas do que contra 0s
biofilmes de T. rubrum e T. mentagrophytes; o protocatecuato de nonila apresentou atividade potente
para ambos os formatos, porém apresentou-se toxico para as células humanas nessas concentragoes.
A capacidade de resisténcia dos biofilmes pode explicar a infeccdo persistente, as recidivas e 0
tratamento longo que é requerido nas dermatofitoses, especialmente nas onicomicoses. Sendo assim
a caracterizacdo dos biofilmes formados por esses patdgenos é uma ferramenta de extrema
importancia para a possivel revisdo das doses dos antifungicos e do tempo de tratamento, assim como

para a descoberta de novos alvos para novos farmacos antifangicos.

4.5. ATIVIDADE in vitro DA COMBINACAO ENTRE TERBINAFINA E O PROTOCATECUATO

DE NONILA CONTRA T. rubrum e T. mentagrophytes

Entre os farmacos testados contra os biofilmes, a terbinafina foi o que melhor conseguiu
reduzir a porcentagem de atividade metabdlica, causando danos em alguns biofilmes de T. rubrum e
T. mentagrophytes. Tendo em vista que o protocatecuato de nonila foi potente tanto para as células
planctonicas, quanto para as em formato de biofilme, € interessante a verificacdo da interacao entre
esse farmaco e o composto. Sendo assim, essa interacdo foi testada inicialmente nas células
planctonicas. Os resultados da combinacao entre terbinafina e o protocatecuato de nonila contra duas
cepas ATCC de T. rubrum e T. mentagrophytes estdo dispostos na Tabela 5. Os valores de ICIF
sugerem que a combinag&o entre o farmaco e o composto tem uma interacdo indiferente tanto para T.
rubrum quanto para T. mentagrophytes. Nota-se ainda, que apesar disso, a combinagéo reduziu em 60
vezes o valor de CIM da terbinafina, porém aumentou em duas vezes o valor de CIM da nonila, quando
comparados aos CIM’s do farmaco e do composto sozinhos em T. rubrum ATCC 28189. Ja na cepa

de T. mentagrophytes ATCC 11481, o valor de CIM da terbinafina em combinacdo permaneceu o
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mesmo que o CIM do farmaco sozinho; no entanto, o CIM da nonila em combinacéo foi reduzido
quatro vezes quando comparado ao valor de concentracao inibitoria minima do composto sozinho.

Para este teste ndo foi possivel realizar a analise estatistica, uma vez que foi feito apenas um
experimento independente em duplicata, com resultados semelhantes. E necessério realizar mais
replicatas, bem como testar com outras cepas ATCC e isolados clinicos, para que se comprove a
indiferenca da combinacao.

Os protocatecuatos de pentila, hexila, heptila, octila e nonila foram testados em combinagéo
com o fluconazol contra cepas ATCC e isolados clinicos de T. rubrum e T. mentagrophytes por Soares
e colaboradores (2014). Apenas a combinacdo entre nonila e fluconazol produziu efeito sinérgico
contra um isolado clinico de T. mentagrophytes. Nos demais dermatofitos testados, a combinacgéo
entre nonila e terbinafina produziu efeito indiferente (aditivo). Os demais derivados do é&cido
protocatecuico quando em combinacdo com o mesmo farmaco produziram interacGes indiferentes,
corroborando com os resultados do presente trabalho.

Tabela 5. Interacdo entre terbinafina e o protocatecuato de nonila contra T. rubrum e T.
mentagrophytes

Microrganismo CIM (mg/L) ICIF
T N T/N
Tr ATCC 28189 0,06 2 0,001/4 2
Tm ATCC 11481 0,06 4 0,06/1 1,25

CIM = Concentragdo inibitéria minima; ICIF = indice de concentracdo inibitdria fracionada; T =
Terbinafina; N = Nonila; T/N = Terbinafina em combina¢cdo com a nonila; Tr = T. rubrum; Tm = T.
mentagrophytes.
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Diversos estudos tém testado in vitro a terbinafina sozinha e em combinacdo contra varias
espécies fangicas. Li, Wan & Li (2014) verificaram uma interacdo sinérgica da terbinafina em
combinagdo com o itraconazol contra Phialophora verrucosa, fungo agente da cromoblastomicose.
Simonetti e colaboradores (2014) testaram a combinacdo entre o peptideo IB-367 e os farmacos
fluconazol, itraconazol e terbinafina contra T. rubrum, T. mentagrophytes e M. canis. A combinacéo
reduziu os valores de CIM da terbinafina e do itraconazol; além disso, houve sinergismo em 25% dos
dermatofitos testados com a combinacdo 1B-367/Terbinafina. Nyilasi e colaboradores (2014)
investigaram o efeito da combinacdo entre estatinas e diversos antifungicos comerciais contra T.
rubrum, T. mentagrophytes, M. canis e M. gypseum. As combinacfes entre sinvastatina e cetoconazol
e sinvastatina e terbinafina foram ativas para todos os dermatofitos testados, apresentando um efeito
sinérgico contra todos os isolados clinicos. Biancalana e colaboradores (2011) verificaram a interacéo
entre a terbinafina e anfotericina B, itraconazol e voriconazol contra hifas e conidios de fungos
demaceos. Os resultados mostraram 100% de interacfes sinérgicas entre a terbinafina, os azois e a
anfotericina B.

A combinacao entre dois ou mais farmacos tem suas vantagens e desvantagens. Essa interacao
pode resultar em aumento da eficacia, amplo espectro de atividade e melhor tolerancia do paciente
(Santos & Hamdan, 2006), contudo, ndo é tdo simples como parece. A combinacdo de terapias
antifangicas também pode reduzir a capacidade antimicrobiana e a eficécia clinica, além de aumentar
0 potencial para interacdo entre farmacos e toxicidade, sendo assim, € importante avaliar criticamente

0 papel da terapia em combinacdo (Johnson et al., 2004).
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Parte Il: Avaliacdo in vitro da atividade antifungica de nanoparticulas de Oxido nitrico e do

efinaconazol (Jublia®) contra células plancténicas e biofilmes de T. rubrum.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Verificar o potencial antifungico in vitro de nanoparticulas de oxido nitrico (NO-np) e de

efinaconazol a 10% (Jublia®) contra as formas planctonicas e biofilmes de T. rubrum.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a susceptibilidade de nanoparticulas de oxido nitrico (NO-np) e de Efinaconazol
(Jublia®) contra a cepa ATCC MY A-4438 e um isolado clinico de T. rubrum, utilizando como

controle os farmacos terbinafina e fluconazol;

e Avaliar o efeito da combinacdo entre NO-np, terbinafina e efinaconazol em células
planctonicas de T. rubrum e verificar os possiveis danos nos microconidios e nas hifas através

de microscopia de transmisséo;

e Verificar a citotoxicidade das nanoparticulas de oxido nitrico em linhagens celulares HaCat

(queratindcitos de pele humana);

e Caracterizar a formacdo de biofilmes pela cepa ATCC MY A-4438 e pelo isolado clinico de T.

rubrum;

e Auvaliar a sensibilidade in vitro das nanoparticulas de 6xido nitrico, efinaconazol, fluconazol e

terbinafina contra as células plancténicas e biofilmes de T. rubrum.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. AMOSTRAGEM

Na segunda parte desse trabalho, foi utilizada a cepa de T. rubrum ATCC MYA-4438,
gentilmente cedida pelo Dr. Mahmoud Ghannoum, da Case Western Reserve University de Cleveland,
Ohio, Estados Unidos e um isolado clinico proveniente de um paciente do Montefiore Medical Center,
Bronx, NY, EUA e pertencente & colecdo do laboratdrio do Prof. Dr. Joshua Nosanchuk, do
Departamento de Doencas Infecciosas da Albert Einstein College of Medicine, Bronx, New York,

EUA.

6.2. CULTIVO

Todas as amostras foram mantidas em agar Sabouraud dextrose (DIFCO), acrescido de

cloranfenicol a 0,1% e incubadas a temperatura de 28°C por até 15 dias (Costa-Orlandi et al., 2012).

6.3. OBTENCAO DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO NIiTRICO (NO-np)

As nanoparticulas foram sintetizadas em colaboracdo com o grupo de pesquisa do Dr. Joel M.
Friedman e Dr. Adam Friedman, dos Departamentos de Fisiologia e Biofisica e Nanodermatologia da
Albert Einstein College of Medicine, da Yeshiva University. Em resumo, um composto de hidrogel de
silano foi sintetizado utilizando uma mistura de tetrametilortosilano (TMOS) (Sigma-Aldrich), acido
cloridrico (HCI) 1mM, polietilenoglicol, quitosana, glicose e nitrito de s6dio em 0.5 mM de tampéo
fosfato de sodio (pH=7). O nitrito foi reduzido dentro da matriz com os elétrons gerados termicamente
a partir da glicose. Apoés a reacdo de redox, os ingredientes foram combinados e secos com o auxilio de
um liofilizador, resultando em um pé fino composto por nanoparticulas contendo 6xido nitrico. As NO-

np permanecem estaveis nesta forma por mais de 1 ano & temperatura ambiente. Uma vez expostas a
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um ambiente aquoso, as propriedades do composto de hidrogel permitem a abertura dos canais de agua
no interior das particulas, facilitando a liberagdo do 6xido nitrico retido durante periodos de tempo
prolongados. Como controle, também foram sintetizadas nanoparticulas sem a adi¢cdo de 6xido nitrico

(np) (Friedman et al., 2008; Han et al., 2009; Macherla et al., 2012).

6.4. AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE DE T. rubrum AOS ANTIFUNGICOS E AS

NANOPARTICULAS DE OXIDO NITRICO PELA TECNICA DE MICRODILUICAO

6.4.1. Diluicdo dos farmacos

Os farmacos fluconazol (Pfizer) e terbinafina (Sigma-Aldrich) foram preparados de acordo
com o preconizado no documento M38-A2, proposto pelo CLSI (2008a), com algumas modificagdes.
Em resumo, foram preparadas solugdes-estoque em tubos Falcon de 15 mL e, a partir destas, solucdes-
trabalho, considerando as suas purezas. Para o teste de sensibilidade, o fluconazol e a terbinafina
foram testados nos intervalos de concentragéo correspondentes a 64 - 0,125 mg/L e 0,5 - 0,001 mg/L,
respectivamente. O Efinaconazol em solucdo topica a 10% (Jublia®), foi cedido pela Valeant
Pharmaceuticals International, Inc. As solugGes-trabalho foram preparadas em meio RPMI, a partir
da solucéo estoque a 10% e inicialmente testadas no intervalo de concentracdo correspondente a 0,5

0,001 mg/L.

6.4.2. Diluicdo das nanoparticulas

As nanoparticulas de éxido nitrico e controle foram pesadas assepticamente, diluidas
diretamente no meio RPMI 1640 e solubilizadas com o auxilio de um sonicador de sonda (10
segundos) e vortex por 2 minutos, de modo a obter uma solucdo trabalho inicial de 40 mg/mL. Em

seguida foram realizadas dilui¢Bes seriadas até que a concentracdo final fosse de 0,04 mg/L.
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6.4.3. Preparo do inéculo

O preparo do indculo foi realizado conforme descrito no item 3.5.3, com modificacdes. Em
resumo, a cepa e o isolado clinico de T. rubrum foram cultivados em agar batata dextrose (Difco, BD
biosciences) e incubados a temperatura de 28°C por sete dias ou até que houvesse esporulacdo. Uma
suspensdo de conidios foi preparada cobrindo as culturas com solucdo salina estéril. Os conidios foram
contados no hematocitémetro e os indculos foram preparados em meio RPMI-1640, de modo a atingir

uma concentracéo final na placa de microdiluicio correspondente a 2,5 X 10 células/mL.

6.4.4. Montagem das placas

Cem microlitros de cada diluigdo dos antifungicos e das nanoparticulas foram distribuidos nas
placas de 96 pogos, juntamente aos seus respectivos controles: o controle de esterilidade do meio,
contendo 200 pL do meio RPMI-1640 e o controle de crescimento, contendo 100 pL do meio RPMI
e 100 pL do inéculo. Por fim, 100 pL de in6culo foram distribuidos e as placas foram incubadas a

35°C, com agitacdo a 170 rpm por até 120 horas.

6.4.5. Controle de qualidade

Para o controle de qualidade dos testes com os antiflngicos, além da cepa de T. rubrum ATCC
MY A-4438, foram utilizadas as cepas de C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258. Para
as leveduras, os inéculos foram preparados de acordo com o documento M27-A3, proposto pelo CLSI
(2008b). As suspensdes foram preparadas em meio RPMI, colocadas em contato com os farmacos nas
placas de microdilui¢do, juntamente com seus respectivos controles e incubadas a 35°C com agitagéo

a 170 rpm, por 48 horas.6.4.6. Leitura

Ap06s numerosos ensaios de padronizacdo, as leituras foram realizadas visualmente apos a

adicdo de 30 pL de solucdo de resazurina 0,02% a cada um dos pocos das placas de microdiluicéo,
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seguido por nova incubacdo a 35°C por 24 horas. Na presenca de atividade metabolica, a resazurina,
um reagente da cor azul, ndo fluorescente, é reduzida a resorufina, um reagente da cor rosa

fluorescente (O'brien et al., 2000).

6.5. CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Devido a auséncia de padronizagdo, a determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima foi
realizada de acordo com o descrito por Cantdn e colaboradores (2003) e Ghannoum, Isham & Long
(2015), com algumas modificagdes. Cem microlitros de cada poco das placas de microdilui¢do foram
subcultivados em placas contendo &gar batata dextrose (Difco, BD biosciences). Todas as placas
foram incubadas a 35°C por até 120 horas, sem agitacdo. A concentracdo fungicida minima foi
definida como a menor concentragdo do composto, nanoparticula ou farmaco onde ndo ocorreu o

desenvolvimento de microrganismos.

6.6. COMBINACAO in vitro ENTRE NANOPARTICULAS DE OXIDO NIiTRICO E JUBLIA® E

NO-np E TERBINAFINA CONTRA T. rubrum

As interacfes in vitro entre as nanoparticulas de oxido nitrico (NO-np) X efinaconazol
(Jublia®) e das NO-np X terbinafina foram verificadas contra T. rubrum ATCC MY A-4438, através
do método do tabuleiro de xadrez. O indculo e as solugdes trabalho foram preparadas de acordo com
0 documento M-38 A2 (2008a). Todos os testes foram conduzidos em placas de 96 po¢os e em meio
RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich), tamponado com MOPS
(Sigma-Aldrich). Para a combinagdo entre NO-np e efinaconazol, as concentragdes finais testadas nas
placas variaram de 10 a 0,0006 mg/L para as NO-np e de 0,5 a 0,000001 mg/L para o efinaconazol.
Ja para a combinacdo entre NO-np e terbinafina, as concentracdes testadas variaram de 10 a 0,16 mg/L

para as NO-np e de 0,5 a 0,001 para a terbinafina. O inoculo foi preparado de modo a obter uma
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concentracdo final de 2,5 X 102 UFC/mL. Em seguida, as placas foram incubadas com agitacdo a 170
rpm a temperatura de 35°C por até 120 horas. Foi realizada leitura visual apos a adicdo de 30 pL de
resazurina 0,02% e incubacdo a 35°C com agitacdo por 24 horas. A interacao foi classificada como
sinérgica, indiferente (aditiva) ou antagonista, baseada nos valores do indice de concentracdo
inibitdria fracionada (ICIF). O ICIF corresponde a soma das concentracdes inibitorias fracionadas
(CIF) do farmaco e do composto testados. O CIF corresponde ao valor da CIM da combinacéo,
dividido pelo valor de CIM do farmaco ou composto sozinho.

Valores de ICIF < 0,5 correspondem a uma interagao sinérgica. Se os valores de ICIF forem >
0,5 ¢ <4, ainteragao ¢ considerada indiferente (aditiva). Valores de ICIF > 4 a interacao € considerada
antagonista (Barchiesi, Falconi Di Francesco e Scalise, 1997; Johnson et al., 2004; Santos & Hamdan,

2006; Chaturvedi et al., 2011; Soares et al., 2014).

6.7. CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM) DA COMBINACAO ENTRE NO-np E

EFINACONAZOL

A determinacdo da CFM para a combinacéo entre NO-np e efinaconazol foi determinada como
descrito no item 6.5. Em resumo, apds o preparo das placas e a incubacdo a 35°C por 120 dias, 100
pL de cada pogo das placas de microdiluicdo foram semeados em placas contendo agar batata dextrose
(Difco, BD biosciences). A concentracdo fungicida minima foi definida como a menor concentracéo
da nanoparticula, efinaconazol e da combinacdo onde ndo ocorreu o desenvolvimento de

microrganismos.
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6.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Os efeitos das nanoparticulas de 6xido nitrico, do efinaconazol e das combinagdes entre ambos
frente as hifas e os microconidios de T. rubrum ATCC MY A-4438 foram observados por microscopia
eletronica de transmissdo e comparados as células ndo tratadas. Todos os testes foram realizados em
microplacas de 96 pogos e o indculo foi preparado de modo a obter uma concentracdo final
correspondente a 2.5 X 10% UFC/mL. As variaveis testadas foram: 1 = T. rubrum n#o tratado; 2 = T.
rubrum tratado com o CIM da nanoparticula em combinacdo (0,15 mg/mL); 3 = T. rubrum tratado
com CIM do efinaconazol em combinacdo (0,001 mg/L); 4= T. rubrum tratado com a combinagéo
sinérgica entre NO-np (0,15 mg/mL) e efinaconazol (0,001 mg/L); 5 = T. rubrum tratado com CIM
de NO-np (10 mg/L); 6 = T. rubrum tratado com CIM do efinaconazol (0,016 mg/L); 7 = T. rubrum
tratado com a combinagdo dos valores dos Mlc’s sozinhos de NO-np (10 mg/L) e efinaconazol (0,016
mg/L) e 8=T. rubrum tratado com os menores valores de CIM da combinagdo indiferente entre NO-
np (2,5 mg/L) e efinaconazol (0,016 mg/L). Apds o preparo, as placas foram incubadas a temperatura
de 35°C, com agitacdo de 170 rpm, por 96 horas. Em seguida, todo o contetdo de cada placa foi
colocado em tubos Falcon de 15 mL. Os tubos foram centrifugados para que o conteudo celular fosse
concentrado. As células foram lavadas de 2 a 3 vezes com solucdo salina 0,85% estéril. A preparacdo
para a MET foi feita conforme descrito por Ghannoum e colaboradores (2012). Apo6s as lavagens, as
células foram fixadas com glutaraldeido a 2,5% em tampéao cacodilato de sodio. Em seguida, as células
foram lavadas e expostas ao dicromato de potassio e acetado de uranila, ambos a 1%. Os elementos
fangicos foram entdo lavados, embebidos em &gar e cortados em pequenos cubos, de
aproximadamente 0,5 a 1 mm?3, que foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol. As
amostras foram entdo seccionadas com o auxilio de um ultramicrétomo e observadas em microscépio

eletrdnico de transmissao Jeol 1200 EX.
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6.9. AVALIACAO DA TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO NITRICO EM
CELULAS DE EPITELIO ATRAVES DO METODO COLORIMETRICO DA

SULFORODAMINA B

A toxicidade das nanoparticulas de 6xido nitrico em células HaCat (queratin4citos normais de
pele humana) foi verificada atraveés do método colorimétrico da sulforodamina B. A linhagem celular
foi mantida em garrafas prdprias para cultivo de células, juntamente com o meio DMEM contendo
10% de soro fetal bovino e 2% de uma solugéo de antibi6ticos (estreptomicina, penicilina, gentamicina
e anfotericina B) e incubadas em estufa em condig¢des padréo (37°C, 5% CO,) (Escobar, Afonso &
Aristizabal, 2009). As culturas celulares que obtiveram 90% de confluéncia tiveram 0s seus meios de
cultivo retirados e foram lavadas com 4 mL PBS para que fosse eliminado o excesso de meio com o
soro fetal bovino. Em seguida, foram tratadas com 2 mL de solugéo de tripsina durante 5 minutos a
37 °C. As células tripsinizadas foram lavadas e em seguida ressuspensas em seu meio de cultura, para
serem contadas na camara de Newbauer. Suspensdes celulares foram preparadas de modo a obter uma
concentracdo final de 1 x 10° células por poco na placa de microdiluigdo. Cem microlitros das
suspensdes celulares foram semeados em placas de 96 pocos incubados a 37 °C com tensdo de 5% de
CO.. Apds 24 horas de incubacédo, 100 pL das vérias concentragdes das diluigdes seriadas das NO-np
(nas concentracdes de 20 a 0,04 mg/mL) foram colocados em contato com as células. As placas foram
entdo incubadas por mais 24 horas nas mesmas condi¢des. A terbinafina foi utilizada como controle,
no intervalo de concentragdo de 0,5 a 0,001 mg/L. O crescimento celular foi avaliado atraves do
método colorimétrico de sulforodamina B, previamente descrito no item 3.7.3. Em resumo, as células
foram fixadas com 50 pL de acido tricloroacético a 50%, lavadas de 3 a 4 vezes com agua destilada e
secas a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 50 pL de solugdo de sulforodamina B
a 0,4% em cada pogo e as placas foram incubadas a 4°C por 20 min. Os pogos foram cuidadosamente
lavados com solucdo de &cido acético a 1%, até que o excesso de corante fosse removido. Para

avaliagdo do crescimento celular, foram adicionados 100 pL de Tris base 10 mM em cada pogo, as
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placas foram levemente agitadas e as leituras realizadas em leitor de ELISA (BioRad modelo 3550)

em densidade oOptica (DO) de 570 nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada.

6.10. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME in vitro

O ensaio foi realizado conforme descrito no item 3.8. Em resumo, os dermatofitos foram
cultivados em agar batata dextrose (Difco, BD biosciences) e incubados a 28°C por 7 dias. Os inoculos
foram preparados cobrindo as culturas com 5 mL de solucdo salina estéril a 0,85% e ajustados com a
contagem dos conidios no hematocitdmetro, de modo a atingir uma concentracdo final de 1x10°
UFC/mL. Em seguida, 200 e 1000 pL do inoculo foram adicionados a placas de 96 e 24 pogos,
respectivamente. As placas foram incubadas a 37°C por 3 horas, sem agitacdo, para que fosse realizada
a pré-adesdo do biofilme. Apods esse periodo, o sobrenadante foi gentilmente removido dos poc¢os e 0s
mesmos foram lavados por cerca de 2 a 3 vezes com solucéo salina estéril para a remocao das células
ndo aderentes. Por fim, 200 e 1000 uL. de meio RPMI 1640 foram adicionados aos pogos das placas

de 96 e 24 pocos, que foram novamente incubadas a 37°C por até 96 horas.

6.10.1. Anélise morfoldgica do biofilme

O desenvolvimento dos biofilmes foi observado através de microscopia Optica, em um

microscopio invertido Axiovert 200 M (Carl Zeiss Microlmaging) nos tempos de 3, 24, 48 e 72 horas.

6.10.2. Determinacéo da atividade metabdlica dos biofilmes pelo ensaio de reducdo de XTT

As atividades metabolicas dos biofilmes em diferentes intervalos de tempo (3, 12, 24, 48, 72
e 96 horas) foram verificadas através do ensaio de reducdo de XTT (2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-

sulfofenil) -5-[carbonilo (fenilamino)]-2H-tetrazdlio-hidroxido). Para o teste, foram preparadas
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solugdes-estoque de XTT (1 mg de sal/mL de PBS) e menadiona (ImM em etanol). Em seguida, 50
ML de solugdo de XTT + 4 uL de solucdo de menadiona foram adicionados aos po¢os das placas 96
pocos e incubadas a 37°C por 3 horas. A mudanca colorimétrica foi medida utilizando um leitor de
ELISA, na densidade oOptica de 490nm. Em todos os experimentos, 0 meio RPMI 1640 isento da
formacéo de biofilme foi incluido como controle negativo (Martinez & Casadevall, 2006; Mowat et

al., 2007; Pitangui et al., 2012).

6.10.3. Quantificacdo da massa do biofilme por coloragdo com cristal violeta

Para a quantificacdo da biomassa, os biofilmes foram formados em placas de 96 pocos, em
meio RPMI 1640, até a maturacdo. Em seguida, o meio de cultura foi retirado de cada poco e as células
aderidas lavadas trés vezes com solucdo salina estéril. Apds a secagem em temperatura ambiente,
foram adicionados a cada pogo, 100 pL de solucéo de cristal violeta a 0,5% por 5 minutos. Em seguida,
0s pocos foram novamente lavados com agua até que o excesso de coloracdo fosse removido e 0s
biofilmes foram descorados pela adi¢do de 100 pL de etanol a 95% em cada poco. O etanol foi entdo
gentilmente homogeneizado com a pipeta até que o restante do cristal violeta fosse completamente
solubilizado (aproximadamente 1 minuto). Por fim, as solu¢6es de cada pogo foram transferidas para
uma nova placa de 96 pocos, que foi lida em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 570 nm

(Martinez & Casadevall, 2006; Mowat et al., 2007; Costa-Orlandi et al., 2014).

6.10.4. Efeito da terbinafina, fluconazol, efinaconazol e das nanoparticulas de 6xido nitrico nas

células plancténicas de T. rubrum

Para a avaliacdo dos efeitos dos farmacos e das nanoparticulas nas células planctonicas de T.
rubrum, os in6culos foram preparados na mesma concentracao dos biofilmes, em meio RPMI 1640,

de modo a atingir uma concentracéo final na placa de 96 pogos correspondente a 1x10° UFC/mL e
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colocados em contato com as solugdes-trabalho dos farmacos e das nanoparticulas nas seguintes
concentragdes: nanoparticulas de oxido nitrico: 20 — 0,03 mg/L; fluconazol: 512-0,0625 mg/L;
terbinafina: 32-0,001 mg/L; efinaconazol: 320 — 0,6 mg/L . Em seguida, as placas foram incubadas a
37°C por 72 horas. Apos esse periodo, a atividade metabdlica foi quantificada através do ensaio de
reducdo do XTT. As analises dos resultados foram feitas conforme descrito por Martinez & Casadevall

(2006), para as células de Cryptococcus neoformans.

6.10.5. Efeito dos antifungicos e das nanoparticulas de 6xido nitrico frente aos biofilmes pré-formados

O teste de sensibilidade dos biofilmes foi realizado baseado no que foi descrito por Pierce e
colaboradores (2008), com algumas modificagdes. Os biofilmes foram formados em placas de 96 pocos,
como descrito no item 6.9. Apds a maturacdo, o meio de cultura foi cuidadosamente aspirado e o
biofilme lavado por 3 vezes com 200 uL de solugéo salina estéril a 0,85% para a remocao das células
planctbnicas remanescentes nos po¢os. Em seguida, foram realizadas dilui¢bes seriadas das
nanoparticulas e dos farmacos (fluconazol, terbinafina e efinaconazol) em meio RPMI-1640, nas
mesmas concentracdes descritas no item 6.9.4. Cem microlitros de cada dilui¢do foram distribuidos nas
placas de 96 pocos, juntamente aos seus respectivos controles e as placas foram incubadas a 37°C por
72 horas. Para a verificacdo da atividade metabdlica, foram preparadas solucGes-estoque de XTT e
menadiona como descrito no item 6.9.2. Cem microlitros dessa solucdo foram adicionados aos pogos
apos o meio de cultura ser retirado e o biofilme lavado com solugéo salina estéril a 0,85%. As placas
foram entdo incubadas a 37°C por 3 horas, protegidas da luz. Com a ajuda de uma pipeta multicanal,
cerca de 80 uL foram removidos e transferidos para uma nova placa, que foi lida em leitor de ELISA,
na absorbancia de 490 nm. A reducéo do crescimento foi entdo comparada ao controle de crescimento

do biofilme, que corresponde a 100% de crescimento, livre de tratamento.



169

6.10.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para melhor visualizacao dos danos causados pelas nanoparticulas e os farmacos aos biofilmes,
foi realizada a microscopia eletrénica de varredura. Os biofilmes foram formados em placas de 24
pocos. Apos a maturacdo, foram colocados em contato com as solucdes trabalho dos farmacos
(Fluconazol 512 mg/L; Terbinafina 32 mg/L; Efinaconazol 320 mg/L) e das nanoparticulas de 6xido
nitrico (40 mg/mL) e incubados a 37°C por 72 horas. Apds a incubacéo, os pogos foram lavados com
solucdo salina estéril a 0,85% e os biofilmes foram fixados com 800 uL de solucéo de glutaraldeido a
2,5% por 1 h em temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas e desidratadas com
concentracdes crescentes de alcool etilico, de 50% a etanol absoluto em temperatura ambiente. Os
fundos das placas foram cortados com a ajuda de um bisturi e, em seguida, foram secos em dessecador.
Os fundos das placas foram fixados em fita de carbono, montadas em cilindros de aluminio com prata
(stubs) e colocados em um evaporador de alto vacuo para o revestimento de ouro e entdo, as
caracteristicas topograficas dos biofilmes foram analisadas em microscépio eletronico de varredura

Jeol JSM-6610LV (Martinez et al., 2010).

6.10.7. Microscopia confocal de varredura a laser

A microscopia confocal foi realizada em parceria com o Dr. Luis R Martinez, do Departamento
de Ciéncias Biomédicas da New York Institute of Technology, Old Westbury, New York. Os biofilmes
foram formados em placas de 24 pocos contendo laminulas circulares previamente esterilizadas. Apos
a maturacdo (72 h), o meio foi cuidadosamente aspirado e as solugdes-trabalho do efinaconazol (320
mg/L) e das nanoparticulas de 6xido nitrico (40 mg/mL) foram adicionadas aos pogos. As placas
foram incubadas por mais 72 h a 37°C. Foi preparada uma solucdo de CAAF (Concanavalina A —
conjugada ao Alexa fluor 488 — Molecular Probes) e FUN 1 (Molecular Probes, USA). Essa mistura
foi adicionada aos pocos contendo os biofilmes formados nas laminulas e as placas foram incubadas

a 37°C, por 45 minutos, protegidas da luz. Em seguida, as laminulas foram lavadas com &gua destilada,
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retiradas dos pocos e vertidas sob 4 pL de Fluoromount-G (Sigma-Aldrich), anteriormente depositado
sobre laminas de microscopia para observacdo em microscopio confocal invertido Leica TCS SP5

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) (Martinez & Casadevall, 2006).

6.11. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste t ou analise de variancia com
pos-teste de Bonferroni, através do software GraphPad Prism 5.0. Os valores de p menores que 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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Resultados e Discussao

(Parte 11)



172

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DE T. rubrum AOS ANTIFUNGICOS E AS
NANOPARTICULAS PELA TECNICA DE MICRODILUICAO E CONCENTRACAO

FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A atividade antifingica da nanoparticula controle (plataforma sem o Oxido nitrico); da
nanoparticula de 6xido nitrico e dos farmacos terbinafina, fluconazol e efinaconazol, foi determinada
contra uma cepa ATCC e um isolado clinico de T. rubrum. Para o controle de qualidade do teste,
foram utilizadas as cepas de C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6259 e a prépria T. rubrum
ATCC MYA-4438. As nanoparticulas de 6xido nitrico inibiram o crescimento de T. rubrum, com
valores de CIM iguais a 5 e 10 mg/mL. Ja as nanoparticulas sem o éxido nitrico ndo apresentaram
atividade nas concentracdes testadas, confirmando a propriedade antimicrobiana do 6xido nitrico.
Além disso, as NO-np tiveram um comportamento fungistatico tanto na cepa ATCC, quanto no
isolado clinico (Tabela 6).

Em relagdo aos farmacos, o efinaconazol foi o farmaco que melhor inibiu o crescimento de T.
rubrum, com os menores valores de concentragdo inibitéria minima (CIM = 0,016 mg/L para T.
rubrum ATCC MYA - 4438 e CIM = 0,032 — 0,016 mg/L para o isolado clinico), seguido pela
terbinafina (CIM = 0,03 mg/L para T. rubrum ATCC e CIM = 0,25 — 0,125 mg/L para o isolado
clinico) e o fluconazol (CIM = 4 mg/L para T. rubrum ATCC e CIM = 32-16 mg/L para o isolado
clinico). A concentragdo fungicida minima também foi verificada para o efinaconazol, que apresentou
um comportamento fungistatico para ambas as cepas testadas. Com relacéo aos controles de qualidade
do teste, os valores de CIM ficaram dentro do esperado nos trés fungos testados e os resultados
corroboraram com o descrito nos documentos M38-A2 (2008a) e M27-A3 (2008b). A razéo pela qual

os valores de MIC para a terbinafina, fluconazol e efinaconazol encontram-se em intervalos, deve-se
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ao fato desse teste ter sido realizado em duplicata, com dois experimentos independentes. Os valores
de CIM nas duplicatas foram exatamente iguais em cada experimento independente.

Para o teste de sensibilidade com as nanoparticulas, apenas a leitura visual apos a adicéo de
resazurina foi utilizada devido ao fato das nanoparticulas sedimentarem apds algumas horas de
incubacdo mesmo sob agitacdo, inviabilizando assim, as leituras visual, espectrofotométrica e
fluorimétrica. A resazurina é o principal componente do Alamar Blue® e o teste de reducio desse
reagente iniciou-se no ano de 1950 para avaliar a contaminacdo por bactérias e leveduras em fluidos
bioldgicos e no leite. Uma vantagem da utilizacdo desse reagente se deve ao fato de ndo ser toxico
para as células, o que significa que a reacdo que ocorre ndo as mata; fato esse que permitiu com que
0s experimentos de concentracdo fungicida minima fossem realizados (O'brien et al., 2000). A
concentracgdo inibitéria minima foi considerada a menor concentragdo do farmaco ou nanoparticula

que permaneceu azul ou roxa, indicando que havia inibicao do fungo.

Tabela 6. Valores de CIM e CFM para as nanoparticulas e farmacos contra espécies de T. rubrum.

NP Controle NO-np Terbinafina Fluconazol Efinaconazol

CiIM CFM CIM CFM CciM CFM CIM CFM CIM CFM
Tr ATCC >20 >20 10 >20 0,03 - 4 - 0,016 >0,5
MYA-4438 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL  mg/L mg/L mg/L mg/L
Tr Clinico  >20 >20 5 >20 0,25- - 16-32 - 0,032 — >0,5
us mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL 0,125 mg/L 0,016 mg/L
mg/L mg/L
Cp ATCC - - - - - - 4 - - -
22019 mo/L
Ck ATCC - - - - - - 64 - - -
6259 mg/L

CIM = concentracdo inibitéria minima; CFM = concentracao fungicida minima; NO-np = nanoparticulas de
Oxido nitrico; Tr = T. rubrum; Cp = C. parapsilosis; Ck = C. krusei.
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A resazurina tem sido amplamente utilizada na literatura em testes de sensibilidade para
diferentes microrganismos como H. capsulatum (Goughenour, Balada-Llasat & Rappleye, 2015),
Mycobacterium tuberculosis (Palomino et al., 2002; Araujo et al., 2014; Katawera, Siedner & Boum,
2014), A. fumigatus (Monteiro et al., 2012) Candida spp (Kauffman & Zarins, 1999),
Paracoccidioides sp. (De Paula E Silva et al., 2013), E. floccosum, M. gypseum, M. canis, T.
tonsurans, T. rubrum, T. mentagrophytes (Pujol et al., 2002), entre outros. Em relacéo aos fungos, a
maioria dos testes utilizando a resazurina ou 0 Alamar Blue é realizado em leveduras. Alguns autores
relatam resultados controversos nos testes de sensibilidade de fungos filamentosos utilizando o
Alamar Blue® (Jahn, Stuben & Bhakdi, 1996), porém, nesse trabalho n&o houve resultados duvidosos.
Sendo assim, acredita-se que esse método possa ser um aliado para os testes de sensibilidade com os
dermatdfitos.

A plataforma de nanoparticulas de 6xido nitrico utilizada nesse trabalho, desenvolvida por
Friedman e colaboradores (2008), tem sido amplamente estudada no tratamento de feridas e infec¢oes
de pele (Kutner & Friedman, 2013). Com relacdo a sua atividade antifingica, Macherla e
colaboradores (2012) testaram as NO-np contra C. albicans in vitro e in vivo. Os resultados dos testes
in vitro mostraram que as suspensdes de C. albicans tratadas com 5 mg/mL de NO-np, em tempo real,
reduziram significativamente o crescimento fungico quando comparado ao controle ndo tratado. A
plataforma de nanoparticula sem o 6xido nitrico também foi testada e apresentou atividade contra C.
albicans ao ser comparado ao controle sem tratamento, contradizendo os resultados do presente
trabalho, no qual apenas as NO-np foram capazes de inibir o crescimento de T. rubrum, nas
concentragdes entre 5 e 10 mg/mL. Apesar de relatado na literatura que essas nanoparticulas possuem
atividade contra T. mentagrophytes, ndo ha dados publicados. Estudos de liberacdo indicaram que 5
mg/mL de NO-np em solucdo, liberam aproximadamente 75 nM de NO no pico inicial e 50 nM no
estado de equilibrio (steady state) enquanto 10 mg/mL liberam o dobro (150 nM no pico inicial e 100

nM no estado de equilibrio) (Friedman et al., 2008; Han et al., 2009)
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Por ter apresentado um comportamento fungistatico contra T. rubrum, é preciso aprofundar os
estudos sobre 0 mecanismo de acdo do Oxido nitrico nesses fungos. A molécula de NO, por ser
lipofilica e ndo carregada, pode facilmente atravessar a bicamada lipidica da membrana celular
fangica e alcancar enzimas metabolicas chave, RNA mensageiro, proteinas e DNA, desativando
processos vitais. Além disso, a formacao de peroxinitrito a partir da interacdo com superoxidos pode
causar o rompimento da membrana através da peroxidacéo lipidica, acelerando a degradacao celular.
O oxido nitrico também é capaz de bloguear a respiracdo, causando danos oxidativos no DNA. (Jones
et al., 2010; Macherla et al., 2012).

Outra plataforma de liberacdo controlada de NO, composta por uma mistura de N-
metilaminopropiltrimetoxisilano (MAP3), N-(6-aminohexil)aminopropiltrimetoxisilano (AHAP3),
tetraetilortosilicato (TEOS), methanol, agua e amdnia, tem sido descrita na literatura como
bactericida, especialmente contra Pseudomonas aeruginosa. Os autores acreditam que a liberacao
controlada fagca com que o 6xido nitrico incorporado atinja o seu alvo de acdo mais eficientemente,
evitando com que ele necessite se difundir na solucao e atravesse longas distancias para atingir a célula
(Hetrick et al., 2008).

O efinaconazol (Jublia®) foi recentemente aprovado pelo FDA, nos Estados Unidos e € o
primeiro triazolico aprovado para uso topico (Lipner & Scher, 2015). Estudos in vitro mostraram que
o efinaconazol teve atividade potente contra C. albicans, C. neoformans, Aspergillus fumigatus e T.
mentagrophytes, T. rubrum, T. violaceum, T. ajelloi, M. canis, M. gypseum, E. floccosum e M. furfur
(Tatsumi et al., 2001; Lipner & Scher, 2015). Alem de atividade potente, foi verificado nos testes in
vitro, que para a maioria desses fungos, o novo farmaco foi mais potente que os farmacos comerciais
(Jo Siu et al., 2013). Esse dado corrobora com os resultados do presente trabalho, que indicaram que
o efinaconazol foi mais potente que o fluconazol e a terbinafina contra T. rubrum. Iwata e
colaboradores (2014) verificaram o potencial de indug&o de resisténcia do efinaconazol as células dos

dermatofitos através da exposi¢cdo continua in vitro de T. rubrum ao farmaco (12 semanas) e em
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modelos de onicomicoses em porcos da india (8 semanas). Ndo houve evidéncia de resisténcia ao
farmaco pelas cepas testadas em ambas as condi¢cdes experimentais, sugerindo que o efinaconazol tem

baixo potencial de inducédo de resisténcia em dermatofitos.

7.2. COMBINACAO in vitro ENTRE NANOPARTICULAS DE OXIDO NIiTRICO E JUBLIA®

A interacdo entre as NO-np e o efinaconazol foi verificada através do método do tabuleiro de
xadrez contra a cepa de T. rubrum ATCC MYA-4438. Como controle também foi verificada a
interacdo do veiculo da solucdo topica sem o farmaco e as NO-np. Os resultados da combinacéo entre
NO-np e efinaconazol estdo dispostos na Tabela 7. Os valores dos MIC’s das NO-np sozinhas e em
combinag&o foram convertidos para mg/L. E possivel observar que o valor de CIM para NO-np em
combinacéo foi reduzido em 66 vezes, enquanto que o valor de CIM do efinaconazol reduziu 16 vezes.
Nota-se também que o valor do indice de concentracdo inibitéria fracionada é igual a 0,0775,
indicando que, nessas concentracdes, No-np e Jublia® apresentam uma interagdo sinérgica forte. O
veiculo ndo teve atividade contra T. rubrum e ndo teve intervencao na interacao.

Tabela 7. Combinagéo entre nanoparticulas de 6xido nitrico X efinaconazol (Jublia®)

Microrganismo CIM (mg/L) CIF CIF ICIF
NO-  Jublia®
np
NO-np E NO-np /
E
Tr ATCC 10.000 0.016 150/ 0.015 0.0625 0.0775
MYA-4438 0.001

CIM = Concentracdo inibitéria minima; CIF = concentra¢do inibitoria fracionada; ICIF = indice de
concentragao inibitria fracionada; NO-np = nanoparticula de 6xido nitrico; E = efinaconazol (Jublia®); NO-
np / E = nanoparticulas de 6xido nitrico em combinacao com o efinaconazol.
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N&o ha relatos na literatura sobre testes in vitro de combinacao do efinaconazol com outros
farmacos, no entanto, Jarratt e colaboradores (2013) verificaram o potencial de interacdo entre dois
ou mais farmacos em pacientes voluntarios com e sem onicomicoses, utilizando o tratamento topico
com efinaconazol a 10%. Os resultados mostraram que o uso da solugéo topica resultou em exposicédo
sistémica muito baixa do efinaconazol quando aplicado em condigdes maximas, sugerindo que Jublia®

tem um potencial remoto para interacbes com outros farmacos.

7.3. COMBINACAO in vitro ENTRE NANOPARTICULAS DE OXIDO NITRICO E

TERBINAFINA

Os resultados da interacao entre NO-np e terbinafina mostram que os valores de CIM de ambos
reduziram quando em combinagdo. A concentracdo inibitoria minima de NO-np foi reduzida 66 vezes
quando em combinacgdo com a terbinafina, enquanto que a CIM desta foi reduzida duas vezes quando
em combinacdo com as NO-np. O valor do ICIF da combinacéo corresponde a 0,515 (Tabela 8), o
que pode ser considerado como um efeito sinérgico se houver arredondamento. Para esse teste foram
feitos cinco experimentos independentes e apenas dois apresentaram resultados semelhantes. Mais

experimentos devem ser realizados com outras cepas de T. rubrum para a confirmacao do sinergismo.
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Tabela 8. Combinac&o entre nanoparticulas de éxido nitrico X terbinafina

Microrganismo CIM (mg/L) CIF CIF ICIF
NO-  Terbinafina
np
NO- T NO-np /
np Tr
Tr ATCC 10.000 0.016 150/0.008 0.015 0.5 0.515

MYA-4438

CIM = Concentracgdo inibitéria minima; CIF = concentracdo inibitoria fracionada; ICIF = indice de
concentracgdo inibitoria fracionada; NO-np = nanoparticula de oxido nitrico; T = terbinafina; NO-np / T =
nanoparticulas de 6xido nitrico em combinagdo com a terbinafina; Tr = T. rubrum.

7.4. CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CEM) DA COMBINAGAO ENTRE NO-np E

EFINACONAZOL

A concentracdo fungicida minima da combinacio entre as NO-np e Jublia® foi determinada
atraves do plagueamento de 100 pL de cada pogo das placas de 96 pogos em placas de Petri contendo
agar batata dextrose (Difco). Os resultados mostram que a combinacdo teve um efeito fungistatico na
cepa de T. rubrum testada (Tabela 9).

Como observado no item 7.2, a combinagdo entre NO-np X efinaconazol parece ser mais
benéfica para a nanoparticula do que para o préprio farmaco. Como o alvo de a¢do do efinaconazol é
a enzima 14a-demetilase, essencial na biossintese do ergosterol da membrana da célula fungica,
podemos sugerir que, durante a combinacdo, o efinaconazol promova o desarranjo da membrana,
facilitando a penetracdo das nanoparticulas de 6xido nitrico e tornando-as aptas a agir na célula de

forma a desacelerar ou até mesmo parar o seu metabolismo, de um modo nao letal.
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Tabela 9. Valores de MIC e MFC da combinagio entre NO-np X Jublia® (Efinaconazol)

NO-np Jublia® No-np + Jublia®
(sozinha) (sozinha) (combinacgéo)
CIM CFM CIM CFM CIM CFM
T. rubrum 10 mg/mL  >20 mg/mL 0.016 >0.5 NO-np  >NO-np
ATCC mg/L mg/L 0.15 10
MYA - 4438 mg/mL + mg/mL +

Jublia®  Jublia
0.001 0.5mg/L
mg/L

NO-np = nanoparticulas de oxido nitrico; CIM = concentracdo inibitéria minima; CFM = concentracéo
fungicida minima.

7.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A MET foi realizada a fim de observar melhor os efeitos das NO-np, Jublia® (Efinaconazol) e
da combinacéo entre ambos nas células de T. rubrum. ATCC MYA-4438 (Fig. 54). As Figs 54 A, B
e C representam as hifas e alguns microconidios ndo tratados em cortes transversais, longitudinais,
com organelas, paredes celulares e citoplasmas intactos. As Fig. 54 D, E e F mostram as hifas de T.
rubrum tratadas com as NO-np, na concentracdo de 10 mg/mL (C). Com o tratamento, as paredes
celulares parecem ndo ter sofrido alteragdes, assim como as organelas. Nota-se também, o acimulo
de algo sugestivo a vesiculas intracelulares ou até mesmo das prdprias nanoparticulas dentro dos
vacuolos (representados pelos granulos pretos), que podem ter sido fagocitadas pelo fungo.

As Figs 54 G, H e | mostram a MET das células tratadas com a concentracdo do MIC de

Jublia® (0,016 mg/L). As paredes celulares parecem ndo ter sofrido alteraces; os vactolos,
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diferentemente dos vacuolos representados nas Figs 54 D, E e F, ndo possuem granulos pretos, porém
é possivel observar grandes manchas brancas em quase toda a extensdo das células, que podem ser
sugestivas vaculos aumentados.

As células tratadas com a combinacao entre as duas concentragdes do MIC estédo representadas
nas Fig. 54 J, K e L, nas quais nota-se visivelmente o aumento de espessura da parede celular. E
possivel também notar a presenca de vactolos aumentados e a penetracdo do que parece ser 0S
agregados de nanoparticulas para dentro das células, a partir da parede celular. Esse aumento da
espessura ja foi descrito em A. fumigatus tratado com lipopeptideos (Kurtz et al., 1994). Os autores
justificam que o aumento da espessura da parede possa ocorrer devido a inibicdo de um dos fatores
limitadores de crescimento da parede celular, induzido pelo peptideo.

Por fim, as Fig. 54 M, N e O mostram as células de T. rubrum ATCC MYA-4438 tratadas
com a combinacdo que produziu uma interacdo sinérgica. E possivel observar uma parede celular
menos espessa, além de danos no citoplasma e em toda a extenséo da hifa.

Com relacdo a membrana celular, ndo é possivel observéa-la com nitidez em nenhuma das
figuras, nem mesmo no controle ndo tratado. Sendo assim, ndo é possivel verificar o desarranjo da
bicamada lipidica causada pelo efinaconazol. Porém, a teoria sugerida no item anterior de que
provavelmente a atuacdo do efinaconazol na bicamada lipidica da membrana, causando um
desarranjo, possa facilitar a entrada dos aglomerados de nanoparticulas para dentro da célula, para que
0 6xido nitrico aja com maior facilidade, foi reforcada nas Fig. 54 K e 54 J. Os pequenos aglomerados
de grénulos pretos coincidem com o tamanho das NO-np caracterizadas por MET por Friedman e
colaboradores (2008), que medem aproximadamente 10 nm por particula e cerca de 130 nm por
agregado.

Na investigacdo do mecanismo de acdo do efinaconazol, Tatsumi e colaboradores (2013)
realizaram as microscopias eletronicas de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) dos conidios apds

o tratamento por 24 horas com diferentes concentracbes do farmaco. Nas concentracGes
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compreendidas entre 0,01 a 0,001 mg/L, foram observados encurtamento da distancia interseptal,
inchaco globular e espessamento da parede celular. Ja nas concentragdes compreendidas entre 10 e
0,1 mg/L de efinaconazol, foram observadas hifas de larguras ndo uniformes, separacdo de membrana
plasmatica a partir da parede celular, acumulacéo de granulos elétron densos no espaco compreendido
entre a parede celular e a membrana plasmatica e degeneracdo de organelas. Essas alteracdes
tornaram-se mais proeminentes com concentracdes crescentes do farmaco. Esses dados corroboraram
em parte com os resultados obtidos no presente trabalho, no qual ndo foi possivel obter mais detalhes
sobre a membrana plasmatica. Além disso, ndo foram observados danos nas organelas.

O vacuolo ¢ de interesse significativo para o campo de trafego de membrana, uma vez que
recebe as membranas das vias biossintéticas, endocitica e autofagica da célula. Estudos recentes
mostraram que existem vacuolos com uma grande variedade de morfologias e que as suas func¢des sdo
altamente adaptadas as exigéncias do nicho ecoldgico das espécies. Os vacuolos participam
diretamente no transporte de nutrientes a longas distancias através do micélio; na regulacdo da
extensdo e ramificacdo das hifas; no tempo do ciclo celular, autofagia, além de participarem da
inducdo de processos morfogenéticos vitais, tais como formacao de apressérios e pseudohifas (Veses,

Richards & Gow, 2008).
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Figura 54. Microscopia eletrénica de transmisséo das células planctdnicas de T. rubrum tratadas com
No-np, Jublia® (Efinaconazol) e com a combinagc&o entre No-np X Jublia® (Efinaconazol). A-C: cortes
longitudinais e transversais de hifas e microconidios de T. rubrum sem tratamento. D-F: tratamento
com No-np 10 mg/mL; G-I: tratamento com efinaconazol 0,016 mg/L; J-L: tratamento com a
combinacéo entre NO-np 10 mg/mL + efinaconazol 0,016 mg/L; M-O: tratamento com a combinacgéo
entre NO-np 0,15 mg/ml + efinaconazol 0,016 mg/L. As setas pretas apontam os aglomerados de NO-
np penetrando nas hifas.
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7.6. AVALIACAO DA TOXICIDADE DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO NITRICO EM
CELULAS DE EPITELIO ATRAVES DO METODO COLORIMETRICO DA

SULFORODAMINA B

As NO-np foram testadas quanto a sua toxicidade em linhagens celulares HaCat
(queratindcitos de pele humana imortalizados). As concentragdes testadas foram as correspondentes
ao intervalo de 40 — 0,075mg/mL, porém, como as nanoparticulas se depositam no fundo das
microplacas, s6 foi possivel testar a toxicidade das concentracbes compreendidas no intervalo de 1,25
a 0,075 mg/mL.

Em todas as concentrag0es testadas, a viabilidade celular foi maior que 90%, indicando que as
NO-np ndo sdo tdxicas para as células epiteliais humanas quando comparadas ao controle sem
tratamento (p>0,05) (Fig. 55). A toxicidade das NO-np foi previamente testada por Friedman e
colaboradores (2008) em fibroblastos de pulmdo humano, através da coloragdo por azul de Tripan.
Foi demonstrado que os fibroblastos tratados com NO-np exibiram toxicidade minima quando

comparados aos controles.

Figura 55. Citotoxicidade das NO-np em linhagens celulares HaCat (queratindcitos de pele humana)

150+
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NO-np = nanoparticulas de 6xido nitrico; CP = controle positivo.
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7.7. ENSAIO DE FORMAGCAO DO BIOFILME in vitro

7.7.1. Analise morfoldgica dos biofilmes

O desenvolvimento dos biofilmes formados pelo isolado clinico e pela cepa de T. rubrum
ATCC MYA 4438 foi avaliado por meio de microscopia Optica, em intervalos de tempo diferentes.
Na Fig. 56, as letras a, b, ¢ e d mostram o desenvolvimento do biofilme formado pelo isolado clinico
de T. rubrum apéds 3, 24, 48 e 72 horas. Ja as letras e-h, representam o desenvolvimento da cepa ATCC
de T. rubrum nos mesmos intervalos de tempo. Observou-se uma biomassa mais densa e compacta
tanto no isolado clinico, quanto na cepa ATCC, ap6s 72 horas de incubacdo. Esses resultados
corroboram com os resultados anteriores mostrados no item 4.4.1, com as cepas de T. rubrum ATCC
28189 e T. mentagrophytes ATCC 11481, nas quais também foi possivel observar a formacgdo de uma

massa densa nos biofilmes apds 72 h.
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Figura 56. Analise morfoldgica dos biofilmes de T. rubrum, por microscopia Optica, no microscopio invertido Axiovert 200 M (Carl Zeiss
Microlmaging). a= Morfologia do biofilme do isolado clinico de T. rubrum apds 3h; b= Morfologia do biofilme do isolado clinico de T. rubrum
apos 24 h; c= Morfologia do biofilme do isolado clinico de T. rubrum apos 48h; d= Biofilme do isolado clinico de de T. rubrum ap6s 72h; e=
Morfologia do biofilme de T. rubrum ATCC MYA-4438 apds 3h; f= Morfologia do biofilme de T. rubrum ATCC MY A-4438 ap6s 24h; g=
Morfologia do biofilme de T. rubrum ATCC MY A-4438 apos 48h; h= Biofilme de T. rubrum ATCC MYA-4438 apds 72h.
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T. rubrum isolado
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7.7.2. Determinacdo da atividade metabdlica dos biofilmes pelo ensaio de reducdo de XTT

Os resultados dispostos na Fig. 57 mostram que as atividades metabdlicas iniciais dos
biofilmes ocorreram ap6s 3 horas de incubacdo (periodo de pré-adesdo). Até as 24 horas iniciais,
houve um ligeiro aumento nas atividades metabolicas de ambos, com nenhuma significancia
estatistica entre o isolado clinico e a cepa ATCC (p>0,05). Apos as 24 horas, as atividades metabdlicas
tiveram um aumento substancial até o periodo de 72 horas. Nota-se que, nesse intervalo de tempo, 0
biofilme formado por T. rubrum ATCC MYA-4438 teve maior atividade metabdlica quando
comparado ao biofilme formado pelo isolado clinico (p<0,01). Apds as 72 horas, as atividades
metabdlicas de ambos os biofilmes tenderam a atingir um plateau, portanto, o periodo de 72 horas foi

considerado o tempo ideal de maturacéo dos biofilmes de T. rubrum.

Figura 57. Cinética de formacéao do biofilme de T. rubrum pelo ensaio de reducéo do XTT.
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Os resultados obtidos corroboraram com os resultados mostrados anteriormente, no item

4.4.2., nos biofilmes formados por outras cepas ATCC e isolados clinicos de T. rubrum e T.
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mentagrophytes. Para todos os biofilmes, a maturacéo in vitro foi considerada no tempo de 72 horas
de incubacdo. Apesar de ainda ocorrer um ligeiro aumento da atividade metabolica no tempo de 96
horas, os biofilmes comegam a crescer em direcao as extremidades dos pocos e se destacam do fundo
das placas, dificultando o trabalho posterior. Esse fato, somado a tendéncia de atingir o plateau néo
deixam duvidas de que o tempo ideal para a maturacdo dos biofilmes formados pelos dermatéfitos

seja ap0s 72 horas de incubacéo.

7.7.3. Quantificacdo da massa do biofilme por coloragdo com cristal violeta

A quantificacdo da massa dos biofilmes maduros foi feita por coloragao pelo cristal violeta. A
Fig. 58 mostra que os biofilmes formados pela cepa ATCC de T. rubrum produziram mais biomassa

apos 72 horas de incubacdo que os biofilmes formados pelo isolado clinico de T. rubrum (p=0,0013).

Figura 58. Quantificacdo da massa dos biofilmes maduros de T. rubrum através da coloracdo por
cristal violeta.
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7.7.4. Efeito da terbinafina, fluconazol, efinaconazol e das nanoparticulas de éxido nitrico nas células
plancténicas de T. rubrum

Para a avaliacdo do efeito dos farmacos e das NO-np nas células plancténicas de T. rubrum,
o0s indculos foram preparados em meio RPMI 1640, na mesma concentracdo utilizada para a formacéo
dos biofilmes e, em seguida, foram co-incubados com as solugfes trabalho de fluconazol (512-
1mg/L), terbinafina (32-0,06 mg/L), efinaconazol (320-0,6 mg/L) e NO-np (20-0,04 mg/mL), na
temperatura de 37°C, por 72 horas, juntamente com 0s respectivos controles. Apos esse periodo, as
atividades metabdlicas das células planctonicas foram quantificadas pelo ensaio de reducdo do XTT.
As placas foram lidas em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 492 nm. Em razdo de a
terbinafina ser um farmaco fungicida, foi considerada atividade, a reducdo de pelo menos 80% da
atividade metabolica quando comparado ao controle sem tratamento (CP). Ja para o fluconazol,
efinaconazol e para as NO-np, por terem comportamento fungistatico, foi considerada atividade a
reducdo de pelo menos 50% da atividade metabdlica.

Para o fluconazol (Fig.59A), as concentra¢des que reduziram em 50% a atividade metabdlica
das células planctbnicas de T. rubrum ATCC MYA-4438 e do isolado clinico, foram as maiores ou
iguais a 16 e 32 mg/L, respectivamente. J& para a terbinafina (Fig.59B), as concentracGes que
reduziram em 80% as atividades metabdlicas, foram as iguais ou superiores a 0,5 mg/L para o isolado
clinico de T. rubrum. Todas as concentracdes testadas de terbinafina reduziram em 80% a atividade
metabolica da cepa ATCC. Para o efinaconazol (Fig.59C), todas as concentracdes testadas reduziram
em pelo menos 50% as atividades metabdlicas de T. rubrum, tanto da cepa ATCC, quanto do isolado
clinico.

As NO-np foram testadas a partir da concentracdo de 20 mg/mL, porém, devido a sua
sedimentacdo com o decorrer do tempo, apenas as concentragcdes compreendidas entre 2,5 - 0,04

mg/mL foram passiveis de leitura no espectrofotdbmetro. E possivel observar uma ligeira reducéo das
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atividades metabdlicas nas concentracdes de 2,5 e 1,25 mg/mL, porém nenhuma concentracdo do
intervalo testado foi capaz de reduzir em 50% as atividades metabdlicas de T. rubrum (Fig 59D).

Os testes foram feitos em duplicata e em dois experimentos independentes, porém, baseados
nos testes anteriores, é necessario realizar pelo menos cinco experimentos independentes. Além disso,
testes com concentragdes menores de terbinafina e efinaconazol devem ser realizados. Apesar disso,
observou-se que as células planctonicas foram sensiveis ao fluconazol, terbinafina e ao efinaconazol,
porém foram resistentes as concentracbes de NO-np nas quais a leitura espectrofotométrica foi
possivel.

Assim, como na parte |, os dados foram analisados através da medida da densidade dptica,

conforme descrito por Martinez & Casadevall (2006), para os biofilmes de C. neoformans.
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Figura 59. Efeito do fluconazol, terbinafina, efinaconazol e nanoparticulas de 6xido nitrico nas células plancténicas de T. rubrum, determinado
pelo teste de reducdo do XTT. Os asteriscos denotam reducdo significativa da atividade metabdlica (*p<0,05), em comparagdo ao controle sem

tratamento (CP).
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7.7.5. Efeito dos antifingicos e das nanoparticulas de 6xido nitrico frente aos biofilmes pré-formados

de T. rubrum

Para a realizacdo desse teste, foi adotado o protocolo descrito por Pierce e colaboradores
(2008) para biofilmes fungicos. Em resumo, os biofilmes foram formados em meio RPMI e, apés a
maturacdo, o sobrenadante foi aspirado e as solucdes de trabalho de fluconazol, terbinafina,
efinaconazol e das NO-np, nas mesmas concentragfes descritas no item 7.7.5, foram adicionadas. As
placas foram incubadas por mais 72 horas. Em seguida, o sobrenadante foi retirado, os biofilmes foram
lavados e a atividade metabdlica foi medida através do ensaio de reducdo do XTT. Para a interpretacdo
dos resultados, foram adotados os mesmos critérios do item anterior: foi considerada atividade a
reducdo de 50% da atividade metabdlica para o fluconazol, efinaconazol e NO-np e 80% para a
terbinafina.

Os resultados dispostos na Fig. 60 mostram que os biofilmes maduros incubados com as
diversas concentragdes de fluconazol (Fig.60A), exibiram valores de atividades metabdlicas
semelhantes as observadas nos controles (p>0,05), indicando que os biofilmes de T. rubrum foram
resistentes a todas as concentragdes de fluconazol testadas. O mesmo ocorreu quando os biofilmes
foram incubados com a terbinafina (Fig.60B) e o efinaconazol (Fig.60C). Em todas as concentragdes
testadas, as atividades metabolicas ndo foram reduzidas em 80% para a terbinafina e em 50% para o
fluconazol. Nota-se, porém uma reducao significante (p<0,05) da atividade metabdlica do biofilme do
isolado clinico, quando tratado com 32 mg/L de terbinafina, no entanto, essa reducao néo é suficiente
para considerar a atividade. O mesmo ocorreu nos biofilmes de T. rubrum ATCC e do isolado clinico
tratados com 320 mg/L de efinaconazol (p<0,05); ocorre uma reducao significativa, mas ndo suficiente
para que seja considerada atividade.

Em relacéo as NO-np, a interpretacdo dos resultados ndo foi comprometida no tratamento dos

biofilmes com as concentracbes maiores da nanoparticulas, uma vez que todo o sobrenadante foi
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aspirado e os biofilmes foram lavados antes da adicdo do sal de tetrazolio. A figura 60 D mostra que,
para a cepa ATCC, os biofilmes foram resistentes a todas as concentracoes testadas de nanoparticulas,
porém, para cepa clinica de T. rubrum, verificou-se uma reducdo de mais de 50% da atividade
metabolica, em comparacgéo ao controle sem tratamento, quando o biofilme foi tratado com as NO-np

na concentracdo de 40 mg/mL.
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Figura 60. Efeito do fluconazol, terbinafina, efinaconazol e nanoparticulas de 6xido nitrico nos biofilmes pré-formados de T. rubrum, determinado
pelo teste de reducdo do XTT. Os asteriscos denotam reducdo significativa da atividade metabdlica (*p<0,05), em comparagdo ao controle sem

tratamento (CP).
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7.7.6. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

Para melhor visualizagdo da topografia dos biofilmes de T. rubrum formados em meio RPMI
1640, assim como dos danos causados pelo tratamento aos biofilmes pré-formados, foi realizada a
MEV.

A Fig. 61 mostra as topografias dos biofilmes maduros da cepa ATCC (Fig 58 a, b e ¢) e do
isolado clinico de T. rubrum, formados em meio RPMI, sem tratamento. Observa-se uma biomassa
compacta e matriz extracelular em quantidade razoével, cobrindo e conectando as hifas.

J& a Fig. 62 mostra os mesmos biofilmes tratados com fluconazol, na concentracéo de 512
mg/mL. O fluconazol aparentemente ndo causou danos a estrutura dos biofilmes. Observa-se uma
grande quantidade de matriz extracelular cobrindo as hifas nos biofilmes formados pela cepa ATCC
(a, b, c). O biofilme formado pelo isolado clinico aparenta-se menos denso e com menor quantidade
de matriz exopolimérica, porém ndo foram observados danos visiveis as hifas (d, e, ). Esses resultados
acordam com os resultados da Fig.60A, que mostra que nao ha reducéo nas atividades metabdlicas
dos biofilmes de T. rubrum tratados com as diversas concentracdes de fluconazol, o que comprova a
resisténcia dos biofilmes a esse farmaco.

A Fig. 63 mostra os biofilmes de T. rubrum tratados com a terbinafina, na concentragéo de 32
mg/L. Ndo houve dano aparente nos biofilmes formados pela cepa ATCC, que permaneceu denso,
compacto e com grande quantidade de matriz extracelular (a, b, c). O biofilme formado pelo isolado
clinico aparenta menos denso, com menor quantidade de material polissacaridico e com poucas hifas
danificadas (d, e, f). Esses resultados também corroboram com os resultados anteriores, dispostos na
Fig.60B, que mostram que ambos os biofilmes se apresentaram resistentes a terbinafina. Nao houve
diminuicdo na atividade metabolica dos biofilmes da cepa ATCC tratados com esse farmaco, porém,
a concentracdo de 32 mg/L diminuiu significativamente a atividade metabdlica do biofilme do isolado

clinico, porém néo o suficiente para considerar atividade.
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Ja a Fig. 64 mostra o efeito do efinaconazol na concentracdo de 320mg/L nos biofilmes pré-
formados de T. rubrum. Esse farmaco provocou danos em ambos os biofilmes, porém os danos
maiores foram observados no biofilme formado pelo isolado clinico (d, e, f). E possivel observar hifas
com paredes celulares colabadas, com provavel extravasamento de material intracelular. Porém ainda
é possivel observar hifas intactas, em maior quantidade nos biofilmes formados pela cepa ATCC (a,
b, c). Observou-se também a presenca poucas estruturas semelhantes a artroconidios ou artrosporos
no biofilme do isolado clinico tratado (e, f). Os resultados observados na MEV dos biofilmes tratados
foram piores que os observados nos testes com o sal de tetrazolio. De acordo com esse, ha reducéo
nas atividades metabolicas de ambos os biofilmes no tratamento com efinaconazol 320mg/L, porém
essa reducdo nao é significativa a ponto de ser considerada atividade anti-biofilme. A reducdo é
significativa quando comparada ao controle (p<0,05), porém os danos verificados na MEV séo bem
maiores.

Por ultimo, a Fig. 65 mostra os biofilmes pré-formados tratados com 40mg/mL de NO-np.
Essa concentracdo ndo provocou destruicdo no biofilme formado pela cepa ATCC (a, b, c), no qual
ainda pode ser observada grande quantidade de matriz extracelular e hifas intactas intercalando-se
com aglomerados de nanoparticulas. J& no biofilme formado pela cepa clinica, foram observados
danos extensos as hifas e pouca matriz extracelular cobrindo as hifas intactas e as danificadas (d, e,
f). Esses resultados também corroboram com os resultados dispostos na Fig.60 D, que mostram que
o biofilme formado pela cepa ATCC foram resistentes as nanoparticulas, enquanto que o biofilme pré-

formado pelo isolado clinico foram sensiveis as NO-np.
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Figura 61. Microscopia eletrénica de varredura dos biofilmes maduros de T. rubrum ATCC MYA-4438 (a, b e ¢) e do isolado clinico (d, e e f),
sem tratamento, formados em meio RPMI 1640. As setas denotam a matriz extracelular.
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Figura 62. Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes maduros de T. rubrum ATCC MYA-4438 (a, b e ¢) e do isolado clinico (d, e e f),
tratados com fluconazol, na concentracdo de 512 mg/L. formados em meio RPMI 1640. As setas denotam a matriz extracelular polimérica em
maior quantidade nos biofilmes tratados da cepa ATCC. O biofilme tratado da cepa clinica aparenta mais espacado e com menor quantidade de
matriz extracelular. N&o foram observados danos as hifas.
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Figura 63. Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes maduros de T. rubrum ATCC MYA-4438 (a, b e ¢) e do isolado clinico (d, e e f),
tratados com terbinafina, na concentracdo de 32 mg/L. As setas denotam a matriz extracelular polimérica, que aparece em maior quantidade nos
biofilmes tratados da cepa ATCC. Assim como na Fig. 58, o biofilme da cepa clinica tratado com a terbinafina aparenta mais espacado e com
pouca gquantidade de matriz extracelular. Poucos danos foram observados nas hifas (f).
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Figura 64. Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes maduros de T. rubrum ATCC MYA-4438 (a, b e ¢) e do isolado clinico (d, e e f),
tratados com efinaconazol, na concentragdo de 320 mg/L. As setas denotam a matriz extracelular polimérica. E possivel observar em ambos os
biofilmes, hifas intactas intercalando-se com hifas danificadas e com as paredes celulares colabadas. Um maior dano é observado nos biofilmes do
isolado clinico, que apresenta muitas hifas com paredes celulares colabadas e com provavel extravasamento de material intracelular. Observa-se
também estruturas intactas, semelhantes a artroconidios (d, e e f).
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Figura 65. Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes maduros de T. rubrum ATCC MYA-4438 (a, b e ¢) e do isolado clinico (d, e e f),
tratados com NO-np, na concentracdo de 40 mg/mL. As setas denotam a matriz extracelular polimérica, abundante nos biofilmes da cepa ATCC
(b e ). Jaos biofilmes da cepa clinica aparentam mais danificados, com maior espacamento entre as hifas e menor quantidade de matriz extracelular.
Observam-se ainda hifas intactas intercalando-se com hifas com paredes celulares colabadas (d, e e f).
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7.7.7. Microscopia confocal de varredura a laser

A microscopia confocal dos biofilmes da cepa ATCC e do isolado clinico de T. rubrum
tratados com efinaconazol e as NO-np foi realizada a fim de verificar a influéncia do farmaco e das
nanoparticulas nas espessuras dos biofilmes.

A Fig 66 mostra os cortes ortogonais em 3D, indicando a espessura dos biofilmes de T. rubrum
com e sem tratamento, a Fig 66 A, B e C representam os biofilmes de T. rubrum ATCC MYA-4438
sem tratamento; tratados com NO-np e com efinaconazol, com espessuras de 24, 7 e 7 pm,
respectivamente e a Fig 66 D, E e F representam os biofilmes do isolado clinico ndo tratados (27 pm);
tratados com NO-np (9 pum) e tratados com o efinaconazol (9 pm). Os resultados indicam que 0s
tratamentos com o farmaco e com as NO-np causaram diminuicdo na espessura dos biofilmes tanto
da cepa ATCC, quanto do isolado clinico.

A atividade de nanoparticulas de silica contendo éxido nitrico, descritas por Hetrick e
colaboradores (2008), foi verificada previamente contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Os resultados mostraram que essas
nanoparticulas foram capazes de matar 99% dos biofilmes de P. aeruginosa e E. coli. Uma das
explicagdes para a capacidade anti-biofilme de nanoparticulas pode estar relacionada ao seu tamanho,
que permite uma penetracdo mais efetiva entre a matriz extracelular (Hetrick et al., 2009).

Nos ultimos anos, a pesquisa das dermatofitoses tem sido focada basicamente na descoberta
de novos farmacos e de novas alternativas para 0 combate dessas doencas. Por ser uma doenca
primariamente superficial e com taxa de mortalidade muito baixa, h4 um certo desinteresse dos
pesquisadores em todo 0 mundo de continuar a pesquisa com esses fungos, por nao considera-los tdo
importantes quanto outros microrganismos, mesmo com 0 aumento da incidéncia e prevaléncia
mundial, além do aumento de relatos de agravamento sistémico em individuos imunocomprometidos.

Achterman & White (2012), em seu artigo intitulado “A foot in the door for dermatophyte research”,
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afirmaram que a pesquisa das dermatofitoses esta prestes a decolar, uma vez que o genoma de sete
dermatofitos esta completamente sequenciado e a sequéncia encontra-se disponivel publicamente. De
acordo com eles, esse sequenciamento possivelmente contribuira para que se tenha a certeza de como
os dermatdfitos interagem com as células humanas, provocando a doenca.

A comprovacao da habilidade dos dermatofitos na formacéo de biofilmes também ratifica a
afirmacéo anterior e abre diversas portas para a pesquisa desses fungos. A capacidade dos biofilmes
de serem mais resistentes aos antimicrobianos pode explicar a infeccdo persistente, a resisténcia e o
tratamento longo que usualmente é requerido nas dermatofitoses, especialmente nas onicomicoses.
Sendo assim, os dados gerados nesse trabalho podem contribuir de maneira significativa para a
ciéncia, representando mais um avanco no campo de biofilmes, tanto para a pesquisa de novos
farmacos para o tratamento dessas micoses, quanto para a descoberta de novos genes responsaveis

pela viruléncia, além de responder perguntas que ha tempos vém sendo feitas.
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Figura 66. Cortes ortogonais em 3D, indicando a espessura dos biofilmes de T. rubrum com e sem tratamento. A, B e C representam os biofilmes
de T. rubrum ATCC MY A-4438 sem tratamento; tratados com NO-np e com efinaconazol, com espessuras de 24, 7 e 7 um, respectivamente. D,
E e F representam os biofilmes do isolado clinico néo tratados (27 um); tratados com NO-np (9 um) e tratados com o efinaconazol (9 um). Os
tratamentos com o farmaco e com as NO-np causaram diminuicdo na espessura dos biofilmes da cepa ATCC e do isolado clinico.
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8. CONCLUSOES

A anélise dos resultados do presente trabalho nos permitiu concluir que:

T. rubrum e T. mentagrophytes foram capazes de formar biofilmes in vitro em diversos meios

e 72 horas foi o tempo ideal para a maturacdo dos biofilmes de ambas as espécies;

Os protocatecuatos com 4 a 10 carbonos na cadeia lateral foram os que melhor inibiram, in
vitro, o crescimento das 4 espécies de dermatofitos testadas e demonstraram baixa toxicidade
para as células HaCat, NHOK e HepG2, com destaque para nonila, que obteve, no geral, o

melhor indice de seletividade;

As células planctdnicas nas mesmas concentracdes dos biofilmes tiveram seu crescimento
inibido por todos os farmacos testados e pelo composto nonila. Os biofilmes pré-formados
foram sensiveis somente ao protocatecuato de nonila e resistentes a todos os farmacos

avaliados;

A combinacéo entre a terbinafina e nonila resultou em interacdo indiferente nas células de T.

rubrum e T. mentagrophytes.

As nanoparticulas de o0xido nitrico apresentaram atividade tanto para as células planctonicas,

quanto em formato biofilme, obtendo um comportamento fungistatico;

O efinaconazol mostrou-se mais eficaz que a terbinafina e o fluconazol e apresentou interacéo

sinérgica quando combinado com as NO-np’s.
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10. ANEXOS

10.1. ARTIGOS RELACIONADOS A TESE DE DOUTORADO

10.1.1. Artigo publicado como primeira autora sobre a caracterizacdo dos biofilmes de dermatdfitos
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In vitro characterization of Trichephyton rubrum and T. mentagrophytes biofilms
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Dermatophytes are fungi responsible for a disease known as dermatophytosis. Biofilms are sessile microbial communities
surrounded by extracellular polymeric substances (EPS) with increased resistance to antimicrobial agents and host
defenses. This paper describes, for the first time, the characteristics of THchophyion rubrum and T menfagrophytes bio-
films. Biofilm formation was analyzed by light microscopy, scanning electron microscopy (SEM) and confocal laser
scanning microscopy (CLSM) as well as by staining with crystal violet and safranin. Metabolic activity was determined
using the XTT reduction assay. Both species were able to form mature biofilms in 72h. 70 rubrum biofilm produced
more biomass and EPS and was denser than T. mentagrophyvies biofilm. The SEM results demonstrated a coordinated
network of hyphae in all directions, embedded within EPS in some areas. Research and characterization of biofilms
formed by dermatophytes may contribute to the search of new dmgs for the treatment of these mycoses and might
inform future revisions with respect to the dose and duration of treatment of currently available antifungals.

Keywords: THehopiton rubrun, T mentagropintes; biofilm; dermatophytes; SEM; CLSM

Introduction

Dermatophytes are fungi that have the ability to invade
keratinized structures of humans and animals, producing
a condition called dematophytosis (Weitbman &
Summerbell 1995). There are three anamorphic genera:
Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton, which
share certain microscopic features despite the taxonomic
distance between them (Weitzman & Summerbell 1995;
Moraes et al. 2001; Costa-Orlandi et al. 2012).

Soil is a natural reservoir of dermatophytes; keratins
present in soil are used as nutrients, so these fungi are
adapted to various environments. Keratin is a protein of
high molecular weight, relatively insoluble and present
in the skin, hair, nails and debris deposited in soil (Saenz
2001; Aguino et al 2007: Macura et al. 2010
Achterman & White 2012). The prevalence of dermato-
phytes is variable but high in Latin America, causing
infections in  both humans and domestic animals
(Pinheiro et al. 1997). The infection occurs when arthro-
conidia adhere to host skin, followed by germination and
the invasion of keratinized structures by fungal hyphae.
During invasion, keratinized tissues are digested by
secreion of multiple endoproteases, the presence of
which can determine fungal survival on the host as well
as the clinical evolution of the infection, by providing
nutrients, and triggering and modulating the immune
response (Vermout et al. 2008; Baldo et al. 2012). The
severity of the infection is related, in part, to the reaction
of the host to the invading organism, in addition to other

factors, such as species or vinulence of the infecting
stramn, host reaction to metabolic products produced by
the fungus, anatomic site of infection, and local environ-
mental factors (Soares et al. 2013). Endoproteases fall
into two large protein families: the subtilisins (which are
serine proteases) and the fungalysins (metalloproteases)
(Monod 2008). Studies have demonstrated seven putative
genes encoding serine proteases belonging to the subtili-
sin family (SUB) and five putative genes encoding
metalloproteases belonging to the M36 family, which
only exists in fungi (Zhang et al. 2013). The sequencing
of seven dermatophyte genomes has recently been
completed, and the sequences have been made publicly
available. Seven genomes were found to encode high
numbers of protease-encoding genes compared to related
non-dermatophytic fungi. In particular, dermatophytes
appear to have expanded sets of endopeptidases,
exopeptidases, and secreted proteases (Achterman &
White 2012).

This observation highlights the important role of
protein degradation in the life cycle of dermatophytes
(Achterman & White 2012). Many authors have
investigated the virulence factors that are activated in der-
matophytes exposed to environmental stresses such as
growth on lipids (Peres et al. 2010; Maranhao et al. 2011),
changes in pH (Silveira et al. 2010), and antifungal drugs
(Peres et al. 2010).

Biofilms are structured sessile microbial communities
that are organized by microorganisms adhering to a

*Corresponding authors. Email: carolbarceloscosta@gmail.com (CB. Costa-Odandi); gianninif@fcfarunesp.br (M.J.S. Mendes-Giannini)
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10.1.3. Artigo em fase final de escrita, sobre a resisténcia dos biofilmes aos antifingicos
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Abstract

Biofilms are sessile microbial communities surrounded by an extracellular matrix with an
increased resistance to antimicrobial agents and host defense. The ability of dermatophytes in
biofilm formation was recently described by our group. In this work, the susceptibilities of T.
rubrum and T. mentagrophytes biofilms and planktonic cells to three antifungal drugs and to
nonyl-3,4 dihydroxybenzoate (an derivative of protocatechuic acid) were determined for the
first time. The pre-formed biofilms and planktonic cells of T. rubrum and T. mentagrophytes
were treated with different concentrations of fluconazole, griseofulvin, terbinafine and nonyl-
3,4 dihydroxybenzoate. The metabolic activities were determined using the XTT reduction
assay. Finally, scanning electron microscopy (SEM) and confocal scanning laser microscopy
were used to examine the effects of the treatments on biofilms structures. Fluconazole,
griseofulvin, terbinafine and nonyl-3,4 dihydroxybenzoate were able to prevent the biofilm
formation in all reference strains and clinical isolates tested (p<0.05). T. rubrum and T.
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mentagrophytes biofilms were significantly more resistant to fluconazole, griseofulvin and
terbinafine than planktonic cells (p<0.05). In contrast, both biofilms and planktonic cells were
susceptible to nonyl-3,4 dihydroxybenzoate (p>0.05). SEM results revealed that the antifungal
drugs caused minor or no damage to the structure of the biofilms and, in some cases, stimulated
the development of resistance structures. In contrast, the biofilms treated with nonyl-3,4
dihydroxybenzoate were seriously damaged. Confocal microscopy suggested that most of
biofilms treated with nonyl and terbinafine has reduced thickness when compared to untreated
biofilms. These findings show nonyl-3,4 dihydroxybenzoate as a promising anti-dermatophyte
biofilm compound and can contribute significantly to the research of new drugs for the
treatment of dermatophytosis.

Keywords: biofilms, dermatophytes, nonyl-3,4 dihydroxybenzoate, anti-biofilm activity,

resistance
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Abstract

Over the last few years, filamentous fungi, particularly the dermatophytes, have been
recognized as biofilm-forming microorganisms. Nutrients in the environment can influence the
development and final chemical composition of biofilms, suggesting the correlation between
metabolic substrates and biofilm architecture. This work aims to evaluate the influence of four
different culture mediums on biofilm formation by Trichophyton rubrum and T.
mentagrophytes. The biofilms of two ATCC strains and two clinical isolates of T. rubrum and
T. mentagrophytes were observed following cultivation in RPMI 1640, Brain-heart infusion
(BHI), Dulbecco's Modified Eagle's media (DMEM) and serum free medium for keratinocytes
culture. After 72 hours of growth, the biomass and the extracelular matrix (ECM) were
quantified using the crystal violet (CV) and safranin methods, respectively. The ultrastructures
of the mature biofilmes were visualized by scanning electron microscopy (SEM) and confocal
laser scanning microcopy (CLSM). Overall, cultivation in RPMI, DMEM and BHI resulted in
the most robust production of biomass and ECM. The biofilms of T. rubrum ATCC 28189, T.
rubrum 143 and T. mentagrophytes 66 produced higher amounts of ECM compared to T.
mentagrophytes ATCC 11481 (p<0.05). SEM images showed that the biofilms formed in
RPMI, BHI and DMEM exhibited a highly organized ECM, covering and connecting the
hyphae. CLSM images showed that RPMI and DMEM produced thicker biofilms, while the
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BHI produced denser biofilms. These results demonstrate that T. rubrum and T. mentagrophytes
are able to form biofilms in diverse culture mediums with varying characteristics and these

variations can contribute significantly to future studies of dermatophyte biofilms.

Keywords: biofilms, culture medium, dermatophyte
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increase in the development of resistance to antifungal drugs. Because of these dizadvantages, the search for
new antifingal agents in natural ssumes hasincreased. The development of these new antifungl d ugs invohves
various steps and methodologies. The evaluation of the in vito antifungal activity and cytotoedcity are the
first steps in the screening There is also the posdbility of antifungal combinations to improve the therapy and

Fungi = reduce tecity. Despite that, the application of the new antifungal candidate could be wsed in assocation with
Hatural compounds photodynamic therapy orusing nanotechnology as an ally. In vivo tests can be performed to evaluate the efficacy
Antifungal sctivity and toxicity using comventional and altemative animal models. In this work, we review the methods available for
Efficacy the evaluation of the antifungal activity and =safety of natural products, as well as the recent advances of new

Methads technology in the application of natural products for antifingal therapy.
D 2016 Elsevier BV. All rights reserved.
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