AVA
AVAvAv  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u ne Sp ' 40LI0 DE MESQUITA FILHO”

Campus de S&o José do Rio Preto

Leticia de Queiroz Mozaner

Atividade Antifungica de Derivados Anfifilicos de Quitosana sobre
agentes etiologicos de dermatomicoses

Séao José do Rio Preto

2024



Leticia de Queiroz Mozaner

Atividade Antifungica de Derivados Anfifilicos de Quitosana sobre
agentes etioldgicos de dermatomicoses

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencéo do titulo de Doutor em Nome
do Programa, junto ao Programa de POs-
Graduacdo em Nome do Programa, do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Séao
José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Orientador: Profd. Dr2. Margarete Teresa
Gottardo de Almeida

Sdo José do Rio Preto

2024



Mozaner, Leticia de Queiroz
M939a Atividade Antiftingica de Derivados Anfifilicos de quitosana sobre
agentes ctiologicos de dermatomicoses / Leticia de Queiroz Mozaner.
-- Sdo José do Rio Preto, 2024
86 p.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Biociéncias Letras ¢ Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio
Preto

Orientadora: Margarete Teresa Gottardo de Almeida

1. Dermatomicoses. 2. Antimicrobianos. 3. Derivados de quitosana.
L. Titulo.

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

Essa ficha ndo pode ser modificada.




Leticia de Queiroz Mozaner

Atividade Antifangica de Derivados Anfifilicos de Quitosana sobre
agentes etiologicos de dermatomicoses

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencéo do titulo de Doutor em Nome
do Programa, junto ao Programa de POs-
Graduacdo em Nome do Programa, do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias
Exatas da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Séao
José do Rio Preto.

Financiadora: CAPES

Comissao Examinadora
Prof2. Dra. Margarete Teresa Gottardo de Almeida
UNESP — S&o José do Rio Preto
Profé. Dra. Marcia Maria Costa Nunes Soares
Instituto Adolfo Lutz — S&o José do Rio Preto
Profé. Dra. Elza Maria Castilho
FAMERP- S&o José do Rio Preto
Prof.. Dr2. Mariela Domiciano Ribeiro
FAMERP — S&o José do Rio Preto
Profa. Dr2, Catia Rezende
UNIFEV — Votuporanga

Sao José do Rio Preto

23 de Fevereiro de 2024



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus pois sei que onde estou s6 foi possivel porque Ele me
guiou até aqui.

A minha familia e namorado, pois eles deram o apoio emocional necessario para eu
alcancar meus objetivos.

A minha orientadora, uma pessoa maravilhosa profissionalmente e pessoalmente,
sempre me acolheu e estava disponivel para as duvidas e problemas.

Aos meus colegas de trabalho, ou melhor, amigos, pois sdo pessoas extraordinarias
gue pretendo ter o resto da vida.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001, a qual
agradeco.



RESUMO

As infecgdes fungicas afetam milhares de pessoas com ocorréncias superficiais e/ou
invasivas. Nos ultimos anos, tem sido observado que as infeccdes sdo causadas por fungos
com padréo resistente aos antimicrobianos. A terapéutica delas estdo cada vez mais
prolongadas e com altas taxas de recorréncia. As micoses cutaneas ou dermatomicoses
apresentam variedade de agentes etioldgicos, tais como dermatofitos, leveduras e fungos
filamentosos ndo dermatdfitos. A busca por compostos ndo toxicos, inibidores do
crescimento de fungos, tem impulsionado a pesquisa nesta area. Nesse cenério, a
quitosana é considerada um agente antimicrobiano promissor, cuja atividade tem sido
parcialmente atribuida a interacdo eletrostatica com a parede celular e membrana celular
dos microrganismos. Estudos recentes tém mostrado que a estrutura da quitosana pode
ser modificada para potencializar seus efeitos. Nesse sentido, o presente projeto teve por
objetivo investigar a atividade antimicrobiana dos derivados, com conteudos fixos de
grupos dietilaminoetil (DEAE) ou grupos quaternarios de aménio e dodecil (DD), com
massas moleculares variadas. Esses derivados foram selecionados devido as suas
atividades de inibicdo comprovadas contra os fungos Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, Alternaria alternata, Alternaria solanie, Penicillium expansum, Candida
glabrata, Candida krusei, entre outros. Busca-se otimizar a atividade antimicrobiana
contra fungos de grande impacto na area da salde, especificamente, contra cepas padrao
e isolados clinicos de Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum, Candida e
Fusarium. Foram determinadas as Concentracdes Inibitorias Minima (CIM) e Fungicida
Minima (CFM) para todos os derivados e a cinética de morte (time-kill) para derivados
selecionados. Além disso, foi testada a toxicidade dos derivados selecionados pelo
modelo de Galleria mellonella. Os derivados apresentaram CIM e CFM entre 100-2000
pg/mL. Os polimeros substituidos com DEAE, e com DEAE e DD, de baixa massa,
inibiram totalmente todas as cepas, no maximo, em 12 horas. Os menores tempos de a¢édo
(1 hora) foram observados com esses polimeros contra Candida krusei ATCC, Candida
krusei 6347, Candida parapsilosis 6272, Candida parapsilosis 6186 e Candida
parapsilosis ATCC. Todos os polimeros testados contra Trichophyton rubrum inibiram
totalmente em 8 horas de contato. Os ensaios de toxicidade com Galleria mellonella
demonstraram baixa toxicidade dos derivados.

Palavras-chave: Onicomicoses, antimicrobianos, Galleria mellonella, quitosana



ABSTRACT
Fungal infections affect thousands of people with superficial and/or invasive occurrences.
In recent years, it has been observed that infections are caused by fungi with a pattern
resistant to antimicrobials. Their therapy is increasingly prolonged and with high rates of
recurrence. Cutaneous mycoses or dermatomycoses have a variety of etiological agents,
such as dermatophytes, yeasts and non-dermatophyte filamentous fungi. The search for
non-toxic compounds that inhibit fungal growth has driven research in this area. In this
scenario, chitosan is considered a promising antimicrobial agent, whose activity has been
partially attributed to the electrostatic interaction with the cell wall and cell membrane of
microorganisms. Recent studies have shown that the structure of chitosan can be modified
to enhance its effects. Then, the present project aimed to investigate the antimicrobial
activity of derivatives with fixed contents of diethylaminoethyl groups (DEAE) or
quaternary ammonium and dodecyl groups (DD), with varied molecular weights. These
derivatives were selected due to their proven inhibition activities against the fungi
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Alternaria alternata, Alternaria solanie,
Penicillium expansum, Candida glabrata, Candida krusei, among others. The aim is to
optimize the antimicrobial activity against fungi with a great impact on health,
specifically against standard strains and clinical isolates of Trichophyton,
Epidermophyton, Microsporum, Candida and Fusarium. The Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and the Minimum Fungicide Concentration (MFC) were
determined for all derivatives and time-kill for selected derivatives. In addition, the
toxicity of derivatives selected by the Galleria mellonella model was tested. Derivatives
showed MIC and MFC between 100-2000 pg/mL. DEAE, DEAE and DD substituted
polymers totally inhibited all strains within 12 hours at most. The shortest action times (1
hour) were observed with these polymers against Candida krusei ATCC, Candida krusei
6347, Candida parapsilosis 6272, Candida parapsilosis 6186 and Candida parapsilosis
ATCC. All polymers tested against Trichophyton rubrum were completely inhibited
within 8 hours of contact. Toxicity tests with Galleria mellonella showed low toxicity of

the derivatives.

Keywords: Onychomycosis, antimicrobial, Galleria mellonella, chitosan
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CAPITULO 1

1.INTRODUCAO

As dermatomicoses sdo micoses superficiais que acometem grande parte da
populagéo, tornando-se uma causa importante de morbidade. Apesar de, na maioria das
vezes, apresentarem risco de vida apenas em pacientes com comorbidades, geram efeitos
debilitantes, diminuindo a qualidade de vida, ocasionando Vvéarios problemas
psicossociais, aléem de grandes despesas em saude publica (VLAHOVIC, 2016; GUPTA
et al., 2020).

Aquelas de ocorréncia mais comum sdo as dermatofitoses ou tineas, infecgdes
resultantes do acometimento de fungos aos tecidos queratinizados da pele, pelos e unhas.
Leveduras comensais da pele, como Malassezia furfur e Candida spp. também sdo
importantes agentes causais de dermatomicoses. A onicomicose é uma das ocorréncias
fungicas mais comuns, definida como infeccdo fungica das unhas, que representa mais de
50% de todas as onicopatias e cerca de 30% de todas as infec¢bes superficiais. Trés
géneros sdo a causa principal de onicomicose com 80 a 90% das ocorréncias:
Trichophyton, Epidermophyton e alguns casos Microsporum (GHANNOUM; ISHAM,
2014; BABAYANI. et al., 2018).

A terapéutica das dermatomicoses geralmente envolvem antifungicos orais,
como terbinafina, itraconazol e fluconazol, que possuem altas taxas de efetividade,
porém, podem apresentar efeitos adversos severos como danos hepatotoxicos. Os
antifingicos topicos, tais como efinaconazol, tavaborol, ciclopirox e amorolfina,
possuem menos efeitos adversos, mas sdo de baixa permeacdo devido a alta
queratinizacao dos tecidos atingidos, obtendo-se baixas taxas de cura (PERUSINHA,
C.; ROSADO, C.; LENCASTRE, A., 2019; GUPTA, A.K. et al., 2020).

A baixa permeabilidade dos antifingicos utilizados topicamente devido aos
locais acometidos que possuem alta queratinizagdo, atuando assim como uma barreira,
e a toxicidade de antifingicos sisttmicos como a terbinafina que pode causar nausea,
vomito, perda do paladar, eczema, cefaleia, visdo turva, pancitopenia, entre outros
efeitos adversos, contribuem para baixa adesédo aos tratamentos e alta reincidéncia. Por

esse motivo a busca por novos farmacos é crescente. Nesse sentido, os derivados de
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quitosana sdo polimeros que apresentam caracteristicas Unicas e atrativas:
biodegradabilidade, baixa toxicidade, efeitos antimicrobianos, antioxidantes,
capacidade de formar biofilmes, entre outros, que os faz serem explorados em diversas
pesquisas, para diferentes objetivos (RUIZ-CRUZ, S. et al., 2019; SANTOS, V.S, et
al., 2021; EL-ADLY, A.M., 2022).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccgdes fungicas: dermatomicoses e agentes etiologicos

As dermatomicoses sd0 micoses que atingem os tecidos queratinizados, como
pele, unhas e cabelo, podem ser causadas por fungos filamentosos dermatéfitos, ndo
dermatofitos ou leveduras. Atingem cerca de 25% da populacédo do mundo, e vem sendo
observado aumento da frequéncia de casos, tal fato pode ser justificado por diversos
fatores: como o uso de cal¢ado oclusivo, higiene inadequada, nivel socioecondmico,
ocupacao, mudanga climatica, fatores predisponentes (como
imunossupressdo/deficiéncia e diabetes) e melhorias nos testes diagnosticos e cuidados
médicos (MARTINEZ-ROSSI, N.M. et al., 2021).

Os dermatdfitos sdo fungos queratinofilicos, ou seja, possuem a queratina como
substrato principal e compreendem trés géneros classicos: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton, no entanto, em estudo recente foram observados outros seis géneros:
Arthroderma, Nannizzia, Ctenomyces, Lophophyton, Guarromyces e Paraphyton. séo
responsaveis pela maioria das infeccdes superficiais em varias areas do corpo,
principalmente os tecidos queratinizados como couro cabeludo, pele e unhas, afetando
milhares de pessoas. As doencas causadas por tais fungos sdo denominadas de
dermatofitoses ou tinea, a transmissdo dessas infecgdes ocorre pelo contato direto com
humanos ou animais infectados ou indireto por fomites contaminados, e as formas
clinicas variam de acordo com o agente etiolégico e o sitio anatdmico acometido.
Recentemente, hd um aumento da ocorréncia de dermatomicoses recalcitrantes, devido
provavelmente ao mal uso dos antifngicos, ocasionando mutacées e desenvolvimento de
cepas resistentes aos antiflngicos convencionais (INOUE et al., 2016; HOOG,
G.S. etal., 2017; GAURAYV, V. et al., 2021).
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Os fungos do género Candida estao presentes na microbiota natural em humanos:
na boca, trato gastrointestinal e na vagina, em mulheres, entretanto, algumas alteracoes
bioldgicas, que comprometam o sistema imune, podem os tornar patogénicos, devido sua
adaptabilidade a diferentes nichos do hospedeiro. Sete espécies sdo consideradas as mais
importantes, por serem responsaveis por maior parte das doencas, séo elas: C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. stellatoidea e C. kyfer. A C.
albicans é a mais frequente em infeccdes invasivas, entretanto, a incidéncia de infeccBes
causadas por espécies ndo albicans tem crescido nos ultimos anos. As espécies C.
parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. tropicalis, C. glabrata e C. guillier-mondii também
sdo predominantemente encontradas em infecgdes superficiais das unhas, as
onicomicoses, em alguns casos sendo o principal agente causador da infeccdo
(KHOSRAVI et al., 2013; SARDI et al., 2013; LIMA et al., 2016; OTASEVIC et al.,
2016).

A Candida é considerada um importante patdgeno por sua versatilidade e
habilidade de viver em diferentes locais anatbmicos, € consensual que este microrganismo
é ativo na fisiopatologia do processo da doenca, atuando através de diversos mecanismos
de agressdo denominados fatores de viruléncia. Os principais fatores de viruléncia séo a
formacdo de biofilmes e secrecdo de enzimas hidroliticas (fosfolipases, proteases e
hemolisinas), entretanto, embora muito foi estudado sobre fatores patogénicos em fungos,
principalmente C. albicans, pouco se sabe sobre as espécies ndo-albicans. Candida ndo-
albicans afetam principalmente pacientes imunocomprometidos, ou que estdo expostos
aos patdgenos por meio de lesdes (ANDRES, T.; ALEXANDRO, B., 2020; SARDI etal.,
2013).

A distribuicdo dos patdgenos e os agentes etiolégicos variam de acordo com a
geografia, clima e migracdo da populacdo da regido. Geralmente, em infec¢des de unhas
(onicomicoses), os agentes etiologicos mais encontrados sdo os dermatéfitos: T.rubrum e
T. mentagrophytes, mas também h& uma quantidade significativa de fungos filamentosos
ndo dermatofitos, tais como: Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus spp., Acremonium,
Fusarium spp., Alternaria alternate, e Neoscytalidium e as leveduras (Candida spp.). As
micoses de pele (tinea pedis) também sdo frequentes e pouco exploradas, atingem cerca
de 70% da populagdo, como por exemplo, o “pé-de-atleta”, e a etiologia conhecida é
similar as onicomicoses. O T.rubrum e T. interdigitale prevalecem mas nédo é em todas as

regides, em certos locais ha prevaléncia de M.canis e T. verrucosum, conforme dito
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anteriormente, a etiologia ira variar de acordo com o clima, classe social, entre outros
fatores (HOOG, G.S. etal., 2017; GUPTA A K. et al., 2020; NOWICKA, D.; NAWROT,
U., 2021).

No trabalho realizado por Montarin (2015), foram coletadas amostras de pacientes
com suspeita clinica de onicomicose, no Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto. Do
total de 589 amostras, 426 (72%) teve diagndstico positivo para onicomicose, entre essas
77% sao do sexo feminino, e 0 maior numero de casos a idade estava compreendida entre
36 e 60 anos. Em relacdo aos agentes etiologicos dessas amostras, 69% foram leveduras,
20% dermatdfitos e 11% fungos filamentosos ndo dermatdfitos, sendo que em 68
amostras foram encontradas mais de uma espécie de fungo responsavel pela onicomicose.
Das amostras de leveduras, a Candida parapsilosis foi a espécie mais prevalente, dos
dermatofitos o Trichophyton rubrum e dos fungos filamentosos ndo dermatdfitos o

Fusarium sp.

2.2.Terapéutica

Embora as dermatomicoses, geralmente, ndo serem fatais, demora-se para
erradica-las, necessitando longos e dispendiosos tratamentos. Além disso, a quantidade
cada vez maior de pessoas com comorbidades e o envelhecimento da populacdo
contribuem para o agravamento de infectados por esses fungos. Algumas vezes, as
infeccbes superficiais causadas pelos dermatéfitos podem evoluir para invasivas,
geralmente através de lesGes ou ruptura de foliculos infectados na derme. Entretanto, ha
poucos agentes para tratar tais infeccGes e os antifingicos disponiveis, na maioria das
vezes, possuem pouca eficacia e efeitos adversos graves (OUF, S.A. et al., 2018;
LIPNER, S.R. et al., 2021).

Nos ultimos anos, as infec¢bes causadas por esses fungos vém se tornando cada
vez mais recalcitrantes, embora a quantidade de antifungicos utilizados para o tratamento
clinico dessas infec¢Bes parecam ser numerosos, poucos sao realmente eficazes na morte
do microrganismo, além da selecdo crescente de cepas resistentes. Os antifingicos
normalmente utilizados sdo os azdis, polienos, alilaminas, hidroxipiridonas, benzofurano
heterociclico e equinocandinas, porém, para as dermatomicoses sao mais utilizados os

medicamentos que possuem mecanismos de inibicdo em alguma etapa na via de sintese
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do ergosterol, impedindo a formagdo correta da membrana fangica ou agem na inibicéo
de compostos essenciais na formacdo da parede celular. Entretanto, muitos desses
antifingicos possuem uma baixa biodisponibilidade oral, imidazol e itraconazol, por
exemplo, alguns apresentam alta toxicidade na administracdo sistémica (azois de primeira
geracdo), outros como o fluconazol, possuem boa biodisponibilidade oral, porém, ao
descontinuar o tratamento, pode haver retorno da infeccdo, sugerindo baixa avidez de
ligacio (MARTINEZ-ROSSI, N.M. et al, 2021; KHURANA, SARDANA,
CHOWDHARY, 2019).

Os medicamentos orais mais utilizados séo o fluconazol, terbinafina e itraconazol,
destes a terbinafina € considerada de primeira linha. O tratamento via oral é utilizado em
casos mais graves, uma vez que pode estar associado com reacGes medicamentosas,
disturbios do olftato/paladar, reacdes alérgicas e hepatotoxicidade. A via topica € comum
em casos pediatricos e em adultos com doenca leve/moderada ou que tomam
medicamentos concomitantes e com outras contraindicacdes ao tratamento oral (LIPNER
S, R. et al.,2021).

Foram relatados diversos casos de resisténcia da Candida spp. e dermatofitos a
esses antifungicos, devido ao amplo uso e muitas vezes de forma profilatica e incorreta.
Os mecanismos de resisténcia molecular existentes e recém emergentes se espalham
rapidamente nas populacgdes de fungos, eles sdo diversos e dependem do farmaco, porém
de forma geral sdo: diminuicdo da concentracdo intracelular do antifingico, diminui¢do
da afinidade/processividade alvo deste, e contracdo do seu efeito. Dessa maneira, 0
tratamento de infeccbes causadas por tais fungos, como as dermatomicoses, torna-se
dificil de administrar com sucesso, necessitando de um longo prazo e combinagfes de
terapias para que seja possivel uma pequena melhora na qualidade de vida dos pacientes,
e ainda assim, alguns ainda ndo sdo curados ou permanecem curados por longo periodo
de tempo (SPAMPINATO, LEONARDI, 2013; VLAHOVIC, 2016; HOKKEN et al.,
2019; MONOD, 2019).

Como citado anteriormente, o tipo de tratamento ird depender do grau de infec¢do
e se 0 paciente possui outras comorbidades ou utiliza outros medicamentos
concomitantemente. A terbinafina e o itraconazol sdo os medicamentos orais mais
comuns com altas taxas de cura, geralmente o tratamento dura 12 semanas. A terbinafina

e alilaminas sdo eficazes contra dermatofitos e possuem alguma acdo contra nao-
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dermatéfitos, porém ndo sdo tdo eficazes como os azdis contra Candida spp. Existem
efeitos colaterais associados a medicacdo, predominantemente sintomas gastrointestinais,
hepatotoxicidade, dores de cabeca e erupcOes cutaneas, mas geralmente ndo séo
consideradas graves o suficiente para interromper o tratamento. Os pacientes podem
experimentar raramente perda ou alteracdo do paladar. O itraconazol é um triazol e tem
acdo contra dermatofitos, ndo-dermatofitos e Candida spp., a dose € de 200mg por dia
por 12 semanas para as unhas dos pés. O tratamento também pode causar efeitos
colaterais, geralmente sdo disturbios intestinais, dores de cabeca, infeccdo das vias
respiratorias superiores e em casos mais sérios hipertrigliceridemia, transaminases
elevadas e uma forma de lesdo hepéatica em que 0,5-1% dos pacientes desenvolvem
hepatite. O fluconazol é uma alternativa aos dois farmacos, porém, em alguns paises ainda
ndo é aprovado sua utilizagdo como tratamento pela FDA, como nos Estados Unidos e no
Canada. Além disso, esses medicamentos ndo sdo indicados para gravidas (GUPTA,
AK.etal, 2020; LIPNER, S.R. et al., 2021)

Portanto, é essencial a busca de novos tratamentos e antifingicos que sdo realmente
eficazes na inibigéo desses fungos e apresentam baixa toxicidade para os pacientes, a fim
de obter sucesso na cura e melhora da qualidade de vida. Ultimamente, pesquisas estéo
sendo realizadas para a utilizacéo de lasers, terapias fotodindmicas e desenvolvimento de
antifungicos com novos alvos para a inibicdo das células fangicas GUPTA, AK. et al.,
2020; LIPNER, S.R. et al., 2021).

2.3.A quitosana e suas aplicagdes

A quitosana ¢ o nome dado a polimeros de quitina parcialmente ou completamente
desacetilados, a quitina é o segundo polimero mais abundante na natureza pois é
encontrado no exoesqueleto de crustaceos, na parede celular de fungos, insetos, em
anelideos, moluscos e celenterados. Esses polimeros apresentam caracteristicas unicas e
atrativas, tais como: biodegradabilidade, baixa toxicidade, antioxidante e efeitos
antimicrobianos (KONG et al., 2010; PEDRO et al., 2013).

O homopolimero é uma base fraca, com pKa em torno de 6,2-7,0 e por isso é

insolivel em pH neutro ou alcalino, ja em pH acido € soltvel ja que 0s grupos aminos
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estardo carregados e a quitosana estara na sua forma catidnica, sendo a forma associada
a suas caracteristicas antimicrobianas, pois é capaz de realizar interacdes eletrostaticas
com a parede celular de fungos e bactérias. Entretanto, a solubilidade em agua, em pH
neutro, é importante para as suas aplicacdes, logo, se faz necessario modificacdes em sua
estrutura, geralmente realizadas no grupo amina do carbono C2 e nos grupos hidroxilas
dos carbonos C3 e C6, para torna-la solivel em uma maior faixa de pH (estrutura em
tabela 1 e 2) (PEDRO et al., 2013; DIAS et al., 2018).

Os derivados de quitosana vém sendo estudados em diferentes aplicagfes, tanto
na area médica, contra uma diversidade de bactérias e fungos (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida spp.) na area agricola, contra os principais causadores de
doencas em frutas e vegetais (Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Phytophthora
capsici, Alternaria alternata, Alternaria solanie, Penicillium expansum). Além de outras
aplicacbes na preservacdo de alimentos, embalagens, utilizacdo como suplementos
alimentares, entre outros, e demonstraram bons resultados (DIAS, 2017; LIU et al., 2018;
ALVES, 2019; CHEN, W. et al.,2022; CHEN, Y. etal., 2023).

Diversos estudos (PEDRO, 2013; DIAS, 2018; LIU, W. et al., 2018; SABAA,
M.W. et al., 2018) mostraram que as modifica¢fes estruturais na quitosana, além de
melhorar sua solubilidade em pH neutro, afetam a sua atividade antimicrobiana. No
trabalho realizado por Sabaa et al. (2018), foi demonstrado pelo método de agar difusao,
na qual mediu-se o halo de inibicéo, que os derivados de quitosana substituidos com bases
de 17ornal apresentam um maior potencial de inibicdo quando comparado com a
quitosana pura, sem modificacdo na sua estrutura, contra bactérias Gram-positivas
(Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Escherichia
coli) e também contra fungos (Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Geotricum

candidum).

Gabriel, Tiera e De Oliveira Tiera et al. (2015) demonstraram que a atividade
antifingica de derivados anfifilicos de quitosana, com conteudos fixos de grupos
dietilaminoetil (DEAE) e dodecil (DD) exibiu uma forte dependéncia com a massa
molecular (Mw) dos polimeros. Os ensaios in vitro demonstraram que 0S grupos
hidrofobicos tém um papel central na atividade antifingica destes anfifilicos e que o
estudo da Mw foi essencial para alcancar maior inibicdo do crescimento fangico. Os

estudos mostraram que as interacdes polimero-polimero e fungo-polimero séo
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concomitantes e que, pelo aumento de Mw, as interacbes polimero-polimero s&o
fortalecidas, diminuindo a atividade antifingica. Recentemente, Dias et al. (2018) a partir
do estudo da interagdo com modelos de membranas, notou-se que os anfifilicos se ligam
fortemente a superficie da membrana celular e que essa adsor¢do € muito reforcada pela
presenca de lipidios carregados negativamente, que também sdo encontrados na
composi¢cdo da membrana do fungo Aspergillus flavus. Os estudos demonstraram
também que a agregacdo de constituintes da parede celular, induzida pelo anfifilico, e
observada por microscopia eletrbnica de transmissdo permitiu  propor 0

comprometimento da parede celular.

Os resultados da literatura indicam também que seus derivados possuem uma
faixa otima de valor de Mw e o balanco hidrofilico/hidrofobico das modificagdes na
cadeia polimérica, o que podem explicar a maior eficiéncia do polimero contra diferentes
microrganismos com diferentes propriedades de membranas (KONG et al. 2010;
KUMAR, VIMAL, KUMAR, 2016).

Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura que estudam a atividade
antifungica dos derivados de quitosana contra 0s principais agentes etioldgicos
causadores das dermatomicoses. Visto que derivados de quitosana modificados com
grupos carregados positivamente ja apresentaram boa inibicdo contra outros fungos
(Aspergillus flavus, Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, Alternaria alternata,
Alternaria solanie Penicillium expansum, C. albicans, C. glabrata, C. krusei) é promissor
estudar esses derivados contra agentes etiologicos das dermatomicoses (DIAS, 2017; LI1U
etal., 2018; ALVES, 2019).

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

As infecgbes flngicas estdo se tornando cada vez mais recalcitrantes, com
tratamentos prolongados e com efeitos adversos, e antiflingicos ndo tdo eficazes. Além
dos sintomas fisicos, as limitacGes psicoldgicas e sociais causadas pelas dermatomicoses
prejudicam a vida pessoal e profissional da pessoa acometida, afetando a sua qualidade

de vida.

A utilizacdo dos derivados de quitosana séo promissores para o desenvolvimento

de novos farmacos, uma vez que séo biodegradaveis, sdo atoxicos, sdo biocompativeis e
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apresentam atividades antimicrobianas. Modificagdes estruturais na quitosana, bem como
a variacdo da sua massa molecular demonstraram potencializar os seus efeitos contra
varios tipos de fungos (GABRIEL et al., 2015; DIAS et al., 2018; ALFARO et al. 2018;
DRAGOSTIN et al., 2016).

Assim, considerando o potencial de aplicagdo dos derivados de quitosana e a
importancia das dermatomicoses, € algo inovador o teste desses novos compostos contra

as infeccOes superficiais.

4. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo geral estudar a atividade antifungica de
diferentes derivados anfifilicos de quitosana contra os principais agentes

etiologicos de micoses superficiais.

4.1. Objetivos especificos

i) Determinou-se as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de duas séries de
derivados de quitosana, previamente sintetizados e caracterizados, contra cepas padrao e
isolados clinicos de diferentes espécies de Trichophyton spp., Epidermorphyton spp.,
Microsporum spp., Candida spp e Fusarium spp. Em cada série alterou-se parametros
estruturais dos derivados tais como: conteudo hidrofébico, conteddo hidrofilico e massa

molecular.

ii) Determinou-se as Concentracdes Fungicidas Minimas (CFM) das duas séries de
derivados de quitosana, previamente sintetizados e caracterizados, contra cepas padrao e
isolados clinicos de diferentes espécies de Trichophyton spp., Epidermorphyton spp.,

Microsporum spp., Candida spp e Fusarium spp.

iii) Caracterizacdo da cinética de morte (time-kill assays) de derivados e cepas

selecionados, que apresentaram melhores inibicdes.

iv) Avaliou-se a toxicidade dos derivados selecionados com o modelo Galleria

mellonella.
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5.1. Derivados anfifilicos
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Foram utilizadas duas séries de derivados anfifilicos, sintetizados e caracterizados

por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e

Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e estdo disponiveis no laboratdrio de

Biomateriais e Nanotecnologia do IBILCE-UNESP. A série 1 apresenta substituicdo com

Dietilaminoetil (DEAE), que é o grupo hidrofilico, e Dodecil (DOD), que é hidrofobico,

variando-se a porcentagem desses e a massa molecular do polimero. A série 2 apresenta

massa molecular e grupo hidrofébico (DOD) constante e varia-se a porcentagem de grupo

hidrofilico (pentiltrimetilamonio (PENTIL)). Na tabela 1 e 2 estdo listados as

propriedades e estruturas da série DEAE (1) e da série PENTIL (2).

Tabela 1 — Estrutura e propriedades dos polimeros da série 1

Polimero

CHcA

CHCB
CHL

DEAE-CHL
DEAE-CHL-DD
DEAE-CHc®
DEAE-CH-DD

DEAE-CH-DD"™*®

Mw
(kDa)

208

282
11

14
14
267
116

136

X\L—ﬁ‘

Mn
(kDa)

108

208
4,3

5,6
150
41,3

45,8

Pdi*(Mw/Mn)

1,92

1,36
2,56

2,51
1,78
2,81

2,97

HN OH m

r 2

DDA**(%) DSbeae’(%)

77

75
97

53
29
35
37

37

H—ﬁ

NH W

44
44
40
40

40

DSop"* (%)

24

20
20

* [ndice de polidispersividade; ** Grau de desacetilagdo; *Grau de substitui¢io pelos grupos DEAE; e

**Grau de substituicdo por grupos dodecil. Mw: peso molecular.
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Tabela 2 — Estrutura e propriedades dos polimeros da série 2

Polimero Mw (kDa) Mn (kDa) Pdi*(Mw/Mn DDA**(%) DSpentiL*(%) DSpp*™*(%0)
QD4DD5PE 137 70,9 1,93 82,2 4,8 4
QD4DD13PE 137 68,2 2,01 90,3 12,7 4
QD4DD46PE 137 64,3 2,13 46,7 46,3 4
Ne—  Br-
Cu
‘0. OH . . (HO "”" HII o (on
O YO\ a0
DH;N Hy X -Ht}/ o L Hz[‘_‘ /s

%
A
Y

H3C; * %
* [ndice de polidispersividade; ** Grau de desacetilagio; *Grau de substitui¢do pelos grupos PENTIL; e

"*Grau de substituicdo por grupos dodecil. Mw: peso molecular.

5.2. Ensaios Microbioldgicos
5.2.1. Cepas

Foram utilizadas linhagens clinicas e cepas de referéncia ATCCs (American Type
Culture Colection) de Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Candida Krusei, Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton
floccosum, Microsporum canis e Fusarium solani, pertencentes a colecdo do Laboratério
de Microbiologia da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, SP — Brasil. O uso
dessas linhagens foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) para fins de pesquisa académica.

5.2.2. Determinagéo de CIM

5.2.2.1. Preparo das solugdes estoque dos derivados

As solucBes estoques de cada polimero foram preparadas na concentracéo de 2
mg/mL em solu¢do aquosa 10% de acido acético para os testes com leveduras e 10% de

DMSO nos testes com filamentosos. A fim de dissolucdo, permaneceu sob agitacdo em
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agitador magnético por 24 horas. Em seguida, realizou-se as dilui¢bes (1 mg/mL; 0,75
mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,1 mg/mL) com o meio de cultura liquido a ser
utilizado para o teste (RPMI-1640).

5.2.2.2. Preparacdo dos inoculos para as cepas clinicas e ATCC

Para as cepas de Candida spp., primeiramente foi realizado o repique, com alcas
estéreis para uma placa de Agar Sabouraud Dextrose (AS) e incubado por 24 horas a
35°C, em seguida, uma alcada dessa cultura foi suspensa em 5 mL de salina estéril.
Ajustou a turbidez, adicionando-se levedura ou salina estéril até obter a transmitancia
equivalente de uma solucéo-padrao da escala de McFarland 0,5, em comprimento de onda
530 nm, de acordo com a metodologia M27-S4E Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI, 2012). Esse procedimento fornece uma suspensdo-padréo de levedura

contendo 1.10°% a 5.10° células/mL.

Para as cepas de fungos dermatofiticos, o repique foi realizado com alcas estéreis
para uma placa contendo Agar Batata Dextrose (AB) e incubado por 7 dias & 35°C, em
seguida, as superficies das coldnias foram cobertas com 5 mL de salina estéril e raspadas
com ponteira estéril. A mistura de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para um
tubo estéril, permitindo a precipitacdo de estruturas mais pesadas. Posteriormente, o
sobrenadante foi transferido para novo tubo estéril com homogeneizacdo em vortex por
15 segundos e a turbidez ajustada em espectrofotdbmetro com leitura a 530 nm, de acordo
com a metodologia M38-A2, sequido de diluicdo das amostras na proporcao 1:50,
correspondendo a um indculo final de 0,4 a 5 x 10* unidades formadoras de coldnias por
mililitros (UFC/mL). O mesmo procedimento foi realizado para as cepas de Fusarium
spp., entretanto, foram incubadas por 48 a 72 horas a 35°C e depois até o 7° dia a 28°C
(CLSI, 2008).

5.2.2.3. Preparo das placas de microdilui¢do

As CIM foram determinadas pela técnica de microdilui¢cdo em caldo, de acordo
com o documento (modificado) M27-S4E (CLSI, 2012) para as cepas de leveduras e de
acordo com o documento (modificado) M38-A2 (CLSI 2008) para os fungos

filamentosos. As placas de microdiluicdo foram preparadas em diferentes concentragdes
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de cada derivado de quitosana (1 mg/mL; 0,75 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,1
mg/mL) e com pocos de esterilidade (0,2 mL de RPMI), controle do solvente (0,2 mL de
solucdo 10% é&cido acético ou DMSO) e controle de crescimento (contendo apenas
indculo e RPMI), como pode ser observado no layout (Figura 1). Portanto, foi utilizada

uma placa para cada microrganismo.

Figura 1 — Layout das placas de microdiluigéo

CONTROLE DE A DILUIGGES DOS
CRESCIMENTO : . POLIMEROS DA
8 1 SERIE 1 E 2 EM
! ; DUPLICATA
D
E
CONTROLE DO
SOLVENTE -
G
CONTROLE DE H
ESTERILIDADE /

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.2.3. Determinacéo de CFM

Para a determinacéo das CFM, apds a obtengdo das CIMs (item 4.2.2.3), aliquotas
de cada poco foram transferidas para placa de petri contendo AS, de acordo com 0 mesmo
layout. A transferéncia do conteudo dos pocos da placa de microdiluicdo foi realizada
utilizando-se palitos estéreis. A CFM foi definida como a menor concentracdo do
derivado que mesmo na auséncia em solucdo nao permitiu o crescimento de col6nias,

possuindo acéo fungicida.

Figura 2 — Placa de Agar Sabouraud apds a realiza¢o do procedimento

Fonte: foto tirado pelo autor
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5.2.4. Determinacdo da cinética de morte (time-kill)

Para a determinacdo da cinética de morte foi utilizada a metodologia modificada
de Toledo et al. (2016). O preparo das solugbes dos derivados de acordo com o descrito
no item 5.2.2.1.

5.2.4.1. Preparo do indculo

O repique do microrganismo a ser testado foi realizado de acordo com a metologia
M38-A2 e M27-S4E (CLSI, 2012;CLSI, 2008). Preparou-se a suspensao de inoculo a
partir da adicdo de 50 pL de indéculo padronizado (0,5 da escala de McFarland, em

comprimento de onda de 530 nm) em 4,95 mL de Caldo Sabouraud Dextrose.

5.2.4.2. Procedimento para a analise da cinética de morte

Em microtubos estéreis, adicionou-se 100 pL do in6culo padronizado e entdo 100
pL da solucdo de polimero em concentracdo 2x maior que a CIM. O tempo para retirada

das aliquotas comecou a ser contado a partir da adicdo dos polimeros.

Para as leveduras, aliquotas de 20 puL foram retiradas apés 1, 8, 12 e 24 horas,
transferiu-se cada uma delas para placa contendo AS e distribuiu-se com alca de
Drigalski, por fim, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. No caso de
filamentosos, as aliquotas foram retiradas apds 8, 24 e 48 horas, distribuindo-se com alca
de Drigalski e, por fim, incubadas a 37°C por 46 a 50 horas. O esquema esta descrito na

Figura 3.

Apds o tempo de incubagdo, contou-se as UFC das placas de cada polimero e do
controle de crescimento (auséncia de polimero) para realizagdo do gréafico log UFC/mL

Vs tempo.
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Figura 3 — Esquema do procedimento de time-kill

] - || -
0,05 mL Indculo ’7 o
padronizado l

495 mL Caldo W
sabouraud N

Solugdo de
palimero 2x CIM

Transferiu-se aliguotas (0,02 mL),
nos tempos descritos, para placas
com AS

— Incubar a 37°C por
24h para

leveduras, e 46 a
50h para
filamentosos.

Fonte: elaborado pelo autor

5.3. Teste de toxicidade em Galleria mellonella

Para caracterizar o perfil de toxicidade dos derivados de quitosana adotou-se o
modelo de indculo segundo protocolo estabelecido por Renwick (2006) — adaptado, em
Galleria mellonella (RENWICK et al., 2006). Devido a semelhanga ao sistema imune
inato de insetos e mamiferos, esse modelo tem sido utilizado para a investigacdo de
viruléncia em diversos 26ornal2626nismos e toxicidade de novos compostos potenciais
antimicrobianos (BINDER; MAURER; LASS-FLORL, 2016).

As larvas foram mantidas a 28°C no escuro, em recipiente de vidro de 30cm X
20cm, até alcancarem o peso entre 200-250 mg. Ap6s o completo desenvolvimento,
foram privadas de alimentacdo e separadas em grupos de 10 unidades em placa de Petri

de vidro para cada condigéo e diluicdo dos derivados.

Todas as larvas inoculadas receberam 5 pl de cada derivado testado neste ensaio,
além dos controles. Como controle do indculo, utilizou-se dimetilsulféxido- DMSO 10%

e etanol 100% para o controle positivo de toxicidade.
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A inoculacdo artificial em larvas de G. mellonella foi realizada com micro seringa
de Hamilton para cromatografia gasosa modelo 7000.5KH de 10 pL. Para cada larva,
inoculou-se no centro da ventosa da Gltima pr6-pata direita, no sentido anteroposterior

para alcancar a hemocele.

Apbs a fase de inoculagéo artificial, as larvas foram incubadas a 28°C, privadas
de racdo e iluminacdo direta. O mesmo foi feito para os controles de DMSO e etanol
100%. Durante todo o periodo experimental, a cada 24 h as larvas foram retiradas da preé-
pupa, a fim de retardar sua metamorfose. Os dados foram anotados diariamente. A
confeccdo dos graficos e analises estatistica por meio do método Log-rank (Mantel-Cox)

foram realizadas no software GraphPad Prism 5.

6.RESULTADOS

6.1 CIM

A CIM dos derivados da série 1 contra Candida spp. € mostrada na Tabela 3 no
apéndice A. Os controles de crescimento e solvente apresentaram resultados satisfatorios.
Os valores de CIM ficaram entre 100-2000 pg/mL. Foi calculada a média

geomeétrica de cada espécie a fim de atribuir os menores e maiores valores para tais.

Os menores valores, em geral, foram atribuidos as cepas de Candida tropicalis e
os maiores as de Candida albicans. Tais valores atingiram inibicdo igual ou maior que
90% para as cepas testadas. A Candida spp. é considerada um importante patdgeno por
sua versatilidade e habilidade de viver em diferentes locais anatdbmicos, é consensual que
estes microrganismos sdo ativos na fisiopatologia do processo da doenca, atuando atraves
de diversos mecanismos de agressdo denominados fatores de viruléncia. Os principais
fatores de viruléncia sdo a formacgdo de biofilmes e secrecdo de enzimas hidroliticas
(fosfolipases, proteases e hemolisinas), principalmente em C. albicans devido a ampla
exposic¢do aos antifungicos. Tal fato provavelmente explica a maior resisténcia das cepas

de C.albicans.

A preocupacédo em relacdo aos isolados clinicos de C.tropicalis € crescente, uma

vez que o nimero de cepas resistentes aos az4is esta sendo significativo. Autores atribuem
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essa resisténcia a superexpressdo de transportadores ( CDR1, CDR2, CDR3 e MDR1),
genes da via de biossintese de ergosterol ( ERG1, ERG2 , ERG3 e ERG11 ), fatores de
transcricdo ( TAC1 e UPC2) e genes responsivos ao estresse ( HSP90 e MKC1 ). A
C.krusei possui resisténcia intrinseca ao fluconazol e desenvolve rapidamente resisténcia
adquirida a outros farmacos, portanto, os menores valores de atividade antifungica dos

derivados de quitosana associados a essas espécies sdo vantajosos e promissores.

No trabalho de Lindberg et al. (2019), em que foram analisados isolados de
pacientes com candidemia, observou-se suscetibilidade reduzida de C.glabrata ao
fluconazol (CIM 90= 16 pg/ml). Os dados foram comparados com os valores de MIC
expostos no EUCAST (EUCAST, 2012).

Apesar dos valores encontrados de MIC para os derivados de quitosana serem
maiores que 0s valores para os antifngicos convencionais, a vantagem é gue todos os
derivados sdo atdxicos nessas concentracdes e inibem 90% ou mais dos microrganismos.
Além disso, estudos demonstram que a combinacdo de derivados de quitosana ou outros
farmacos com uma menor concentracdo do farmaco convencional, como fluconazol,
diminui o valor do MIC, potencializando os efeitos (LEMES, T. etal., 2023; GRISIN, T
etal., 2017).

Figura 4. Derivados da série 1 contra Candida tropicalis ATCC

Fonte:foto tirado pelo autor
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A CIM dos derivados da série 1 contra espécies de filamentosos dermatofitos e
Fusarium spp. é mostrada na Tabela 4 no apéndice A. Os controles de crescimento e
solvente apresentaram resultados satisfatdrios. Os valores de CIM ficaram entre 100-2000
png/mL. Foi calculada a média geométrica de cada espécie a fim de atribuir os menores e

maiores valores para tais.

Os menores valores, em geral, foram obtidos para F. solani, exceto com o derivado
CHC,, e 0s maiores para T. rubrum. Entretanto, os seguintes polimeros: DEAE_CHL_DD;
DEAE_CH_DD!!® e DEAE_CH_DD"® também atingiram os menores valores de CIM
(100 pg/mL) contra E.F.6117, E.F.6069, T.M. 7389, T.M.5419, T.M.6007, M.C. 7422 e
M.C. ATCC.

A CIM dos derivados da série 2 contra espécies de filamentosos dermatoéfitos e
Fusarium spp. é mostrada na Tabela 5 no apéndice A. Os controles de crescimento e
solvente apresentaram resultados satisfatdrios. Os valores de CIM ficaram entre 100-2000
pg/mL. Foi calculada a média geométrica de cada espécie a fim de atribuir os menores e

maiores valores para tais.

Os menores valores, em geral, foram obtidos para F.solani e 0os maiores para
T.rubrum sp. Porém, os seguintes polimeros: CH4DD13PE; CH4DD46PE obteve-se 0s
menores valores de CIM (100 pg/mL) contra T.M. 5419 e T.M. 7389.

Os valores variaveis de CIM encontrados para as cepas clinicas e ATCC damesma
espécie deve-se, possivelmente, ao fato de ser amostras coletadas de diferentes locais
anatdmicos, a possibilidade das cepas desenvolverem mutacdes génicas, aos diferentes
antifingicos expostos de cada cepa e a resposta clinica de cada individuo (GAURAV, V.,
2021; LEMES, T. et al, 2023).

Segundo Garauv (2021), a recalcitrancia das cepas isoladas de dermatofitoses,
como as de Trycophyton se deve, principalmente, ao uso descriminado dos antifingicos
convencionais, que colabora para diferentes fatores de viruléncia, adaptabilidade ao
hospedeiro ou variacdo de susceptibilidade aos farmacos (incluindo mecanismos de

resisténcia, como a presenca de sistemas de efluxo e formacéo de biofilmes).
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No trabalho de Goy (2016) também foi observada boa atividade antifungica dos
derivados de quitosana de média massa molecular substituidos com N,N,N-trimetil contra
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, demonstrando que esses derivados
de quitosana substituidos com grupos hidrofilicos e hidrofébicos possuem agédo contra
diversos microrganismos. Essa atividade da quitosana tem sido atribuida principalmente
a adsorcdo das cadeias de quitosana na parede celular e na membrana celular,
desencadeada principalmente por interacdes eletrostaticas (ALVES, A.C.R.S., et al,
2019).
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6.2 Determinacédo de CFM

Todos os resultados obtidos de CFM dos derivados das séries 1 e 2 contra as
cepas de Candida spp, filamentosos dermatofitos e Fusarium séo iguais aos respectivos
valores de CIM. Tal fato mostra que os derivados apresentam agéo fungicida contra 0s

fungos, uma vez que na sua auséncia eles ndo tornam a crescer.

6.3 Avaliacéo da cinética de morte (time-kill)

O seguinte ensaio foi realizado para polimeros selecionados, que apresentaram
melhores resultados de CIM, a fim de obter os graficos de log UFC/mL VS tempo. O
ensaio foi conduzido até 24 horas para leveduras e 48h para filamentosos. Foram expostos
a uma concentracdo 2x a CIM, e dessa maneira, foi possivel determinar o tempo maximo

necessario de acdo dos polimeros para os fungos selecionados.

A figura 5 mostra os valores para as cepas de Candida tropicalis, krusei e
parapsilosis contra os polimeros selecionados. Os polimeros CHL e DEAE_CHL_DD
inibiram totalmente todas as cepas, no maximo, em 12 horas. Os menores tempos de a¢do
(1 hora) foram observados com esses polimeros contra C.K.ATCC, o CHL contra
C.K.6347 e DEAE_CHL_DD contra C.P.6272, C.P.6186 e C.P. ATCC. O polimero
CHChb inibiu totalmente algumas cepas (C.T. ATCC e C.T. 7464), em no maximo 8 horas,
outras, porém, tornam a crescer ap0s 12 horas, provavelmente ocorra a precipitacdo ao
passar do tempo, perdendo a sua acdo inibitoria. O polimero DEAE_CHCb_DD inibiu
totalmente as cepas C.T. 7008 e C.K. ATCC em no maximo 8 horas. A figura 6 mostra
os valores para as cepas de T.rubrum, T.mentagrophytes, M.canis, E. floccosum e
F.solani.

Todos os polimeros testados contra T.rubrum inibiram totalmente em 8 horas de
contato. Ja para T.mentagrophytes todos inibiram em, no maximo, 24 horas, porém, em 8
horas o S2_13 inibiu todas as cepas. As cepas de M.canis e E.floccosum foram todas
inibidas com todos os polimeros, em 48 horas. Todos os polimeros contra as cepas de

F.solani inibiram em, no méaximo, 8 horas.
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Figura 5 — Gréficos log UFC/mL vs tempo contra Candida spp.
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Figura 6 — Graficos log UFC/mL vs tempo contra filamentosos
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6.4. Teste de toxicidade em Galleria mellonella

O ensaio de atividade citotoxica utilizando-se larvas de Galleria mellonella foi
realizado com os derivados selecionados: CHL; DEAE CHL DD; S1 116;
S1 136;S2_13;S2_46, pois mostraram ser mais eficazes, nas concentrac6es de 500 e 2000
mg/mL.

Os resultados mostraram que os derivados nao sdo toxicos na concentracao de 500
mg/mL, uma vez que as larvas apresentaram 100% de sobrevivéncia. Porém, com os
derivados S1 116 e S1 136 na concentracdo de 2000 mg/mL obteve-se 60% de

sobrevivéncia das larvas.

As larvas também sobreviveram 100% com o controle utilizado (DMSO 10%),
demonstrando ndo haver toxicidade sobre o solvente utilizado na solubilizacdo dos

derivados.

Figura 7: Gréfico da taxa de sobrevivéncia (%) das larvas de Galleria mellonella

inoculadas com os derivados de quitosana
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Resumo

As infecgOes fungicas afetam milhares de pessoas com ocorréncias superficiais e/ou
invasivas. Nos Ultimos anos, tem sido observado que as infecgdes sdo causadas por fungos
com padréo resistente aos antimicrobianos. A terapéutica delas estdo cada vez mais
prolongadas e com altas taxas de recorréncia. As micoses cutaneas ou dermatomicoses
apresentam variedade de agentes etiologicos, tais como dermatofitos, leveduras e fungos
filamentosos ndo dermatdfitos. A busca por compostos ndo toxicos, inibidores do
crescimento de fungos, tem impulsionado a pesquisa nesta area. Portanto, no presente
estudo foi realizado uma série de testes para avaliar a atividade antifungica de derivados
anfifilicos da quitosana, um composto biodegradavel, atoxico, antioxidante e que tem
apresentado diversos resultados eficazes contra diversos microrganismos. Os derivados
de quitosana com media massa molecular e com porcao hidrofébica (dodecil) e hidrofilica
(dietilaminoetil ou pentiltrimetilamonio) apresentaram melhores inibigdes, com MIC

entre 100 e 500 pg/mL para diferentes cepas de Candida spp.

Introducéo

As micoses cutneas ou dermatomicoses apresentam variedade de agentes etioldgicos,
tais como dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos ndo dermatéfitos. Os
dermatéfitos como T. mentagrophytes e T.rubrum sdo os principais causadores de
dermatomicoses, porém, a incidéncia de agentes ndo-dermatdfitos tem crescido
significativamente!> Os principais agentes ndo dermatdfitos sdo: Scopulariopsis
brevicaulis, Aspergillus spp, Acremonium, Fusarium spp, Alternaria alternate,
Neoscytalidium e Candida spp. A Candida spp. E responséavel por cerca de 10-20% dos
casos de onicomicoses. Os tratamentos convencionais consistem em: itraconazol,
fluconazol ou terbinafinas via oral, ou ainda efinaconazol, tavaborol e ciclopirox via
topica, entretanto, os tratamentos via topica costumam ser longos e com baixas taxas de
cura permanente, enquanto os antifungicos via oral sdao mais eficazes e rapidos, porém,
possuem efeitos adversos como hepatotoxicidade e reages medicamentosas®#. Portanto,
a busca por compostos ndo toéxicos, inibidores do crescimento de fungos, tém
impulsionado a pesquisa nesta area. Nesse cenario, a quitosana é considerada Unica e
promissora, pois a quitina possui grupos amino na natureza e € um composto com

comprovada acdo anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, entre outras, aléem de
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ser degradavel e ndo toxico®. A desacetilacio da quitina e insercdo de grupos hidrofilicos
e hidrofdbicos potencializam a sua atividade, evidenciando o potencial dos derivados de

quitosana como antifiingico®’.

Objetivo

O presente estudo avaliou a ac¢do antiflngica de derivados anfifilicos de quitosana contra
cepas de Candida spp., um dos principais agentes etioldgicos, ndo dermatéfitos, das

dermatomicoses.
Metodologia

Microrganismos: Foram utilizados pra este estudo linhagens de Candida albicans,
Candida parapsilosis, Candida tropicalis, e Candida krusei pertencentes a colecdo do
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto —
FAMERP, Sao Paulo, Brasil.

Obtencdo dos derivados de quitosana: Foram utilizadas duas séries de derivados
anfifilicos, sintetizados e caracterizados por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN !H) e Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e estio
disponiveis no laboratdrio de Biomateriais e Nanotecnologia do IBILCE-UNESP. A série
1 apresenta substituicdo com dietilaminoetil (DEAE) e dodecil (DOD), variando-se a
porcentagem desses e a massa molecular do polimero. A série 2 apresenta massa
molecular e grupo hidrofébico (DOD) constante e varia-se a porcentagem de grupo
hidrofilico pentiltrimetilamoénio (PENTIL). Na tabela 1 e 2, no apéndice B, estdo listados
as propriedades e estruturas da série DEAE (1) e da série PENTIL (2).

Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM):
As solucdes estoque de cada polimero foram preparadas na concentracdo de 2 mg/mL em
solucdo aquosa 10% de &cido acético. A fim de dissolucdo, permaneceu sob agitacdo em
agitador magnético por 24 horas. Em seguida, realizou-se as dilui¢des (1 mg/mL; 0,75
mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,1 mg/mL) com o meio de cultura liquido a ser
utilizado para o teste (RPMI-1640). Primeiramente foi realizado o repique, com alcas
estéreis para uma placa de Agar Sabouraud Dextrose (AS) e incubado por 24 horas &
35°C, em seguida, uma alcada dessa cultura foi suspensa em 5 mL de salina estéril.

Ajustou a turbidez, adicionando-se levedura ou salina estéril até obter a transmitancia
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equivalente de uma solucéo-padréo da escala de McFarland 0,5, em comprimento de onda
530 nm, de acordo com a metodologia M27-S4E Clinical and Laboratory Standard
Institute®. Esse procedimento fornece uma suspensdo-padrao de levedura contendo 1.10°
a 5.10° células/mL. As CIM foram determinadas pela técnica de microdiluicio em caldo,
de acordo com o documento (modificado) M27-S4E6. As placas de microdiluicdo foram
preparadas em diferentes concentracdes de cada derivado de quitosana (1 mg/mL; 0,75
mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,1 mg/mL) e com pocos de esterilidade (0,2 mL de
RPMI), controle do solvente (0,2 mL de solugdo 10% &cido acético ou DMSO) e controle
de crescimento (contendo apenas in6culo e RPMI). Para a determinacdo das CFM, ap06s
a obtencdo das CIMs, as aliquotas de cada poco foram transferidas para placa de petri
contendo Agar Sabouraud. A transferéncia do contelido dos pogos da placa de
microdiluicdo foi realizada utilizando-se palitos estéreis. A CFM foi definida como a
menor concentracdo do derivado que mesmo na auséncia em solu¢do ndo permitiu o

crescimento de coldnias, possuindo acdo fungicida.

Time-kill: Em microtubos estéreis, adicionou-se 100 pL do indculo padronizado e entdo
100 pL da solugédo de polimero em concentracdo 2x maior que a CIM. O tempo para
retirada das aliquotas comecgou a ser contado a partir da adi¢do dos polimeros. Aliquotas
de 20 pL foram retiradas apos 1, 8, 12 e 24 horas, transferiu-se cada uma delas para placa
contendo AS e distribuiu-se com alca de Drigalski, por fim, as placas foram incubadas a
37°C por 24 horas. O esquema esté descrito na Figura 1.

Figura 1. Esquema de determinacgéo da cinética de morte
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Citotoxicidade (in vivo): Para caracterizar o perfil de toxicidade dos derivados de
guitosana adotou-se 0 modelo de indculo segundo protocolo estabelecido por Renwick
(2006) — adaptado, em Galleria mellonella. Devido a semelhanca ao sistema imune inato
de insetos e mamiferos, esse modelo tem sido utilizado para a investigagéo de viruléncia
em diversos 42ornal4242nismos e toxicidade de novos compostos potenciais
antimicrobianos7.Apoés a fase de inoculacao artificial, as larvas foram incubadas a 28°C,
privadas de racdo e iluminacéo direta. O mesmo foi feito para os controles de DMSO e
etanol 100%. Durante todo o periodo experimental, a cada 24 h as larvas foram retiradas
da pré-pupa, a fim de retardar sua metamorfose. Os dados foram anotados diariamente.
A confecc¢do dos graficos e analises estatistica por meio do método Log-rank (Mantel-

Cox) foram realizadas no software GraphPad Prism 5.

Resultados: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM)

A CIM dos derivados da série 1 contra Candida spp. € mostrada na Tabela 2 no
apéndice B. Os controles de crescimento e solvente apresentaram resultados satisfatorios.
Os valores de CIM ficaram entre 100-2000 pg/mL. Foi calculada a média

geomeétrica de cada espécie a fim de atribuir os menores e maiores valores para tais.
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Os menores valores, em geral, foram atribuidos as cepas de Candida tropicalis e
0s maiores as de Candida albicans. Tais valores atingiram inibicdo igual ou maior que

90% para as cepas testadas.

Quanto a CFM, todos os resultados obtidos sdo iguais aos respectivos valores de

CIM.Tal fato mostra que os derivados apresentam acéo fungicida contra os fungos.

Determinacao da cinética de morte (time-kill): O seguinte ensaio foi realizado para
polimeros selecionados, que apresentaram melhores resultados de CIM, a fim de obter os
graficos de log UFC/mL VS tempo. O ensaio foi conduzido até 24 horas. Foram expostos
a uma concentracdo 2x a CIM, e dessa maneira, foi possivel determinar o tempo méaximo
necessario de acdo dos polimeros para os fungos selecionados. A Figura 2 no apéndice B
mostra os graficos de tempo x log 10 de Unidade Formadora de Colénias (UFC) por mL

para as cepas com cada derivado.

Perfil de toxicidade com Galleria melonella: O ensaio de atividade citotdxica
utilizando-se larvas de Galleria mellonella foi realizado com os derivados selecionados:
CHL;DEAE_CHL_DD;S1_116 (DEAE_CH_DD!%); S1_136 (DEAE_CH_DD*%), pois
mostraram ser mais eficazes, nas concentracdes de 500 e 2000 mg/mL. Os resultados
mostraram que os derivados ndo sdo toxicos nas concentracdes analisadas, conforme

pode-se analisar na Figura 3 no apéndice B.

Discussdo e Conclusdo: As dermatomicoses sd0 micoses que atingem os tecidos
queratinizados, como pele, unhas e cabelo, podem ser causadas por fungos filamentosos
dermatofitos, ndo dermatdfitos ou leveduras. Atingem cerca de 25% da populagdo do
mundo, e vem sendo observado aumento da frequéncia de casos®. A distribuicdo dos
patdgenos e 0s agentes etioldgicos variam de acordo com a geografia, clima e migracdo
da populacéo da regido. Geralmente, em infec¢Ges de unhas (onicomicoses), 0s agentes
etiologicos mais encontrados sdo os dermatofitos: T.rubrum e T. mentagrophytes, mas
também h& uma quantidade significativa de fungos filamentosos ndo dermatofitos, tais
como: Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus spp., Acremonium, Fusarium spp.,
Alternaria alternate, e Neoscytalidium. Assim como as leveduras (Candida spp.) séo
responsaveis por 10%-20% dos casos de onicomicoses®. A incidéncia dos casos de

onicomicoses por leveduras é maior em casos de pacientes idosos, com diabetes e
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imunocomprometidos, pois as leveduras como a Candida spp. Estdo presente na
microbiota normalmente, porém, devido algum desequilibrio nesta se tornam
patogénicas. O manejo da onicomicose induzida por Candida spp. Ainda é desafiador
devido a complexidade da etiologia da doenca, que requer uma formulacdo adequada e

um potente antifingico™®.

Diversos estudos mostraram que diferentes modifica¢fes na estrutura polimérica
da quitosana afetam sua solubilidade em agua e sua atividade antimicrobiana® "2, Além
disso, a atividade antifungica de derivados anfifilicos de quitosana, com contetdo fixos
de grupos dietilaminoetil (DEAE) e dodecil (DD) exibiu uma forte dependéncia com a

massa molecular (Mw) dos polimeros®3.

Em Alves et al. (2019)* polimeros com DEAE e DOD apresentaram altos valores
de inibicdo contra Aspergillus flavus e excelentes condicGes na formacao de biofilmes
com esses derivados. A acdo dos derivados de quitosana sobre diferentes microrganismos
é complexo e depende de varios fatores, por exemplo, 0 peso molecular do derivado, o
tamanho da cadeia, o grau de acetilagdo, o pH do meio, entre outros fatores*. O grau de
desacetilacdo, polidispersdo e massa da quitosana sdo os parametros mais significativos

que influenciam em suas propriedades bioldgicas, fisico-quimicas, mecéanicas e,
consequentemente, sua aplicacdo pois influenciam na solubilidade, reatividade,

comportamento acido-base, comportamento eletrostatico, flexibilidade, conformacédo do
polimero, viscosidade, cristalinidade, porosidade, resisténcia a tracdo, condutividade,
capacidade de quelar metais e fotoluminescéncia. Dessa forma, as atividades bioldgicas
da molécula sdo alteradas, uma vez que depende de tais caracteristicas para reagir com

enzimas, proteinas, parede celular, DNA, RNA, células tumorais etc®.

Nesse sentido, o presente estudo avaliou derivados de moléculas de quitosana,
variando-se a proporcao de moléculas hidrofilicas e hidrofébicas e sua massa molecular.
Os polimeros que possuem o grupo hidrofilico (DEAE) e o grupo hidrofébico (DOD)
foram os que apresentam menores valores da média geométrica de CIM e CFM contra
todas as cepas testadas, e entre esses 0s de menor massa molecular apresentaram 0s

menores valores contra as cepas de C.tropicalis (311,2 pug/mL) e C.krusei. (500 pug/mL).

A preocupacdo em relagdo aos isolados clinicos de C.tropicalis € crescente, uma
vez que o0 nimero de cepas resistentes aos azois esta sendo significativo. Autores atribuem

essa resisténcia a superexpressdo de transportadores ( CDR1, CDR2 , CDR3 e MDR1),
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genes da via de biossintese de ergosterol ( ERG1, ERG2 , ERG3 e ERG11 ), fatores de
transcricdo ( TAC1 e UPC2) e genes responsivos ao estresse ( HSP90 e MKC1 )18,

A incidéncia de doencas causadas por Candidas ndao-albicans cresceu
significativamente, e a C.krusei é uma das responsaveis. As infeccdes causadas por
Candida krusei podem ser um risco de vida em pacientes imunocomprometidos, além
disso, ela possui resisténcia intrinseca ao fluconazol e desenvolve rapidamente resisténcia

adquirida & outros farmacos®®.

Em concluséo, os derivados anfifilicos de quitosana, principalmente os de baixa
e média massa molecular apresentaram resultados promissores contra a Candida spp.,
principalmente C.tropicalis e C.krusei. Dessa maneira, é de alto potencial o estudo dessas

moléculas para outros agentes etiologicos e posterior formulacdo com esses farmacos.
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Abstract

Fungal infections affect thousands of people with both superficial and invasive
occurrences. In recent years, it has been observed that these infections are caused by fungi
with antimicrobial-resistant patterns. Their therapies are becoming increasingly
prolonged with high recurrence rates. Cutaneous mycoses or dermatomycoses have a
variety of etiological agents, such as dermatophytes, yeasts, and non-dermatophyte
filamentous fungi. The search for non-toxic compounds that inhibit fungal growth has
driven research in this area. Therefore, the present study conducted a series of tests to
evaluate the in vitro antifungal activity of amphiphilic derivatives of chitosan, a
biodegradable, non-toxic, antioxidant compound that has shown various effective results
against various etiological agents. The derivatives showed geometric mean of MIC and
MFC values against strains of filamentous dermatophytes and non-dermatophytes
ranging from 100-500 mg/mL. The kinetics demonstrated that all polymers against F.
solani and T. rubrum strains inhibited within a maximum of 8 hours of contact, while for

T. mentagrophytes, all inhibited within a maximum of 24 hours.

Introduction

Dermatomycoses are superficial fungal infections which affect the skin, hair and
nails of humans and animals. Male and female patients of all ages are affected by this
condition. The main etiological agents of dermatomycoses are the dermatophytes fungi
of the genera Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton, while the main yeasts
belong to the genera Candida, Malassezia and Trichosporon and also non-dermatophytic
fungi, such as: Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus spp, Acremonium, Fusarium spp,
Alternaria alternate, Neoscytalidium2?3, Chitosan is a biopolymer derived from chitin,
which is present in the exoskeletons of crustaceans, mollusks, algae, insects, and fungal
cell walls. Its broad applications span various fields, including food, medicine,
pharmaceuticals, healthcare, agriculture, industry, and environmental pollution
protection. This is attributed to its reactive amino and hydroxyl groups, providing
chitosan with diverse functional properties such as polyelectrolyte, antimicrobial,
antioxidant, gel-forming, biocompatibility, metal chelating, and ease of processing®. The
deacetylation of chitin and the introduction of hydrophilic and hydrophobic groups
enhance its activity, highlighting the potential of chitosan derivatives as antifungals®®.
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Lay summary

The present study assessed the antifungal action of amphiphilic chitosan derivatives

against the primary etiological agents of superficial mycoses, dermatomycoses.

Materials and methods

Microrganisms

For this study, strains of Epidermophyton flocossum, Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis e Fusarium solani from the collection
of the Microbiology Laboratory at the School of Medicine of S&o José do Rio Preto —
FAMERP, Sao Paulo, Brazil, were used.

Chitosan Derivatives

Two series of amphiphilic derivatives, synthesized and characterized by
techniques such as Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H NMR) and Gel
Permeation Chromatography (GPC), are available in the Biomaterials and
Nanotechnology Laboratory at IBILCE-UNESP. Series 1 features substitution with
diethylaminoethyl (DEAE) and dodecyl (DOD), varying the percentage of these and the
molecular weight of the polymer. Series 2 has a constant molecular weight and a
hydrophobic group (DOD), with wvarying percentages of the hydrophilic
pentyltrimethylammonium (PENTIL) group. Table 1 and 2 list the properties and
structures of the DEAE (1) and PENTIL (2) series.

Table 1 — Structure and Properties of series 1

Polymer Mw  Mn (kDa) Pdi*(Mw/Mn) DDA**(%) DS,... (%) DS.,(%)
(kDa)
CHc* 208 108 1.92 77 - -
CHc® 282 208 1.36 75 - -
CHL 11 4.3 2.56 97 - -
DEAE-CH. 14 5.6 2.51 53 44 -

DEAE-CH.DD 14 - - 29 44 24
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DEAE-CHcB 267 150 1.78 35 40 -
DEAE-CH-DD:s 116 41.3 2.81 37 40 20
DEAE-CH-DDss 136 45.8 2.97 37 40 20

o CH3
oH - OH HO___  NH
o HO- T N o _NHa
o o AN ~ O- 7
NS TNE AR NCA A S A el
R
rNj R = dodecyl

Table 2 — Structure and Properties of series 2

Polymer Mw Mn (kDa)  Pdi*(Mw/M DDA**( DSPENTIL+( DSDD++(%)

(kDa) n) %) %)
CHA4DD5PE 137 70,9 1,93 82,2 4,8 4
CH4DD13PE 137 68,2 2,01 90,3 12,7 4
CH4DD46PE 137 64,3 2,13 46,7 46,3 4

o=<CH3
OHO HO NH OH o HO NH,
(G oL (o
NH * X OH YHO HN 'z OH
R
R = dodecyl
_—NZ

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal
Concentration (MFC):

Stock solutions of each polymer were prepared at a concentration of 2 mg/mL in
a 10% aqueous solution of acetic acid. To ensure dissolution, they were stirred on a
magnetic stirrer for 24 hours. Subsequently, dilutions were made (1 mg/mL; 0.75 mg/mL;
0.5 mg/mL; 0.25 mg/mL; 0.1 mg/mL) with the liquid culture medium to be used for the
test (RPMI-1640). Initially, subculturing was performed using sterile loops onto Potato
Dextrose Agar (PDA) plates and incubated for 7 days at 35°C. Subsequently, the colony
surfaces were covered with 5 mL of sterile saline and scraped with a sterile pipette tip.
The conidia and hyphal fragments mixture was transferred to a sterile tube, allowing the
precipitation of heavier structures. Later, the supernatant was transferred to a new sterile
tube with vortex homogenization for 15 seconds, and turbidity was adjusted on a

spectrophotometer with a reading at 530 nm, following the M38-A2 methodology.
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Samples were then diluted at a ratio of 1:50, resulting in a final inoculum of 0.4 to 5 x 10*
colony-forming units per milliliter (CFU/mL).The same procedure was carried out for
Fusarium spp. strains, although they were incubated for 48 to 72 hours at 35°C and then
up to the 7th day at 28°C 7.

MICs were determined using the microdilution technique in broth, following the
(modified) M27-S4E6 document. Microdilution plates were prepared with different
concentrations of each chitosan derivative (1 mg/mL; 0.75 mg/mL; 0.5 mg/mL; 0.25
mg/mL; 0.1 mg/mL) and included wells for sterility (0.2 mL of RPMI), solvent control
(0.2 mL of 10% acetic acid or DMSO solution), and growth control (containing only

inoculum and RPMI).

For the determination of MFC, after obtaining MIC, aliquots from each well were
transferred to a Petri dish containing Sabouraud Agar. The contents of the microdilution
plate wells were transferred using sterile sticks. The MFC was defined as the lowest
concentration of the derivative that, even in the absence of a solution, did not allow the

growth of colonies, demonstrating fungicidal action.

Time-kill

In sterile microtubes, 100 pL of the standardized inoculum was added, followed
by 100 uL of the polymer solution at a concentration 2 times higher than the MIC. The
time for collecting aliquots began counting from the addition of the polymers. Aliquots
of 20 puL were withdrawn after 8, 24 and 48 hours, each of them was transferred to a
plate containing Sabouraud Agar and distributed with a Drigalski loop. Finally, the plates
were incubated at 37°C for 46 to 50 hours.

Cytotoxicity (in vivo)

To characterize the toxicity profile of the chitosan derivatives, the inoculum
model as per the protocol established by Renwick (2006) - adapted for Galleria mellonella
was adopted. Due to the resemblance to the innate immune system of insects and
mammals, this model has been used for investigating virulence in various microorganisms
and the toxicity of potential new antimicrobial compounds. After the artificial inoculation
phase, the larvae were incubated at 28°C, deprived of food and direct light, following the

same procedure for the DMSO and 100% ethanol controls. Throughout the experimental
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period, every 24 hours, the larvae were removed from the pre-pupal stage to delay their
metamorphosis. Data were recorded daily. Graph construction and statistical analyses
using the Log-rank (Mantel-Cox) method were carried out using GraphPad Prism 5

software.

Results

The MIC (Minimum Inhibitory Concentration) of derivatives from series 1 against
filamentous dermatophyte species and Fusarium spp. is shown in Table 3. The growth
and solvent controls yielded satisfactory results. The MIC values ranged between 100-
2000 pg/mL. The geometric mean was calculated for each species to assign the smallest

and largest values.

In general, the lowest values were obtained for F. solani, except for the CHCa
derivative, and the highest values were for T. rubrum. However, the following polymers:
DEAE_CHL_DD; DEAE_CH_DD®, and DEAE_CH_DD* also achieved the lowest
MIC values (100 pg/mL) against E.F.6117, E.F.6069, T.M. 7389, T.M.5419, T.M.6007,
M.C. 7422, and M.C. ATCC.

The MIC of derivatives from series 2 against filamentous dermatophyte species
and Fusarium spp. is shown in Table 4. The growth and solvent controls yielded
satisfactory results. The MIC values ranged between 100-2000 pg/mL. The geometric

mean was calculated for each species to assign the smallest and largest values.

In general, the lowest values were obtained for F. solani, and the highest for T.
rubrum sp. However, the following polymers: CH4DD13PE and CH4DD46PE achieved
the lowest MIC values (100 pg/mL) against T.M. 5419 and T.M. 7389.

As for MFC, all the obtained results are close to their respective MIC values. This

fact demonstrates that the derivatives exhibit fungicidal action against the fungi.

The time-kill assay was conducted for selected polymers that showed the best
MIC results in order to obtain log CFU/mL vs. time graphs (Figure 1). The assay was
carried out for up to 48 hours. They were exposed to a concentration 2 times the MIC,
allowing for the determination of the maximum required action time of the polymers for

the selected fungi.
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All the polymers tested inhibited T. rubrum completely within 8 hours of contact.
For T. mentagrophytes, they all inhibited within a maximum of 24 hours; however,
CH4DD13PE inhibited all strains within 8 hours. Strains of M. canis and E. floccosum
were all inhibited by all polymers within 48 hours. All polymers against F. solani strains

inhibited within a maximum of 8 hours.

The cytotoxicity assay using Galleria mellonella larvae was performed with the
selected derivatives: CHL; DEAE_CHL_DD; DEAE_CH_DD!®; DEAE_CH_DD®;
CH4DD13PE and CH4DDA46PE, as they proved to be more effective at concentrations of
500 and 2000 mg/mL. The results indicated that the derivatives are non-toxic at the

analyzed concentrations (Figure 2).

Discussion and conclusion

Dermatomycoses are fungal infections that affect keratinized tissues such as skin,
nails, and hair. They can be caused by filamentous dermatophytes, non-dermatophytes,
or yeasts. These infections affect approximately 25% of the world's population, and there
has been an observed increase in the frequency of cases. This can be attributed to various
factors, including the use of occlusive footwear, poor hygiene, socioeconomic status,
occupation, climate change, predisposing factors (such as immunosuppression/deficiency

and diabetes), and improvements in diagnostic tests and medical care®.

The antifungals commonly used include azoles, polyenes, allylamines,
hydroxypyridones, heterocyclic benzofurans, and echinocandins. The mechanisms of
action of these drugs generally involve inhibiting some step in the ergosterol synthesis
pathway, preventing the proper formation of the fungal membrane, or acting on the
inhibition of essential compounds in the formation of the cell wall. However, many of
these antifungals have low oral bioavailability; for example, imidazole and itraconazole
exhibit high toxicity upon systemic administration (first-generation azoles). Others, like
fluconazole, have good oral bioavailability; however, upon discontinuation of treatment,

there may be a recurrence of infection, suggesting low binding avidity®2°.

Therefore, various studies have shown that different modifications in the chitosan
polymer structure affect its water solubility and antimicrobial activity. Additionally, the

antifungal activity of amphiphilic chitosan derivatives with fixed contents of
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diethylaminoethyl (DEAE) and dodecyl (DD) groups showed a strong dependence on the

polymer'smolecular weight (Mw)*112:13,

The literature results also indicate that its derivatives have an optimal range of
molecular weight (Mw) values and a hydrophilic/hydrophobic balance of modifications
in the polymeric chain. This may explain the greater efficiency of the polymer against
different microorganisms with varying membrane properties’**®. From the study of
interaction with membrane models, it was observed that amphiphiles strongly bind to the
surface of the cell membrane, and this adsorption is greatly enhanced by the presence of
negatively charged lipids, which are also found in the composition of the Aspergillus
flavus fungus membrane. Studies have also shown that the amphiphile-induced
aggregation of cell wall constituents, observed through transmission electron microscopy,

allowed for the proposal of compromising the cell wall integrity*2.

In this study, was observed the lowest values were obtained for F. solani, and the
highest values were for T. rubrum. The recalcitrance of isolated strains of
dermatophytosis, such as those of Trichophyton, is primarily due to the indiscriminate
use of conventional antifungals, contributing to various virulence factors, host
adaptability, or variation in drug susceptibility (including resistance mechanisms, such as

the presence of efflux systems and biofilm formation)®®.

In conclusion it was observed that low and medium molecular weight derivatives
with hydrophobic (DD) and hydrophilic (PE or DEAE) groups showed higher efficiency
against the majority of tested strains demonstrating the importance of the hydrophobic
and hydrophilic balance on the antifungal activity of the derivatives against various

etiological agents and are non-toxic, as demonstrated in the Galleria model.



57

References

1. LEUNG AKC, Lam JM, Leong KF, Hon KL, Barankin B, Leung AAM, Wong AHC.
Onychomycosis: An Updated Review. Recent Pat Inflamm Allergy Drug Discov.
2020;14(1):32-45. doi: 10.2174/1872213X13666191026090713. PMID: 31738146;
PMCID: PMC7509699.

2. VEIGA FF, de Castro-Hoshino LV, Rezende PST, Baesso ML, Svidzinski TIE.
Insights on the etiopathogenesis of onychomycosis by dermatophyte, yeast and non-
dermatophyte mould in ex vivo model. Exp Dermatol. 2022 Jul 12. doi:
10.1111/exd.14643. Epub ahead of print. PMID: 35818750.

3. SILVA-ROCHA WP, et al. Epidemiology and fungal species distribution of superficial
mycoses in Northeast Brazil. Journal De Mycologie Médicale (2016),
http://dx.doi.org/10.1016/j.mycmed.2016.08.009

4. PELLIS A.; GUEBITZ, G. M.; NYANHONGO G.S. Chitosan: Sources, Processing
and Modification Techniques. Gels 2022, 8, 393. https://doi.org/10.3390/gels8070393

5. DIAS, A.M. et al. Insights on the Antifungal Activity of Amphiphilic Derivatives of
Diethylaminoethyl Chitosan against Aspergillus Flavus. Carbohydr. Polym, v. 196, p.
433-444, 2018.

6. SABAA, M.W. et al. Synthesis, characterization and antimicrobial activity of Schiff
bases modified chitosan-graft-poly(acrylonitrile). International Jounal of Biological
Macromoleculas, v.109, p. 1280-1291, 2018.

7. CLSI. M38-A2 Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility
Testing of Filamentous Fungi; Approved Standard—Second Edition. Clinical and
Laboratory Standard Institute, v. 28, n. 16, p. 29, 2008.


https://doi.org/10.3390/gels8070393

58

8. MARTINEZ-ROSSI, N.M. et al. State-of-the-Art Dermatophyte Infections:
Epidemiology Aspects, Pathophysiology, and Resistance Mechanisms. Journal of
Fungi, v. 7, p. 629, 2021

9. KHURANA, A.; SARDANA, K.; CHOWDARY, A. Antifungal resistance in
dermatophytes: Recent trends and therapeutic implications. Fungal Genetics and
biology, v.132, p. 103255, 2019.

10. SPAMPINATO, C.; LEONARDI, D. Candida Infections, Causes, Targets, and
Resistance Mechanisms: Traditional and Alternative Antifungal Agents. BioMed

Research International, 2013.

11. PEDRO, R. O. et al. Synthesis, characterization and antifungal activity of quaternary
derivatives of chitosan on Aspergillus flavus. Microbiol.Res, v. 168, p. 50-55, 2013.

12. DIAS, A.M. et al. Insights on the Antifungal Activity of Amphiphilic Derivatives of
Diethylaminoethyl Chitosan against Aspergillus Flavus. Carbohydr. Polym, v. 196, p.
433-444, 2018.

13. LIU, W. et al. Synthesis, characterization and antifungal efficacy of chitosan
derivatives

with triple quaternary ammonium group. International jornal of Biological
Macromolecules, v. 114, p. 942-949, 2018.

14. KUMAR, A.; VIMAL, A. & KUMAR, A. Why Chitosan? From properties to
perspective of mucosal drug delivery. International Jounal of Biological Macromoleculas,
v. 91, p. 615-622, 2016.

15. KONG, M. et al. Antimicrobial properties of chitosan and mode of action: A state of
the art review. International Journal of Food Microbiology. v. 144, p. 51-63, 2010.

16. GAURAV, V. et al. Terbinafine resistance in dermatophytes: Time to revisit alternate
antifungal ~ therapy. J Mycol Md. 2021 Mar;31(1):101087. doi:
10.1016/j.mycmed.2020.101087. Epub 2020 Nov 19. PMID: 33360137.



59

7.CONCLUSAO

Os derivados apresentaram CIM e CFM entre 100-2000 pg/mL, entre eles, 0s
derivados: CHL, DEAE_CHL DD, S1 116, S1 136, S2_13 E S2_46 foram 0s mais
eficazes, com medias geométricas de CIM e CFM contra cepas de Candida,

filamentosos dermatéfitos e Fusarium entre 100-500 mg/mL.

A cinética de morte estudada contra as cepas de Candida comprovou gue 0s
polimeros CHL e DEAE_CHL_DD inibiram totalmente todas as cepas, no maximo,
em 12 horas e 0s menores tempos de acdo (1 hora) foram observados com esses
polimeros contra C.K.ATCC, o CHL contra C.K.6347 e DEAE_CHL_DD contra
C.P.6272, C.P.6186 e C.P. ATCC. Para os filamentosos, a cinética demonstrou que
todos os polimeros contra as cepas de F.solani e T.rubrum inibiram em, no méaximo,
8 horas de contato, enquanto para T.mentagrophytes todos inibiram em, no maximo,
24 horas, porém, em 8 horas 0 S2_13 inibiu todas as cepas.

Os polimeros citados demonstram boa atividade antifungica e sdo atoxicos,
como demonstrado no modelo com Galleria. Os derivados que apresentam em sua
estrutura uma porc¢éo hidrofilica (DEAE ou PENTIL) e outra hidrofobica (Dodecil),

de baixa e média massa molar, foram os com melhores atividades antifangicas.
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APENDICE A

Tabela 3- Valores de CIM dos derivados da série | sobre cepas de Candida spp.

LINHAGENS DEAE_CHCy DEAE_CHCb_DD CHCy
CIM (pug/mL)

C. albicans 7051 1000 750 750
C. albicans 7039 2000 2000 2000
C. albicans 7126 2000 2000 2000
C. albicans ATCC 2000 2000 2000

média geométrica 1681,8 1565,1 1565,1
C. krusei 6347 500 750 750
C. krusei 7052 750 750 2000
C. krusei 7015 750 750 750

média geométrica 655,2 750,0 1040,0

CHL

750

1000

750

750

805,9

750
750
500

655,2

DEAE_CHL

2000
2000
2000
2000

2000,0

1000
2000
1000

1259,9

DEAE_CHL_DD

2000
2000
2000
2000

2000,0

500
500
500

500,0
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CHC,

2000
2000
2000
2000

2000,0

1000
2000
500

1000,0




C. parapsilosis 6186
C. parapsilosis 6272
C. parapsilosis 6279
C. parapsilosis ATCC

média geométrica

C.tropicalis 7008
C. tropicalis 7015
C. tropicalis 7464
C. tropicalis ATCC

média geométrica

2000

2000

2000
750

1565,1

1000
250
500
100

334,4

2000

2000

2000
750

1565,1

750
500
500
100

370,0

2000
2000
2000
2000

2000,0

750
500
250
100

311,2

1000
750
500
500

658,0

250
100
100
100

125,7

750
2000
2000
2000

1565,1

750
500
250
100

311,2

2000
2000
2000
2000

2000,0

750
250
500
100

311,2

2000
2000
2000
2000

2000,0

2000
2000
2000
2000

2000,0
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Tabela 4 — Valores de CIM dos derivados da série 1 sobre filamentosos dermatéfitos e Fusarium spp.

LINHAGENS

E. floccosum 6117
E. floccosum 6068
E. floccosum 6069

média geométrica

T.rubrum 6195
T. rubrum 6185
T. rubrum 6284
T. rubrum CBS

média geométrica

DEAE_CHCy

750
1000
750

825,5

2000
1000
2000
2000

1681,8

DEAE_CHCb
_DD

750
1000
1000

908,6

2000
750
2000
1000

1316,1

CHGy

2000
2000
2000

2000,0

2000
750
1000
2000

1316,1

CHL

CIM(pug/mL)
2000
2000
1000

1587,4

2000
2000
2000
2000

2000,0

DEAE_CHL

750
750
1000

825,5

2000
750
2000
2000

1565,1

DEAE_CHL_DD

100
750
100

195,7

2000
500
2000
500

1000,0

CHC,

2000
2000
2000

2000,0

2000
1000
2000
2000

1681,8

DEAE-CH-
DD116

100
100
100

100,0

2000
500
2000
1000

1189,2
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DEAE-CH-

DD136

250
100
100

135,7

2000
750
2000
2000

1565,1




T.mentagrophytes 7389

T. mentagrophytes 6007

T. mentagrophytes 5419

T. mentagrophytes ATCC

média geométrica

M. canis 7422
M. canis 7676
M. canis 7675
M.canis ATCC

média geométrica

F. solani 4129
F. solani 4318
F. solani 4696

média geométrica

750
750
750
1000

805,9

1000
2000
2000
1000

1414,2

750
100
100

195,7

750
750
500
1000

728,2

750
100
250
1000

370,0

100
500
100

171,0

2000
2000
2000
2000

2000,0

2000
2000
2000
1000

1681,8

250

100

2000

368,4

2000
2000
2000
2000

2000,0

1000
1000
2000
2000

1414,2

500
500
100

292,4

750
750
500
2000

866,0

2000
2000
750
2000

1565,1

750
100
250

265,7

100
100
100
100

100,0

100
100
1000
100

177,8

500
100
100

171,0

2000
2000
2000
2000

2000,0

2000
2000
2000
2000

2000

2000
2000
2000

2000,0

100
100
100
500

149,5

100
100
100
100

100,0

100
100
100

100,0
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100
100
100
500

149,5

100
250
250
100

158,1

250
100
100

135,7




Tabela 5 — Valores de CIM dos derivados da série 2 sobre filamentosos dermatéfitos e Fusarium spp.

LINHAGENS CH4DD5PE CH4DD13PE CH4DDA46PE

E. floccosum 6117 2000 500 500
E. floccosum 6068 2000 750 100
E. floccosum 6069 2000 500 250
média geométrica 2000,0 572,4 232,1
T.rubrum 6195 2000 2000 2000
T. rubrum 6185 1000 500 500
T. rubrum 6284 2000 1000 1000
T. rubrum CBS 2000 1000 1000

média geométrica 1681,8 1000,0 1000,0
T.mentagrophytes 7389 2000 100 100

T. mentagrophytes 6007 2000 100 250
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T. mentagrophytes 5419 2000 100 100

T. mentagrophytes ATCC 500 500 500
média geométrica 1414,2 149,5 188,0

M. canis 7422 2000 750 500

M. canis 7676 2000 250 500

M. canis 7675 2000 750 250

M.canis ATCC 2000 500 250
média geométrica 2000,0 514,9 353,6

F.solani 4129 100 100 100

F. solani 4318 100 100 100

F. solani 4696 100 100 100

Média geométrica 100 100 100




APENDICE B

Tabela 1 — Estrutura e propriedades dos polimeros da série 1

Polimero Mw Mn  Pdi*(Mw/Mn DDA**(% DSbeac’ (% DSop™* (%)
(kDa) (kDa ) ) )
)
CH? 208 108 1,92 77 - -
CHc® 282 208 1,36 75 - -
CHL 11 4,3 2,56 97 - -
DEAE-CHL 14 5,6 2,51 53 44 -
DEAE-CH..DD 14 - - 29 44 24
DEAE-CHc? 267 150 1,78 35 40 -
DEAE-CH-DD'® 116 4173 2,81 37 40 20
DEAE-CH-DD™® 136 458 2,97 37 40 20
RN
2
P

* [ndice de polidispersividade; ** Grau de desacetilacio; *Grau de substituicdo pelos grupos DEAE; e **Grau de substituicio por grupos dodecil. Mw: peso molecular.
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Tabela 2 —Valores de CIM dos derivados da série 1 contra Candida spp.

LINHAGENS DEAE_CHC, DEAE_CHCb_DD CHCy CHL DEAE_CHL DEAE_CHL_DD CHC,
CIM (pg/mL)
C. albicans 7051 1000 750 750 750 2000 2000 2000
C. albicans 7039 2000 2000 2000 1000 2000 2000 2000
C. albicans 7126 2000 2000 2000 750 2000 2000 2000
C. albicans ATCC 2000 2000 2000 750 2000 2000 2000
média geométrica 1681,8 1565,1 1565,1 805,9 2000,0 2000,0 2000,0
C. krusei 6347 500 750 750 750 1000 500 1000
C. krusei 7052 750 750 2000 750 2000 500 2000
C. krusei 7015 750 750 750 500 1000 500 500
média geométrica 655,2 750,0 1040,0 655,2 1259,9 500,0 1000,0
C. parapsilosis 6186 2000 2000 2000 1000 750 2000 2000

C. parapsilosis 6272 2000 2000 2000 750 2000 2000 2000




C. parapsilosis 6279
C. parapsilosis ATCC

média geométrica

C.tropicalis 7008
C. tropicalis 7015
C. tropicalis 7464
C. tropicalis ATCC

média geométrica

2000
750

1565,1

1000
250
500
100

334,4

2000
750

1565,1

750
500
500
100

370,0

2000
2000

2000,0

750

500

250

100

311,2

500

500

658,0

250

100

100

100

125,7

2000
2000

1565,1

750
500
250
100

311,2

2000
2000

2000,0

750
250
500
100

311,2
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2000
2000

2000,0

2000
2000
2000
2000

2000,0




Figura 2 - Grafico do tempo x log10 UFC/mL para derivados e cepas selecionados
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Figura 3 — Grafico da taxa de sobrevivéncia (%) das larvas de Galleria mellonella inoculadas com os derivados de quitosana
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APENDICE C

Table 3: MIC values of derivatives from series 1 against filamentous dermatophytes and Fusarium spp.

STRAINS

E. floccosum 6117

E. floccosum 6068

E. floccosum 6069

Geometric main

T.rubrum 6195

T. rubrum 6185

T. rubrum 6284

T. rubrum CBS

Geometric main

DEAE_CHCy

750
1000
750

825,5

2000
1000
2000
2000

1681,8

DEAE_CHCb
_DD

750
1000
1000

908,6

2000
750
2000
1000

1316,1

CHGCyp

2000
2000
2000

2000,0

2000
750
1000
2000

1316,1

CHL

CIM (pg/mL)
2000
2000
1000

1587,4

2000
2000
2000
2000

2000,0

DEAE_CHL

750
750
1000

825,5

2000
750
2000
2000

1565,1

DEAE_CHL_DD

100
750
100

195,7

2000
500
2000
500

1000,0
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CHC, DEAE-CH-

DD16
2000 100
2000 100
2000 100
2000,0 100,0
2000 2000
1000 500
2000 2000
2000 1000
1681,8 1189,2

DEAE-CH-

DD136

250
100
100

135,7

2000
750
2000
2000

1565,1



T.mentagrophytes 7389

T. mentagrophytes 6007

T. mentagrophytes 5419

T. mentagrophytes ATCC

Geometric main

M. canis 7422

M. canis 7676

M. canis 7675

M.canis ATCC

Geometric main

F. solani 4129

F. solani 4318

F. solani 4696

Geometric main

750

750

750
1000

805,9

1000
2000
2000
1000

1414,2

750
100
100

195,7

750

750

500
1000

728,2

750
100
250
1000

370,0

100
500
100

171,0

2000
2000
2000
2000

2000,0

2000
2000
2000
1000

1681,8

250
100
2000

368,4

2000
2000
2000
2000

2000,0

1000
1000
2000
2000

1414,2

500
500
100

292,4

750

750

500
2000

866,0

2000
2000
750
2000

1565,1

750
100
250

265,7

100
100
100
100

100,0

100
100
1000
100

177,8

500
100
100

171,0

2000

2000

2000

2000

2000,0

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000

2000,0

100
100
100
500

149,5

100
100
100
100

100,0

100
100
100

100,0

80

100
100
100
500

149,5

100
250
250
100

158,1

250
100
100

135,7



Table 4: MIC values of derivatives from series 2 against filamentous dermatophytes and Fusarium spp.

LINHAGENS

E. floccosum 6117

E. floccosum 6068

E. floccosum 6069

Geometric main

T.rubrum 6195

T. rubrum 6185

T. rubrum 6284

T. rubrum CBS

Geometric main

CH4DDS5PE
2000
2000
2000

2000,0

2000
1000
2000
2000

1681,8

CH4DD13PE
500
750
500

572,4

2000
500
1000
1000

1000,0

81

CH4DDA46PE
500
100
250

232,1

2000
500
1000
1000

1000,0




T.mentagrophytes 7389

T. mentagrophytes 6007

T. mentagrophytes 5419

T. mentagrophytes ATCC

Geometric main

M. canis 7422

M. canis 7676

M. canis 7675

M.canis ATCC

Geometric main

F. solani 4129

F. solani 4318

F. solani 4696

Geometric main

2000

2000

2000
500

1414,2

2000
2000
2000
2000
2000,0
100
100
100

100,0

100

100

100

500

149,5

750

250

750

500

514,9
100
100
100

100,0

82

100
250
100
500

188,0

500
500
250
250
353,6
100
100
100

100,0




Figure 1. Log CFU/mL vs. Contact Time Graph.
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Figure 2: Survival rate (%) graph of Galleria mellonella larvae inoculated with chitosan derivatives.
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