RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 26/02/2018.



RMA
- N ,Q(,-r

-

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

PACULOADE D€ Cap
R .)0

VEVDVIYNY 20

 SOLIS DOMI SALUS

CAROLINE BARCELOS COSTA ORLANDI

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

Araraquara
2016



CAROLINE BARCELOS COSTA ORLANDI

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

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

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

Araraguara
2016



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

Costa Orlandi, Caroline Barcelos
CB37c

Caracterizac3o dos biofilmes de dermatdfitos & desenvolvimento de prototipos

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

233 f.

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

Orientador: Maria José Soares Mendes Giannini

Orientador no exterior: Joshua Daniel Mosanchuk

Coorientador: Ana Marisa Fusco Almeida

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

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

CAPES: 40300005




CAROLINE BARCELOS COSTA ORLANDI

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

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

Aprovada em 26 / 02 / 2016

BANCA EXAMINADORA

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

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

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

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

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



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



AGRADECIMENTOS

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

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

lighter, fun and enjoyable. Thank you for everything!



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

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

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

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

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

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

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

béasicos e aplicados e pelas portas abertas.



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

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

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

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

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



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

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

com alguns dos melhores profissionais do mundo.



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

(Albert Einstein)



RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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

1.1. REVISAO HISTORICA

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.2.1. Dermatofitoses

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

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

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

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

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

Baldo et al., 2012).

1.2.2. Patogenia e fatores de viruléncia

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

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

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

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

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

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

A maior atividade queratolitica esta diretamente relacionada a producdo de infeccbes

mais sintomaticas e a ativacdo da resposta imune. A infeccdo dermatofitica induz a



35

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

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

(Youngchim et al., 2011).

1.2.3. Epidemiologia

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

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

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

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

Mato Grosso (Araujo et al., 2012).

1.2.4. Diagnostico

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

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

2008).

1.2.4.1. Método convencional

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(Kanbe, 2008).

1.2.5. Tratamento

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

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

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

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

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

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

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

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

mudancas degenerativas secundarias nas células (Patel & Dhillon, 2013).



43

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

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

1.2.6. Biofilmes

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2014).

1.2.7. Acido protocatecuico

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

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

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

o0 desenvolvimento de novos protétipos antiflngicos.

1.2.8. Nanoparticulas de éxido nitrico (NO-np)

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

sob a orientacdo do Prof. Dr. Joshua Daniel Nosanchuk.
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(Partes 1 e I1)
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8. CONCLUSOES

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

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

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

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

melhor indice de seletividade;

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

avaliados;

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

rubrum e T. mentagrophytes.

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

quanto em formato biofilme, obtendo um comportamento fungistatico;

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

sinérgica quando combinado com as NO-np’s.
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