RESSALVA

Atendendo solicitacao do
autor, o texto completo
desta dissertacao sera

disponibilizado somente a
partir de 25/12/2020.



AVAVAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José do Rio Preto

Thiago Henriqgue Lemes

Atividade antifangica, in vitro, de extratos de cultura de Candida
spp. contra Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum

Sao José do Rio Preto
2019



Thiago Henriqgue Lemes

Atividade antifungica, in vitro, de extratos de cultura de Candida
spp. contra Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum

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

Financiadora: CAPES

Orientador: Profa. Dr2. Margarete Teresa
Gottardo de Almeida.

Sao José do Rio Preto
2019



Lemes, Thiago Henrique
L552a Atividade antifiingica, in vitro, de extratos de cultura de Candida
spp. contra Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum /
Thiago Henrique Lemes. -- Sao José do Rio Preto, 2019
63 p. : il., tabs., fotos

Dissertagao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio
Preto

Orientadora: Margarete Teresa Gottardo de Almeida

1. Micologia médica. 2. Quorum sensing. 3. Dermatofitos. 4.
Candida. 5. Agentes antimicrobianos. I. Titulo.

Sistema de geragao automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas, S3o José do Rio Preto. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha nao pode ser modificada.




Thiago Henriqgue Lemes

Atividade antifangica, in vitro, de extratos de cultura de Candida
spp. contra Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de Mestre em
Microbiologia, junto ao Programa de PoOs-
Graduacdo Microbiologia, do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio
Preto.

Financiadora: CAPES

Comissdao Examinadora

Prof2. Dr2. Margarete Teresa Gottardo de Almeida
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto - FAMERP
Orientador

Prof. Dr. Jodo Roberto Antonio
Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP

Prof. Dr. Matheus Aparecido dos Santos Ramos
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-UNESP/FCFAr

Sao José do Rio Preto
25 de junho de 2019



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, gratiddo por todas as conquistas, ingresso e concluséo deste
trabalho, por me abencoar grandemente e me conceder o privilégio da vida. Por me

cercar de pessoas maravilhosas que me ensinam muito todos os dias.

A minha tia Rozanda Parro Rodrigues, por simplesmente existir, por ser minha mae,
por todo o ensinamento e embasamento dado. Por todo amor, carinho, dedicacéo.
Pelas horas ndo dormidas nos momentos de doenca, pelo suporte financeiro
resultando em varias horas extras de trabalho e muito cansago, para tornar possivel
a realizacdo desse projeto. Palavras ndo serdo suficientes para expressar o quanto
sou grato por essa mae maravilhosa no qual sou extremamente abencoado em ter,

muito obrigado, vocé € minha inspiracao.

As minhas avés (in memoriam) Otaira Rosa Parro e Inés da Silva Lemes, vocés
fazem muita falta, obrigado por todo o ensinamento e amor depositado em mim,

vocés sdo mulheres excepcionais, uma grande inspiragao.

Aos meus pais Roséangela Maria Parro e José Roberto Jacinto Lemes por todo
carinho e apoio no decorrer da minha vida, por me ensinar todos os valores

importantes contribuindo para a pessoa que sou hoje.

A minha familia pelo suporte emocional nas horas mais dificeis.

A minha orientadora Profe. Dr2. Margarete Teresa Gottardo de Almeida, pela
oportunidade e confianga na minha capacidade para a realizacdo desse projeto.
Agradeco pelo ensino, paciéncia, dedicacdo, carinho e disponibilidade. Também
pelo auxilio nas horas mais dificeis contribuindo para o meu crescimento pessoal e

profissional. Meus mais profundos e sinceros agradecimentos.

A Prof2, Dr2, Elza Maria Castilho, pelo acolhimento, carinho e ajuda. Eternamente

grato por todo auxilio dado no decorrer desse projeto. Muito obrigado.



A Luceli Ferreira de Souza por todo o auxilio e companheirismo para com esse
projeto. Pela paciéncia em ensinar. Sua atengao e dedicagdo foram fundamentais

para a realizacdo dessa pesquisa. Pessoa excepcional.

Aos meus amigos de laboratorio Natalia Seron, Bianca Gottardo, Mariela Domiciano,
Taiza Maschio, Jodo Paulo Zen, Leticia Bianco, Cleuzenir Toschi Gomes Barbieri, da
Conceicéao, Beatriz Gomes Ricardo, Camila Silva, Veridianna Pattini, Juliana Finoti,
Cleiriane Lucia, Marcos Garcia, Crislene Barbosa de Almeida, Diego Maximiano
Luciani Gaspar de Toledo, Evelyn Martins, Leticia Mozanner, Gabriela Byzynski pelo
companheirismo, ajuda e auxilio na realizagcdo do projeto. Obrigado pelos 6timos

momentos de descontracdo durante todo esse tempo.

A Maicon Henrique Caetano e Emilia Cristina Gianizella, dois grandes amigos,
irmaos, parceiros, formando um trio de cumplicidade nunca visto. Agradeco a

amizade de vocés, os conselhos, conversas e 6timos momentos juntos.

Ao Prof. Dr. Luis Octavio Regasini, Guilherme Silva Torrezan e Carlos Roberto
Polaquini pela realizacéo e ajuda com as andlises quimicas. Obrigado pelo tempo de

ensino e experiéncia.

Aos professores Dr°. Jodo Paulo Zen e Drd Méarcia Maria Costa Nunes Soares por
participarem da banca examinadora de qualificacdo, contribuindo com a melhoria

deste projeto.

Aos membros da comissdo examinadora deste trabalho, Prof. Dr°. Jodo Roberto
Antonio e Prof. Dr°. Matheus Aparecido dos Santos Ramos, pelo aceite do convite e
por dispensarem seu tempo na correcdo deste trabalho, agregando experiéncia e

conhecimento ao mesmo.

Ao Laboratorio de Microbiologia e a FAMERP, pela infraestrutura de ensino e

pesquisa, essenciais para a realizacao deste trabalho.



Ao Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia, professores, coordenadores e
equipe técnica, pela disponibilidade, dedicacdo aos alunos e prontiddo em

esclarecer todas as duvidas.

Enfim, a todos os meus amigos, colegas e professores que nao foram citados, mas

que fizeram parte da minha formacao e acreditaram em meu potencial.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001



RESUMO

Onicomicoses sao infecgcbes de unhas causadas principalmente por fungos
dermatdfitos, seguidos de leveduras e fungos filamentosos ndo dermatofitos
(FFNDs). Caracterizam-se por serem infeccbes persistentes, de terapéutica
prolongada com altas taxas de recorréncia, falhas no seu diagnéstico e tratamento
podem causar danos irreversiveis a placa ungueal. Na prética clinica € comum o
achado de dois ou mais organismos responsaveis pela etiologia de onicomicoses.
Nestes eventos, as interacdes interespécies conduzem respostas fisiologicas dos
microrganismos com producdo de moléculas difusiveis, denominadas moléculas de
quorum sensing (QSMs), fundamentais para a sobrevivéncia microbiana em
ambientes competitivos. De fato, nos ultimos anos, novas QSMs flngicas tém sido
estudadas e descritas como potenciais agentes antimicrobianos. O presente estudo
avaliou a atividade antifungica dos extratos obtidos de cultura de Candida albicans e
C. parapsilosis contra linhagens de dermatofitos, tal como seu efeito sinérgico com
fluconazol e toxicidade. As culturas foram submetidas a filtracio em sistema
fechado, seguido por extracdo liquido-liquido, utilizando acetato de etila. A atividade
antifingica, in vitro, foi avaliada por microdiluicdo, obtendo-se a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) de cada extrato contra linhagens clinicas de Trichophtyton
rubrum e T. mentagrophytes, além dos efeitos associados com fluconazol, por
ensaio Checkerboard. Para avaliagcdo de toxicidade, utilizou-se modelo invertebrado
de Galleria mellonella. Os extratos de C. albicans e C. parapsilosis apresentaram
CIM entre 250-2000 pg/mL contra as linhagens de dermatdfitos, com efeito
potencializado quando associado ao fluconazol, confirmando sinergismo. Os
extratos apresentaram baixa toxicidade nas concentracdes inibitérias minimas.
Futuramente, o isolamento e identificagdo dos compostos dos extratos possibilitardo

novas abordagens terapéuticas no controle de infeccdes fungicas.

Palavras—chave: Micologia meédica. Quorum sensing. Dermatofitos. Candida.

Agentes antimicrobianos.



ABSTRACT

Onychomycosis are nail infections caused primarily by dermatophyte fungi, followed
by yeasts and non-dermatophyte filamentous fungi. They are characterized by being
persistent infections, by the prolonged therapy with high recurrence episodes,
failures in the diagnosis and treatment; wich can cause irreversible damage to the
nail plate. In clinical practice, it is common for two or more organisms to be involved
with onychomycosis. The interspecies interactions in infections of mixed etiology are
mediated by small diffusible molecules called quorum sensing molecules (QSMs)
and are fundamental for the survival of these microorganisms in competitive
environments. In recent years, new fungal QSMs have been studied and described
as potential antimicrobial agents. The present study evaluated the antifungal activity
of the extracts obtained from the culture of Candida albicans and C. parapsilosis
against strains of dermatophytes. To obtain the fungal extracts, the cultures were
subjected to closed-loop filtration, followed by liquid-liquid extraction using ethyl
acetate. The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of each extract was evaluated by
the microdilution technigue against clinical strains of Trichophtyton rubrum and T.
mentagrophytes and in association with fluconazole, by the Checkerboard assay. To
evaluate the toxicity of the extracts, an invertebrate model of Galleria mellonella was
used. The extracts of C. albicans and C. parapsilosis showed MICs ranging from 250
to 2000 pg/mL. When associated with fluconazole, they expressed results showing a
predominantly synergistic effect in all the evaluated combinations. Toxicity assays
with G. mellonella demonstrated low toxicity of the extracts. In the future, the isolation
and identification of the extract compounds will allow new therapeutic approaches in

the control of fungal infections.

Keywords: Medical mycology. Quorum sensing. Dermatophytes. Candida.

Antimicrobial agentes.



SUMARIO

CAPITULO L ottt sttt ns 9
1. INTRODUGAOD ..ottt ettt 10
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt e, 11
2.1 ANAtomia da UNN@ ........uuueiiiiiiiiiiiiiii e 11
2.2 Epidemiologia e etiologia das ONICOMICOSES ........cccevvvvvviiiiiieeeeeeeeeiiee e 12
2.4 Manifestagfes clinicas das ONICOMICOSES........cuuueiiiiiiiiiiiiiiiee e e eeiiiieeeeeees 14
2.5 DiagnOStiCo das ONICOMUCOSES ....uuuiiieeeeieeiiiiiiieeeeeeeeeeeaiis s e e e e e e e e eeaaaan e eees 15
2.6 Tratamento das ONICOMICOSES ........uuuuuruuuuuuurriirrrirnrrrnnesnneeeeeaenreeeerareeeaaeaaae 15
2.7 QUOrum sensing €M fUNQOS ......uuiiiiie e 18
2.8QuOorum Sensing €M ONICOMICOSES ......uuuuuuuuuuururnrnnnnennnennnneneeannneeeeeeeeeeneeeeannee 19
3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA ... 21
T © 1= TN 1 I 1V T 22
4.1 ODjetiVOS SPECITICOS ....eeviieieiiiiiiiiiiiiee e 22
T | = O 15T T L€ 23
5.1 LINNAGENS ClINICAS....ceiiiiiiiiiiiiieeee et 23
5.2 Preparacéo do in6culo e obtencao dos extratos de leveduras...................... 23
5.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)...........ccccvvvceeeeeenen. 23
I @4 a1 Tod =11 o T F= T (o [ 24
5.5 Caracterizacao quimica d0OS eXIratOS ............uuuerrurrrrrurerirrnnnninineeennnrnnenn... 26
5.6 Testes de toxicidade com Galleria mellonella .............coceeiiiiiiiiiiiiiiiineee, 27

CAPITULO 2 - ARTIGO ...ocviiiiceesieeee ettt 28
6. In vitro antifungal activity of Candida spp. extractcs against

Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes ....................... 29
ADSITACT <. 30
INEFOAUCTION ... 31
Materials and MethOd............uiiiii e 32
RESUILS ... 36
[T ol U K=Y (o] o [P 38
(@0} o T3 11 (0] o 41
RETEIENCES ...t 43

CAPITULO 3 ittt 54
7. CONCLUSOES .....cooviiiieiee sttt 55

REFERENCIAS .. .ottt 56



Capitulo 1




10

1 INTRODUCAO

Onicomicoses sao infeccbes de unhas causadas por fungos dermatofitos,
leveduras, fungos filamentosos ndo dermatofitos (FFNDs). Correspondem a 50% de
todas as desordens de unhas e 30% de todas as infec¢Bes fangicas cutaneas
(GUPTA; VERSTEEG; SHEAR, 2017).

Trata-se de um grave problema de saude publica por gerar custos aos
servicos de saude e ocasionar a perda de produtividade dos individuos acometidos
(VLAHOVIC, 2016), além do impacto psicossocial negativo associado ao
desconforto, baixa autoestima com significantes efeitos em sua qualidade de vida
(GUPTA; MAYS, 2018).

Os fungos dermatoéfitos correspondem ao principal grupo de agentes
etiologicos das onicomicoses, com destaque para as espécies Trichophyton
mentagrophytes e T. rubrum. Leveduras do género Candida spp, principalmente C.
albicans e C. parapsilosis, eventualmente podem também estar associadas a essas
infecgbes (GHANNOUM; ISHAM, 2014).

Em nichos anatdomicos de infeccdo de populagdes mistas de microrganismos,
as interacOes fisico-quimicas sdo mediadas pela producdo de pequenas moléculas
difusiveis (QSMs) em um mecanismo conhecido por Quorum sensing (QS). Essas
QSMs apresentam concentracdo dependente da densidade populacional e séo
responsaveis por regular diversos processos celulares como fatores de viruléncia,
esporulacdo e formacdo de biofiimes. Esse sistema € fundamental para a
interferéncia e sobrevivéncia das populacdes em ambientes competitivos (GUPTA;
DAIGLE; CARVIEL, 2016).

Entre as principais QSMs descritas recentemente para fungos, destacam-se 0
farnesol e o tirosol, produzidos por C. albicans, as oxilipinas produzidas por algumas
espécies de Aspergillus spp. e o peptideo QSP1, envolvido na viruléncia de
Cryptococcus neoformans (DIXON; HALL, 2015).

Nas infec¢bes ungueais, o0 ambiente fisiologico deve ser explorado, uma vez
gue novas moléculas de resposta antifingica podem estar presentes e se

constituirem como alternativa para novas abordagens terapéuticas.
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6. CONCLUSOES

Os extratos de C. albicans e C. parapsilosis apresentam atividade antifangica
contra T. mentagrophytes e T. rubrum e podem influenciar no diagnéstico laboratorial
das onicomicoses. Novos estudos devem ser conduzidos para identificacdo e
isolamento dos compostos presentes nos extratos. A combinacdo dos extratos com
fluconazol demonstrando o efeito sinérgico contra linhagens de dermatofitos, tal
como a nao toxicidade em G. mellonella, possibilitara seu uso para novas

abordagens terapéuticas no controle das onicomicoses.
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