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RESUMO

Dermatéfitos séo fungos que apresentam a capacidade de invadir os tecidos queratinizados do
homem e dos animais, produziraldermatofitoseBiofilmes sdo comunidadestruturadas de
microrganismos que se agrupam de maneira organizada a uma superficie ou que se aderem un:s
aos outros, dentro de umaatriz extracelulague eles mesmos produzeRela primeira vez

neste trabalho, foi descrita a formacao de biofilmes por isole@dusos e cepasATCC de
dermatofitos. Tambémse avaliou a ensibilidade das cepasfrente aos antifiungicos
convencionaig derivados sintéticos do acido protocatecuico, detendonaua toxicidade e
eficiéncia, tanto nas formas plancténicas como de biofilnaenificacdo moleculardos
isolados clinicos mostroconcordanciacom a identificacdo convenciondlodas as cepas e
isolados foram capazes de formar biofilmes nos quatro meios testadbephyton rubrum

ATCC 28189 ATCC MYA-4438, T. rubrum 143 e Trichophyton. mentagrophyte6
produziram mais biomaae matriz extracelulayueT. mentagrophyteATCC 11481 (p<0.05)

RPMI 1640, BHI e DMEM estimularam maior producéo de biomassa e matriz extracelular que
0 meio de queratinécito¥odas as espécies foram capade formar biofilmes maduros em 72

h e uma rede de hifasircundadas em varios pontos por uma matriz extracelular foi mostrada
por microscopia eletrénica de varredukéE(/). Na microscopia confocal, aparentemeose

meios RPMI e DMEM produziram biofilme®ais espessos e o meio BHI, biofilmes mais
densos e compactosAs melhores atividades artermatofitos foram expressas pelos
protocatecuatos de butila, pentila, hexila, nonila e decila, que exibiram baixa toxicidade para as
células HaCat, NHOK e HepG2 nagyibes da concentracao inibitoria 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 nétilaonazol, griseofulvina,
terbinafina e nonilanibiram o crescimento das células plancténicas para todas as bEpas
entanto, e biofilmes préormados foram resistentest@dos os farmacog,om excec¢édo do
compostanonila As células em formato biofilme foram mais resistentes aos antifiingicos que
ascélulas planctonicas. A maioria dos biofilmes tratados teve reducdo da espessura quando
comparada ao nao tratado. Nenhum biofilme tratado apresentou 100% de morte celular. Na
sequéncia deste estudo, foi verificam@otencial antifangican vitro de nanoprticulas de

6xido nitrico (NGnp) e de efinaconazol a 10% (JuB)ixontra as formas planctdais e
biofilmes deT. rubrum (cepa MYA4438 ATCC e um isolado clinico). As N@p foram
capazes de inibin vitro, o crescimento dé&. rubrum O efinaconazol foo farmaco que melhor

inibiu o crescimento dé&. rubrum seguido pela terbinafina e o fluconazdé combinacdes,

entre as N@hp, oefinaconazok aterbinafinaproduziram interacdes sinérgicascémbinacao

entre as N@wp e o efinaconazol teve um comparentofungistatico na cepATCC deT.

rubrum As NO-np n&doapresentaram toxicidade para as células Haldatos os farmacos
testados foram capazes de inibir o crescimento das células planctériicastatam ja as NO

np ndo foram capazes de inibir o ciegento e reduzir a atividade metabdlica. Os biofilmes
préformados foram resistentes a todos os farmacos testados, porém, o biofilme formado pelo
isolado clinico deT. rubrumforam sensiveis as N@p na concentracdo de 40 mg/mL. J& os
biofilmes da cepa ACC foram resistentes & 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-rgs ddédsaram
diminuicdo das espessuras dos biofilmes formados pelo isolado clinico e pela cepa ATCC.
Esses resultados representam um avango para a pesquisa nodoantgematoéfitos e de
biofilmes e podem contribuir de maneira significativa para a pesquisa de novos fararacos p

0 tratamento dessas micoses.

Palavraschave Dermatéfitos; biofilmes; acido protocatecuico; nanoparticulas de Oxido
nitrico; efinaconazol



ABSTRACT

Dermatophytes are fungi that havee thbility to invade keratinizetlssuesof human and
animals prodwcing 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 matrixxor the first time, in this workhe biofilm formation by ACC
strains and clinical isolates of dermatophytess described. Alsdhe suscgtibilities of the
strains toconventional antifungal drugs atmlthe synthetic derivatives of protocatechuic acid
were evaluatedletermining its toxicity and efficacyhemolecular identification corroborate

with the conventional onéll strains were able to form biofilms in the four media tested.
Trichophyton rubrum ATCC 28189, Trichophyton mentagrophyte§6, andT. rubrum143
produced more biomass, polysaccharide cstimes and extracellular matrix tham.
mentagrophyteATCC 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 maturdilbie 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 compéabfiims. The greatest anti
dermatophytes activities were expressed by butyl, pentyl, hexyl, nonyl and decyl,
protocatechuates, whi@xhibitlow toxicity to HaCat, HepG2 andHOK cells in the regions

of minimal inhibitory concentrations (MIC)Nonyl was he compound with improved
selectivity index for HaCat and HepG2 cells; for NHOK cells, the most selemiim@ounds
were nonyl and hexyFluconazole, griseofulvin, terbinafine and nonyl inhibited the growth of
planktonic cells for all strains. Howevergthreformed biofilms were resistant to all antifungal
drugs tested except to the nonyl compound. The cells in biofilm form were more resistant to
antifungal drugs thaplanktonic cells. Most of treated biofilms had reduced thickness when
compared to thenireated biofilmsln the sequence of this studlgein vitro antifungalactivity

of nitric oxide nanoparticles (N@p) and efinaconazole 10% (JuBjavas checkedgainst
planktonic and biofilm forms of. rubrum(strain ATCC MYA-4438 and one clinical adate).

The NOnp wasable to inhibit the in vitro's growth &f. rubrum Efinaconazole was the best
drug able toinhibit the growth ofT. rubrum followed by terbinafine and fluconazole. The
combinations betweddO-np, efinaconazole and terbinafine, proed synergistic interactions.

The combination between N@p and efinaconazole was fungistatic against the ATCC strain
of T. rubrum The NGnp showed no toxicity to HaCat cells. Both clinical isolate and the ATCC
strain ATCC MYA-4438 were able to form bidfins and 72 hours was the ideal timelafilm
maturation. The biofilra formed by ATCC strain produced more biomasant the clinical
isolate All the antifungal drugs tested were able to inhibit the growth of planktonic cdlls of
rubrunt the NOnp conentrations in which the reading on the spectrophotometer was possible,
were not able to inhibit growth arid reducethe metabolic activity. The préormed biofilms

were resistant to all testetfugs; however,the biofilms formed by tle clinical isolatewere
susceptibleo NO-np in a concentration of 40 nmgl. 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 showthdWXTT reduction assay.
Treatments with efinaconazole and M@ reduced the thickness of the biofilms formed by the
clinical isolate and by ATCC MYA1438 strain. These results represantadvance for the
research in biofilms field and can contributengigantly 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
infecgao(Weitzman & Summerbell, 1995).

Historicamente a micologia médica, especialmaracionada a doenca humana, se
iniciou com a descoberta da etiologia fungicefavuse foi centrada em torno de trés médicos
europeus nos meados do século R8bert Remak, Johann LSchonlein eDavid Gruby
(Weitzman & Summerbell, 1995

Embora os dermatéfitos tenham existido desde temposigiticos e infectado
animais durante milhdes de anos, estas infeqgéesstiram bem antes que a sua verdadeira
natureza fosse descoberta. A primeira refeggacima infeccdo dermatofitica fatribuida a
Aulus Cornélio Celsus, um enciclopedista romano, que em seu "De Re Medicina" escrito em
torno de 30 dC, descreveu umdeccdo com lesdes supurativas do couro cabeludo que,
posteriormente, veio a ser conhecida como o quérion de GAjsle, 1974)

Da Idade Média até esta época, as varias dermatofitoses foram desonivdimea O
termo foi utilizadgpela primeira vez para tragas ou marip@sasoupas e, na realidade, o nome
geneérico das diferentes espéciesrdeas oumariposagjue destruiam queratinaeréi Ti ne a o0 .
Uma vez que os buracos feitos por mariposas em vestuario de |a eram circulares e as lesGes
dermatofiticas ocorrem em forma de anel em pele lisa, 0s nossos antepassaesmxéaaglo
denominaramotemo A em f or masessasenfecxdes pelo mp@ds o século 16.

Este termo descreve a forma da leséo, e relaserem o termo romand T i n(Ajal@

1974)
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Considerada uma época de descobertas, em Ré®ert Remak, um médico polonés
gue lecionava na Faculdade de Medicina da Universidade de Berlim, observou hifas nas crostas
da doen-a c¢ onh eporégndraunca publicou suds absarvagdes, mas permitiu que
elas fossem citadas na tese de doutoid& Xavier Hube, em 193Ajello, 1974) Remak
alegoundo ter reconhecidas estruturas obse&xdascomo fungos creditou aeconhecimento
a Schalein, que descreveu a natureza micética do favus em H88ak entdo estabeleceu
gue a natureza do favus era infecciosa e cultivou o microrganismo em fatias de maca,
denominanda em seguidacomo Achorion schoenleiniem homenagem a Safiéin. Pela
primeira vez um microrganismo foi associado como causa de doenca hidyjedioa 1974)
Em 1841, a descoberta de Remak foi confirmada por David Gruby, um médico hingaro que
atuava em Parig que sucintamente e com cautela, passou a descrever varios tipos diferentes
de infec¢cdes dermatofiticas: tinevbsa, os parasitismos ectotrix e endotrix na tricofitose e a
microsporiose. Gruby também descobriu e nomeou o gédémsporumem 1843 e
descrevew Microsporum audouinicom base no aparecimento do fungo em materiais clinicos.
O génerdMicrosporumé umdos trés géneros de fungos imperfeitos nos quais os dernmtdfito
sao classificados atualmerffgello, 1974;Weitzman & Summerbell, 1995

O segunda@énero,Trichophyton foi descrito em 1845 por Per Hendrik Maters um
investigador sueco e o terceiro e Ultimo génepidermophytonfoi estabelecido pdkaymond
Sabouraud em 1910. No entanto, até que os varios dermatoéfitos fossem isolados e cultivados
em cultura pura, os géneros e espécies desses fungos quécaEnoi@o poderiam ser
caracterizados e definidos baseados nogipims e critérios taxondmicgajello, 1974)

Culturas puras dos dermatéfitos foram obtidas autonomamente pela primeira vez por
volta do ano 1886 por Grawitz, na Alemanha e por Ductaux, na Franca. Apesar dessieconqu
e do uso rotineiro subsegpie das culturas puras no estulds suas caracteristicas macro e

microscopicas, a classificacdo dos dermatofitos permaneceu em um longo estado insatisfatério.
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Muitos géneros e espécies foram descritos baseados nas caracteristicas triviais e altamente
variaveis ou em fatores extrinsecosrelevantes, como reacdes clinicas do hospedeiro e das
espécies animais a partir das quais os dermatéfitos foram is¢igelbs, 1974)

Raymond Sabouraud, um dos mais conhecidos e influenciaveis micologistas meédicos,
iniciou seus estudos cientificos com os dermatofitos em 1890. Entre as contribuicdes de
Sabouraud estdo os estudos de taxonamigfologia, métodos de cultivo e terapia para os
dermatofitos. Ele também classificou esses fungos em quatro génkcbsrion
EpidermophytonMicrosporume Trichophyton baseand@e nos aspectos clinicos da doenca e
das observacdes macro e micro morfaldg. O meio de cultura desenvolvido por ele é
utilizado atualmente para o cultivo de varias espécies de fungos e foi homeado em sua
homenagem como agar Sabouraud dexif@ssgtzman & Summerbell, 1995

Em 1934 Chester Emmons modernizou o esquema de taxonomia de Sabouraud e
estabeleceu a atual classificacdo dos déitag, baseada na morfologia dos esporos e 6rgaos
acessorios, eliminando o générchoriume reconhecendo apenas tg&merosTrichophyton
Microsporume EpidermophytorfWeitzman & Summerbell, 1995

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

uma ®lida e mais objetiva classificao taxondmica dos dermatofit@gello, 1974)
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1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Dermatofitoses

Os dermatdfitos sdo fungoflamentosos queratinofilicos que produzem uma
enf ermi dade denomi nada der mat of i t fiied®d, A ou
terminologia médicatilizadapara infec¢des por dermatéfitod@erminada pela palavra tinha
seguida por uma palavra que descreVacal da infeccdo ¢ 0 mopedigi ,i nirdax$eeo
local dos pégWeitzman & Summerbell, 199Bchterman & White, 2012

Os fungos dermatéfitosogsuem trés géneros anamorficichophyton Microsporum
e Epidermophytore, apesar da distancia taxondmi¢ém em comum algumas caracteristicas
microscopias e a propriedade de colonizarhabitar e infectagstruturas queratinizadas como
a camada cornea da epiderme, pelos e unhas dos hosp@ifeitaman & Summernll, 1995
Moraeset al, 2001;Achterman & White, 201,2Baldoet al, 2012)

Esses fungos pertencem a um grupo de futeg@somicamente relacionadasm um
total aproximado de 40 espécies. Dependendo da fonteedatiga utilizada, elggodem ser
divididos em geofilicos (solo), zoofilicos (animais) e antropofilicos (hughaiuitos podem
estar presentes na forma anamorfica (estado assexugeros Epidermophyton
Microsporume Trichophyton ou estado imperfeito e teleomérfico ou perfeito (reproouca
sexuada maioria das espécies geofilicas e zoofilicasgviierosporume Trichophyton. A
maioria dos dermatdfitospertence ao filo Ascomycotaglasse Euascomyceste ordem
Onygenale® familia Arthrodermataceg®lolina De Diego, 2011)

Os dermatéfitos geofilicos estdo associados principalmente a materiais queratinosos
como pelos, penas, cascos e chifres, comte g seu processo de decomposi¢cdo. J4 0s
zoofilicos e antropofilicos sdo adaptados aos animais e aos humanos, sendo assim, Sa0 0s
agentes mais frequentes de micoses superficiais. As espécies antropofilicas sdo responsaveis

pela maioria das infec¢gBes nasianos, contudo, as espécies pertencentes aos trés grupos estao
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associadas a doencas clinicas. As infeccOes causadas por espécies antropofilicas em humano
tendem a ser cronicas, com pouca inflamacdo, enquanto que as infeccbes causadas pelos
dermatofitos gofilicos e zoofilicos estdo sempre associadas com inflamacéo @nete,
2001; Aquino, Constante 8akos, 2007; Macurat al, 2010; Achterman & White2012;

Baldoet al, 2012)

1.2.2. Patogenia fatores deiruléncia

A infeccdo é geralmente cutanea, restrita & camada cornea, devido a incapacidade do
fungo de penetrar em tecidos profundos ou 6rgéos de individuos imunocompéterdes.
em individuos imunocomprometidos, existem inumeros relatos de infecofssvas e
profundagNovick, Tapia &Bottone, 1987; Grossmaat al, 1995; Squeet al, 1998; NirPaz
et al, 2003; Rodwelkt al, 2008; Achterman & Whit€2012)

A instalacdo de um processo patogénico em paleginiciase sempre pela inoculacéo
de um artroconidio ou fragmento de hifa depositado sobre a pele, favorecido por uma leséo
cutanea ou escoriacao prestginte, mesmo que mininf@idrim & Rocha, 2004)O fungo se
adere as células, mediado por adesinas que interagem com receptores do hospedeiro. A
penetracdo no estrato corneo inis@com o desenvolvimento de tubos germinativos a partir
dos artroconidios. Apés 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 querat, auxiliando na invasgBaldoet al, 2012)

Os pelos sao atacados secundariamente a evolugédo de uma leséo na pele que apresent
em sua superficie uma grande quantidade de foliculos pilosos. O dermatéfito remove a cuticula
e tem acessaos pelos, e s6 ma sua progressao quando ndo encontra mais queratina no colete

do bulbo pilar (Weitzman & Summerbell, 19%5drim & Rocha, 2004). Por ultimo, tese 0
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comprometimento das unhas, que ocorre apos a penetracdo do dermatofito no eseato co
(Bristow, 2004)

Apesar de tudo, os esanismos de patogenicidade desses fungos ainda ndo sdo bem
compreendidos. Existem varios estudos com foco nas proteases queratoliticas produzidas pelos
dermatofitos, porém ainda ndo se sabe como esses fungos regulam o uso dessas proteases pal
obter nutrentes do estrato corneo invadido por eles e quais sdo os papéis adicionais dessas
proteinas na adesao e na imunomodulf¢aamoutet al, 2008)

Para o estabelecimento da infec¢éo, o contato do artroconidio ouritagiadifa 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 esmecies
T. mentagrophytegslesenvolvem projecdes fibrilares longas gasuque ancoram e conectam
os artroconidios aos queratindcitos e a outros artrocor(idiadinezRossi, Peres &0ssi,
2008) além de proteases como as subtilisidgseptidil peptidases e metaloproteinasgse
estdo diretamenteeolvidas na adesao aos queratindotos invasdo ao estrato corneo. Essa
adesao é tempo dependente e pode variar dependendo da espécie de degivieaindfitaet
al., 2008; Baldcet al, 2012) As subtilisinas éungalisinas sédo queratinases responsaveis pela
digestéo da queratirean oligopeptideos ou aminoacidos assimilaveis. Durante a degradacéo da
queratina, os dermatofitos secretam sulfito (utilizando uma bomba de efluxo de sulfito,
codificada pelo gene SSU1) sulfito € um agente redutor que cliva as pontes dissulfito da
gueratina em cisteina estlfocisteina, deixando as proteinas capazes de serem digeridas por
muitas endo e exoproteases secretadas pelos fungogréssao elevada do gene SSU1 é
caracterstica dos dermatéfitos e auxilia na degradacéo eficiente dos tecidos queratinizados
pelos dermatoéfitofBaldoet al, 2012)

A maior atividade queratolitica esta diretamente relacionada a producéo de infeccdes

mais sintomaticas e a ativac@la resposta imune. A infeccdo dermatofitica induz a
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hipersensibilidade do tipo tardi@TH), que é caracterizada pela acdo dos macréfagos como
células efetoras e também pela acdo de algumas citocinasinterfesono  ( -lb fMermout
et al, 2008) O padrdo de secrecdo das proteases desempenha um papel importante nas
respostas imune e inflamatoriAchterman & White, 2012 A intensidade da inflamacao
depende da profundidade da lesé&o na pele emé&dependente da maior ou mesecrecao
de protease®/ermoutet al, 2008)

Um estudo conduzido por Youngchim e colaboradd@xl1) relatou a producdo de
melanina por varias espécies de dermatofitos.-Salmpie a melanina é considerada um fator
de viruléncia em varias espécies de fungosa wez que protege 0s microrganismos dos
mecanismos de defesa do hospedeiro e do meio ambiente. Contudo, ainda nédo ha evidéncias
suficientes para sugerir que a melanina exerca um papel crucial na patogénese desses fungos

(Youngchimet al, 2011)

1.2.3.Epidemiologia

A prevaléncia dos dermatofitos é variavel nas diversas regides do mundo e dentro de
um mesmo pais, devido a fatores como clima, condi¢cdes socioecondmicas e higiénicas da
populacdo, urbanizacéo, sistemaunoldgico do hospedeiro, caracteristicas féag e acdes
terapéuticagfNgwogu & Otokunefor, 20Q7Neji et al, 2009) As dermatofitoses possuem
elevada prevaléncia na América Latina e atingem tanto o0 homeno @qsaartimais domésticos
(Pinheiro, Moreira &Sidrim, 1997) T. rubrum é considerada aspécie mais prevalente
mundialmentee € 0 agente mais frequentemente isolado nas onicomicoses, tinea pedis, tinea
cruris e tinea corporig€ostaOrlandiet al, 2012; Rivera, Losada &ierman, 2012)

Embora os denatofitos 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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onicomicosse. Essas Ultimas tém sido associadas ao aumento da urbanizacgéo, utilizacdo de
banheiros comunitarios, piéd de atividades esportivago de sapatos fechados, eotnécs
(Achterman & White, 201, 2CostaOrlandiet al., 2012)

Estudos epidemiolégicos no Brasil tém demonstrado a distribuicdo dos agentes
etiologicos responsavejelas infec¢des fungicas superficiais e cutdaneas em varias regides
geograficas. A literatura contém dados coletados e analiaguot dos estados de Sdo Paulo
(Chinelli et al, 2003) Goias(Costaet al, 2002) Rio Grande do SylAquino, Constante &

Bakos, 207), Santa CatarinéDos Santiost al, 1997) Minas GeraigMarchi et al, 1983;
CostaOrlandiet al, 2012) Distrito Federa{Campbellet al, 1984) AmazonagFurtadoet al,
1987) CeardBrilhanteet al, 2000) Para (SilveiraGomeset al, 2013; Pirest al, 2014)e

Mato GrossdAraujo et al, 2012)

1.2.4.Diagnbstico

No diagnésticdaboratorial das dermatofitosésmprescindivel que a coleta do material
clinico, assim como a sua conservacao e transgejten realizados de forma adequada, ja que
influenciardo muito no resultado final do exame laboratdEainportante que o paciente no
esteja fazendo uso de medicamentos antifingicos, mas, caso isso ocorra, € necessario que haj:
a suspensao do uso do mesmo por pelo menos uma semana antes do inicio da coleta. A
guantidade de material deve ser suficientea pa realizacdo de pelo menos dois exames
laboratoriais e na coleta do material bioldgico, éexeespeitar a questao do crescimento radial
do fungo na leséo, evitando colher material em areas lesionadas mais antigas, como o centro
das lesGes na pele eamido distal das unhas infectadas, pois o fungo geralmente se apresenta
em menor quantidade ou com pouca viabilidade nestes (¥¢aizman & Summerbell, 1995

Robert &Pihet, 2008)
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O diagnostico da infeccdo deatofitica deve ser feito antes do inicio da terapia
antifingica, devidao longo tempo de tratamento que € requerido, além do seu alto custo e
risco de efeitos adversos. Além disso, é fundamert@hhecimento da origem, principalmente
antropofilica ou aofilica da espécie de dermatofito, para que medidas profilaticas sejam
adotadas, como o tratamento de animais de estimacéo e dos proprios faiRibbees&Pihet,

2008)

1.2.4.1. Método convencional

No método convencional, apds a coleta, condicionamento paréeadequados, deve
se realizar o exame micoldgicorelio e o cultivo em agar Sabouraud dextrose e em &gar
Mycosel. A identificacdo é feita pela observagéiecro e micromorfolégica das col6nias
fungicas e pelo teste da urease, que diferehcrabrume T. mentagrophyte@Veitzman &
Summerbell, 1995Robert &Pihet, 2008)Apesar de ser um teste sensivel, rapido e de baixo
custo, o exame micoldgico direto é limitado devido a possibilidade de ambiguidades na
interpretacdo, a necessidadeealgeriéncia técnica de problemas na quantidade e qualidade
das amostra@etinataucet al, 2014)

A metodologia classica indicada na literatura para a observacdo da micromorfologia do
fungo é o microcultivo em lamin pela técnica de Ridelgue consiste na obtencdo do
crescimento de fungos filamentosos em meio pobre em nutrientes, favorecendo a esporulacao
e 0 aparecimento das estruturas de frutificélcdoazet al, 2002) O teste da ureasdhaseado
na capacidde das espécies produzirererzimaureaseque hidrolisa a aménia e alcaliniza o
meio, fazendo com que a coloracdo deme vire de amarelo para rasscuro(Martinset al,

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

A identificacdo de espécies de dermatofiiela metodologia classitcam sido menos
utilizada nos laboratérios por senais demorada e requerarm niel significativo de
conhecimeto e especializacdo tecnoldgica. Além disso, géveonsiderao fato de que as
espécies de dermatofitapresentam muitaemelhanca morfolégicalémdo polimorfismoe
variabilidade Muitas técnicas moleculares foram desdwidas para a identificacdo desses
fungos, principalmente por produzirem resultados rapidos e serem mais simples e reprodutiveis
gue as técnicas convenciongfanbe, 2008)

Uma vez que o DNA é considerado extremamente resistente e pode persistirmaes
auséncia de hifas viaveis, as técnicas de amplificacdo do DNA, como as rea¢des em cadeia da
polimerase (PCR)podem ser uteis no auxilio da identificagcdo convencifiallberget al,

2006)

Muitos pesquisadores tém desenvolvido técnicas qumiteen a identificacdo dos
dermatofitos em nivel de espéae varias desls permitemcom que esses fungos sejam
diferenciados em nivel de cepas. Técnicas baseadaklA mitocondrial (MtDNA) e no DNA
ribossomal (rDNA), determinando as relacdes filogeasdtentre espécies desses fungosge
outras tém sidodescritasporém, a técnica de RAPIR&ndomly amplified polymorphic DNA
tem sido utilizad frequentemente para a andlise filogenética e a identificacdo dos dermatofitos
(Baeza & Mendessiannini, 2004; Baezat al, 2006; AbdelRahman, 2008; Kanbe, 2008;
Santoset al, 2010)

Vérias abordagens sdo empregadas para investigar a variacao genkiticdodene o
seu polimorfismo genético esta localizado nadediTS ao invés da regido ITS. Baeza e
colaboradore$2004) estdaram o método de RFD com dois iniciadores, nesses estudos,
foram encontrados um total de 12 padrdes individuais com o primeiro iniciador e 11 com o

segundo. Além disso, sugeriram em 20§l uma combinacédo de métodos de tipagem como
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RAPD e de elementos repetitivos (TR8e8yem ser usados para a diferenciac&d®d.aabrum
(Baeza et al., 2006)a para accomplexoT. mentagrophytesmarcadores genéticos para a
epidemiologia molecular deste grupo tém s&kplorados como a andlise de restricdo com
endonucleasg®RFLP), hibridizacdo com poli (d@T) e métodos de RAPD. Estudos mostram
gue todas essas técrscsfo Uteis para a distincdo dass espécie®utros etidos relataram
gue a regido NTS do rDNA foi util para tipagem de varias linhagens de dermatofitos. Além
disso, também relataram variagdes genéticas na regido NTS, tanfo peraagrophytes var.
mentagrophytegjuanto pard. mentagrophytes var. interdigle. Brilhante e colaboradores
(2006)analisaram as caracteristicas moleculareldl deanisisoladas de céo, gato e humanos
usando as técnicas de RAPD e PRIRLP, demonstrando que todos os isoladoMdeanis
eram geneticamente idénticos, apesar das difsresdeacterticas morfoldgicas(Kanbe,
2008)

A andlise do sequenciamento das regides variaveis do rDNA, especialmente as regides
ITS, definem as sequéncias decleotideosdestas regides e demonstram as estruturas
especificas para cada espécie de d#ifito. De acordo com estudos filogenéticos usando estes
dados, os dermatéfitos 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 diversidi@ genética entre as espécies que pertencam 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 anil@uipis & Cooper,
2008;MartinezRossi, Peres & Rossi, 2008mbas asamilias de farmacgsossuem excelente

atividade contra os dermatdfitos. Para lesbes em estagios iniciais, apenas o tratamento topico
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€ indicadoe os principais farmacos administrados sdo o ciclopirox, amorolfina, clotrimazol,
miconazol, econazol, tioconazol, nafitina, terbinafina, cetoconazol e nistatiei@pia topica
usualmente nédo é téxica, uma vez que a absorcao sistémica tende a serMoitiatamento
das onicomicoses, antifungicos topicos possuem baixa eficacia quando usados sozinhos ou com
antifingicos sistémicos mais antigos, como 0 cetoconazol, porém quando associados a
medicanentos sistémicoainda utilizadoscomo a terbinafina, i resultar em uma cura mais
rapida(Kaur, Kashyap & Bhalla, 2008Nas lesdes extersau cronicas e nas onicomicoses e
tinea capitis, a utilizacdo de medicamentos orais associados a um medicapieoi@ thais
indicada. Os farmacos sistémscmais utilizadas séo: cetoconazol, fluconazol, émazol,
terbinafina e griseofulma (Gupta & Cooper, 2008; Hay, 2009)No tratamento das
onicomicoses, griseofulvina e cetoconazol ndo sdo mais utilif@dqsa, Paquet &impson,
2013)

A terbinafina(Fig.1) € um farmaco derivado da alilamimkesenvolvido para uso tépico
e sistémico gue tem acao na biossintese do ergostierohembrana da célula fung@atavés
da inibicdo seletiva e especifica da enzima esqualeno epoxidase (Balfour & Fauld€9€92).
farmaco demonstrese fungicida contra dermatéfitogspergillus spp., Scopulariopsis
brevicaulis Blastomyces dermatitidisl. capsulatune C. parapsilosisNo entanto, apresentou

efeito fungistéatico contr€. albicangBalfour & Faulds, 1992).
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Figura 1. Estruturaguimicada terbinafingBalfour & Faulds, 1992).
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* Legenda formatada de acordo com as novas regras da ABNT (Associacéo Brasileira de Normas Técnicas)
2013.

Hs

O uso desses medicamentos deve ser feito com cawdepservisdo, devido ao aumento
da resisténcia dos fungos aos antifungie@ém do risco de interagbes com outros farmacos
Além disso, muitos desses medicamentos sdo toxicos para as nossas células, uma vez que seu
alvos celulares séo limitados pela seémelhanca com a célula fungica (ambas eucariéticas)
(MartinezRossi, Peres & Rossi, 20080s farmacos antifungicos podem causar toxicidade
hepética, problemas raros de pele, como a sindrome de Sieves®n e interacdo com OWwro
farmacos que sdo metabolizados pelo sistema do citocretb6.FO uso da terbinafina ndo é
recomendado para pacientes com disfuncéo prévia no figado. Além disso, o seu uso pode
exacerbar o ldpus cutdneo e sistémico eritematoso. O itraconazol tambéncapsde
problemas hepaticos e seu uso € proibido em pacientes quentalgusma 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. Eemteacque fazem uso de
ciclosporina concomitantemente ao do fluconazol, a creatinina sérica deve ser monitorada,
assim como o tempo de protrombigaando esse antifungico for administrado junto a

cumarinicodGupta& Cooper, 2008; Gupta, Paquet@mpson, 2013)Durante o tratamento
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prolongado com a griseofulvina e o cetoconazol, as fun¢des hepaticas, hamas@poiéticas
devem ser constantemente checdtinezRossi, Peres & Rossi, 280

Embora a terbinafina seja o padrdo ouro para o tratamento das dermatofitoses, novos
derivados azdlicos sistémicos tém sido desenvolvi@gpta & Simpson, 2012) Alguns
farmacos topicos encontrase em fase clinica, como o ME11lhlqual provotser efetivo e
ter pouco potencial de inducao de resisténcia pelos dermai@itasinoumjsham &Long,

2015) Outros como o luliconaz@Fenget al, 2014) efinaconazo(Tosti, 2013)e o tavaborol
(Zaneet al, 2015) mostraranseseguros eficazegZeichner, 2015)

O efinaconazolFig.2) € umnovo triazdlico utilizad para o tratamento topico das
onicomicoseqlwata et al, 2014) Possuiatividade potente contra os dermatéfitosampo
comparado a terbinafina egnorolfina, além dapresentar melhatividade contrdalassezia
spp,Candidaspp.e outros fungos filamentosqse o itraconaza até mesmo que o fluconazol,
dependendo da espécfkipner & Scher, 2015) A solucdo tépica a 10%, denominada
comercialmente como Jubfiafoi desenvolida pelavaleant Pharmaceuticals International
recebeu sua primeira aprovacgéo global no Canada, em outubro d&202314, o seu uso foi
aprovado pelé-ood and Drug Administratio(FDA) nos Estados Unidos e também pelo 6rgéo
responsavel no Japdo. O raeismo de acado efinaconazol é semelhante ao dos outros
az-licos, sendo assi m, el e atua na inibi-«
demetilase, envolvida na conversdo do lanosterol para o ergosterol, resultando em outras

mudancas degenerativas securatana celulas (Patel &Dhillon, 2013)
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Figura 2. Estrutura quimica do efinaconazBlatel & Dhillon, 2013).

N\

M

/

M

-

i 1CIH

Mesmo com todo o tratamento disponivel,cdiea das infec¢des fungicas € 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 pacisr@m relacdo a manutencdo de uma boa hig@npta &

Cooper, 2008Kaur, Kashyap & Bhalla, 200&€ostaOrlandiet al, 2012)

1.2.6. Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades sésseis estruturadas de microrganisnsasagrapam de
maneira organizada em uma superficie ou que se aderem uns aos outros, dentro de uma matriz
extracelular polimérica que eles mesmos produgeemageet al, 2009) A formacéo do
biofiime da muitas vantagens aos microrgamismentre elas, a prote¢cdo contra o meio
ambiente; a comunicacdo microbiana; o aumento da viruléncia; a promocdo da cooperacéo
metabolica e o surgimento de uma comunidade baseada na regulacdo da expressao génica
(Percivalet al, 2012)

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

mesmo microrganismo se apresenta na forma plancténica. Além disso, 0s microrganismos em
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comunidade também possuem resisténcia aumentada aossagetim@crobianos e maior
protecdo contra as defesas do hospedRiamageet al, 2009)

Assim como as bactérias, os fungos também séo capazes de formar biofilmes, o que tém
aumentado sua significancia clinica e também causado pablkecondmicos, uma xeue
Sa0 organismos eucarigte, 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 mortalidadepéeies deCandida (Pires, Santgset al, 2011;
Martinset al, 2012; Sardet al, 2013) CryptococcugMartinez & Casadevall, 200@\jesh &

Sreejith, 2012)Malassezia(Figueredoet al, 2012) Trichosporon (Colombo, Padovan &
Chaves, 2011 Saccharomyces(Bojsen, Andersen &Regenberg, 2012)Aspergillus
(Muszkietaet al, 2013) Histoplasma(Pitanguiet al, 2012) Fusarium(Machado Vila, Sousa
Quintanilha &Rozental, 2015)Paracoccidioides brasiliensiSardiet al, 2015)entre outras,
tém sido descritas como capazes de formar biofilmes.

Os fungos séo especialmente adaptados para crescer em superficies e sdo excelentes

candidatos para a formacédo de biofilmes, porém esse aspecto ainda é poucoeanqntendiol
comparado aos estudos com biofilmes bacterianos. Existem muitos modelos, critérios e
fendtipos bem definidos quando se trata dos biofilmes formados por levédardmget al,
2009) Além disso, os biofilmes formados por leveduras séao facilmente mais comparaveis aos
biofilmes formados pelas bactérias do que aos biofilmes formados pelos fungos filamentosos.
Embora mitas espécies de leveduras sejam dimorficas e possam se converter para a fase
filamentosa, € esperado que os biofilmes de fungos filamentosos tenham caracteristicas
morfologicasdistintas tanto dos biofilmes formados por leveduras, quanto dos biofilmes
formados por bactérigsiardinget al, 2009)

Embora sejam poucos os relat@sliteraturasobre a ut i |l i zakr&«Di dme @

guando se trata ddsngos filamentososnuitas séo as evidéncias indicativas de formacéo de
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biofilmes por esses fungos nas areas médica, ambiental e industrial. Atualmerse gabe
esses fungos séo capazes de formar biofilmes e que esséfersited tanto dos biofilmes
formados por leveduras, quanto dos biofilmes formados por bactérias. Harding e colaboradores
(2009) propuseram alguns aifios para a evidéncia de formacéo de biofilmes pelos fungos
filamentosos, como o crescimento em forma gregados complexogm camadas, diferente
do crescimento em monocamada; crescimento associado a uma superficie (apos a adeséo);
células embebidas emma matriz extracelular produzida pelo préprio fungo; aumento da
tolerancia a compostos antimicrobianos ou biocidas; presenca de mudancas fisiologicas e
mudancas na secrecdo de enzimas ou metabadlitos.

Os mesmos autores propuseram um modelo para os b®filenfinge filamentosos,
gue inclui seigestagiogFig. J):
17 Adsorcao, associacdo ou adeséo inicial de agloi conidios a uma superfi¢ieteracao
fisico-quimicados propagulos, fragmentos de hifas, esporos, entre aotroa superficie
21 Adesdo (através da presenca de apéndices e exopolissacéaiiEsinasjjue promovena
adesao e a agregacao de células);
31 Formacgdo de microcolénia(multiplicacdo celular, agregacdo de célula com célula, o
recrutamento de células que estejam flutuando nme@io, producdo aumentada de
exopolissacarideos que permitem que o biofilme cresca fortemente aderido ao substrato);
4 7 Formacdo de microcolonia 2 (formacdo de redes de hifas compactas, em camadas,
embebidas por matriz extracelular polimérica e a formde&manais de agua);
57 Maturacédmu desenvolvimento reprodutiyiaxima cobertura da superficie pelas colonias,
maxima espessura, elependendo da espécie fungica, desenvolvimento de corpos de
frutificacao;
67 Dispersaadosesporosmicroconidios ou doBagmentos de hifas (as células planctbnicas

sao lancadas do biofilme parampletar um novaiclo).
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Figura 3. Modelo de formacéo de biofilmes em fungos filamentosos. (i) adsorcao, (ii) adeséao,
(i) formacao de microcol6nia 1, (iMormagé&o de microcolonia 2, (v) desenvolvimento do
biofilme maduro, (vi) dispersgéiarding et al, 2009)

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

Os hofilmes possuem estruturadificeis de erradicar e tratar com o arsenal atual
disponivelde agentes antifungicoslém disso, ndo existe protocolos definidos para a gestédo
clinica desses biofilmeg ndo ha treinamento parad@agndésticoe a identificacdo dema
infeccaofungica emformato debiofilme. Evidéncias clinicapodem mostraclaramente um
papel significativo parasinfec¢cdegor biofilmes fungicos, nos quaisemocédo do dispositivo
infectado eou a intervencéo cirlrgica padeser as Unicas opg¢des para uma gestédo edeaz
infecg@o As equinocandinas as formulagdebpossomas de anfotericina Bséo atualmente as
terapias antbiofiime mais eficazes contra os biofilmes fangicos. O azélicos, no entanto,
geralmente ndo sdo capazes de destruir essas comur(idadesye, Robertson e Williams,

2014)

1.2.7. Acido protocatecuico

O acido prodcatecuico (acido 3;4dihidroxibenzéico) é umcomposto fendlico,
derivado do acido benzoéicproduzido pelo metabolismo secundéario de plar@@ssacidos
fendlicos caracterizarge pela presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e

um ou mais gupamentos de hidrda e/ou metoxila na estrutufdode seencontradem quase
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todos os materiais vegetais, incluindo alimentos, frutas e ndaatamente com o0s seus
derivados naturais e sintéticos, tem sido associado a um amplo espectro de agfieaso@®ld
€ conhecido por ter funcbes antioxidantes,-gpoptoticas, aninflamatorias, funcdes
antimelanogénicas, anticarcinogénicas, entre o(ff@arest al, 2014)

No entanto, o principal interesse do acido protocatecuico e seus derivados € por suas
propriedades antimicrobianas. Tem sido reportado que o acido protocatecuico possui atividade
contraCampylobacterspp. eHelicobacter pylorisusceptiveis e resistentes aos antibioticos,
além de apresentar uma atividade fungicida coBfrecharomyces cerevisia@lém disso,
nosso grupo tem estudado a atividade do acido protocatecuico e de seus derivados
semissintéticos contrarias espécies de fungos. Soares e colaboradores (2014) comprovaram
a atividade antdermatofiticain vitro de seigrotocatecuatos contra linhagensideubrume
T. mentagrophytes demonstraramue o emprego dessas substancias pode ser promissor para

o desenvolvimento de novos prototipos antifingicos.

1.2.8 Nanoparticulas de 6xido nitrico (NGp)

O 6xido nitrico (NO) € uma molécula endbégena, diatbmica, simples, com funcdes
fisiol6gicas importantes, principalmente com relacédo as defesas durafgecadafFriedman
et al, 2008; Schaireet al, 2012) Cada isoforma (eNO® 6xido nitrico sintase endotelial,
NNOS oOxido nitrico sintase neuronal e INGS 6xido nitrico sintase induzida) difere
consideravelmentem relagdo a regulagédo, amplitude e duragéo da produgdo de NO, assim
como na sua distribuicao celular e tecidi@&dhaireret al, 2012) Na pele, as isoformas de NO
sao sintetizadas e liberadas por diversos tipos celulares, como melanécitos, adipdcitos, células
endoteliais, macréfagos, neutréfilos, fibroblastos e guée@tos. A reatividade do NO é
diversificada e extensa, devido em grande parte a sua composi¢do eletrbnica que permite

interacOes variadas e reagbes com numerosos reagentes biomoléeutdsmret al, 2008)
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O NO é um gas instavel em ambiente com oxigénio, portanto, reage com o oxigénio e/ou
radicais superoxidoresultando em espécies reativas deddxie nitrogénio (RNOS) e em
intermediarios de oxigénio (ROS) que causam danos oxidativos e nitrosativos através da
alteracéo do DNA, inibicdo de enzimas e inducado da peroxidacao lipidica, que sé&o responsaveis
pela maioria das propriedades antimicrobia@asoxido nitrico(Schaireret al, 2012) Por

serem lipofilicas, & moléculas de NO atravessam facilmente as barreiras fisiologicas e,
conseguentemente, atingem a maioria das céhlvascom certa facilidade. O NO pode se
difundir ao longo de um gradiente de concentracéo, o que lhe permite um movimento rapido a
partir i uma célula para outiadependente de receptores e de canais. Além disso, ele possui
alta reatividade e meidda curta e € rapidamente eliminado por moléculas onipresentes, como
a mioglobina e hemoglobina, sendo assim, o seu local de acdo deve sgréxiiho ao local

onde ele é gerad&riedmaret al, 2008)

Dependendo da sua concentracéo, o Orittico exerce efeito antimicrobiano de duas
maneiras: em concentracdes baixas, o NO age como molécula sinalizadora que promove o
crescimento e a atividade de células do sistema imune e, em concentracdes altas (acima de
1uM), as moléculas de NO se liganvatentemente ao DNA, proteinas e lipidios, inibindo ou
matando os patdégenos al@haireret al, 2012)

Sistemas de entrega de NO exdgeno utilizam as propriedades imunorreguladoras e
antimicrobianas do Oxido nitrico para tratar doencas infecciosas. Varios sistemas de liberacao
de oOxido nitrico tém sido desenvolvidus tentativa de proporcionar a entrega de 6xido nitrico
de uma forma segura, eficaz e conveni¢Bthaireret al, 2012) Friedman e colaboradores
(2008)desenvolveram uma plataforma de liberagdo de 6xido nitrico estdedbaxo 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&iceas que se liga e rompe a parede
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celular e membrana de microrganismos devido a sua carga catidbnica em ambientes fracamente
acidos(Schaireret al, 2012) A base fundamental destas nanoparticulas envolve moléculas de
nitrito (NOs) envolvidas dentro de uma matriz estrutural, cuja composi¢cdo consiste de
tetrametil ortasilicato, polietilenoglicol, quitosana e uma rede de vidro de acucar. Como parte
da sintese de nanoparticulas, 03:N® termicamente reduzido para facilitar a producdo da
intraparticula de NQSanchez, Nosanchuk &riedman, 2012)Posteriormente, durante o
processo de liofilizacdo, o sgel é convertido a um po fino, que convenientemente apresenta
uma vida util longa. Quando inilluzidas em ambiente augo, as nanoparticulas se inturmesce
formando poros que permitem a liberacédo sustentada do NO em diferentes periodos de tempo.
Os estudos de caracterizacdo dessas nanoparticulas evidenciaram populacdes
homogéneas medindo aproxinaatente 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 sao guardados por uma variedade de barreiras fisioldgicas. Para validacdo do
seu potenal terapéutico, estudos citotdéxicos foram realizaidogitro e in vivo. Cultura de
fibroblastos submetidos ao tratamento por nanoparticulas de o6xido nitricenp)NO
demonstraram pouca ou nenhuma toxicidade; quando agpN@am introduzidas em modelos
de ratos e hamsters topicamente e por via intravenosa, nenhuma citotoxicidade foi revelada
(Friedmanet al, 2008; Sanchez, Nosanchuk e Friedman, 20@®)servando seu custo
relativamente baixo, facilidade de simes durabilidade, esta plataforma em nano escala

fornece um veiculo promissor para a entrega antimicrobiana.



50

Figura 4. Microscopia eletronica de transmissao (MET) dasaparticula dedxido nitrico
(NO-np) (Friedmanegt d., 2008).

A atividade antimicrobiana dessas nanoparticulas de 6xido nitrico tem sido relatada com
sucesso na literatura, apresentando atividade bacteriostatica ou bactericida contra
Staphylococcus aureussistente a meticilina (MRSAMartinezet al, 2009) Acinetobacter
baumanniiMihu et al, 2010)Streptococcus pyogen&nterococcus$aecalis Escherichia coli
eKlebsiella pneumonia@-riedman et al, 2011). Alédas bactérias, essas nanoparticulas foram
também eficazes contra espécies de fungos coamalida albicangMacherla et al, 2012) e
Trichophyton mentagrophytédados n&o pulidados)Schaireret al, 2012)

E importante também ressaltar @ppl do NO na cicatrizacdo de feridas, funcionando
como mediador na maturacdo dos queratindcitos, angiogénese e na deposi¢cdo do colageno.
Baseado nessa funcao, as nanoparticulas também foram téstedasem feridas causadas
por microrganismos e foi demstrada uma diminuicdo no infiltrado de neutréfilos e da carga
bacteriana, resultando em cura rafidartinezet al, 2009; Sanchez, Nosanchuk e Friedman,
2012)

Os fungos sao organismos eucariotos e as suasséBo muito semelhantes a célula

animal. As excecdes sao a presenca de parede celular e do ergosterol em lugar do colesterol
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como lipidio de membrana, o que faz com qué@srsejam 0s principais alvos dos farmacos
antifingices. O aumento da resisténaias antimicrobianos, em conjurd@m o nimero restrito

de antifungics disponiveis comercialmente e que ainda apresentam muitos efeitos adversos,
sdo a causa do aumento da morbidade e mortalidade pelas infec¢bes {lMayitaset al,

2009) portanto, ha a necessidade do desenvolvimento de antifGngicos novos e mais eficazes.

No caso das bactérias, apesar das muitas estratégias de desenvolvimento de
antimicrobianos eficazes contra bactérias planctonicas, a maiorizerdeae testada ou eficaz
contra os biofilmes formados por el@detrick et al, 2009)e podese dizer que 0 mesmo
acontece com os fungos. Em relacao a estes, a formacéo de biofilmes é cada vez mais evidente
em diversas espécies, o que clinicamente € muito importante, pois essa formacéao é refrataria ao
tratamato antifngico, representando um grande problema, pois a dose necessaria para
erradicar o biofilme pode exceder as mais altas concentracfes terapéuticas recomentadas aos
antimicrobianogRamageet al, 2012) Logo, novas abordagens para o tratamee biofilnmes
sao uma necessidade urgente.

A habilidade dos dermatoéfitos na formacao dos biofilmes ainda néo foi descrita, porém
acreditase que ela esteja relacionada com a resisténcia desses fungos aatdifdpigica
(Vlassovaet al, 2011) Sendo assim, esse trabalho objetiva verificar a capacidade dos
dermatofitos de formacéao de biofilmes e desenvolver protitigo atividade contra as células
planctonicas e em formato biofilme desses fungos.

Para melhor compreenséo, o presente trabalho foi dividido em duas partes: a primeira
relacionada ao doutorado no Brasil, sob a orientac&yaf&Dra. Maria José Soares éhdes
Giannini eco-orientagcadada Prof. Dra. Ana Marisa Fusco Almeida e a segunda, referente ao
doutorado sanduiche realizadmAlbert Einstein College of Medicine da Yeshiva University

sob a orientacao derof. Dr. Joshua Daniel Nosanchuk.
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Parte |: Caracterizacdo dos biofilmes de dermatdéfitos e desenvolvimento de protétipes anti
dermatofitos nas formas planctonica e biofilme a partir de derivados sintéticos do acido

protocatecuico.
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Objetivos

(Parte 1)
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a formacao de biofilmes por dermatofiteajar a sensibilidade dagpas
ATCC e isoladosclinicos desses fungofrente aos antifungicos fluconazol, griseofulvina,
terbinafina, itraconazol, nistina, miconazoé derivados sintéticos do acido protocateceico
desenvolveprotétipos antdermatoéfitos naformas planctnica éiofilme a partir do derivado
do acido protocatecuicoom melhor indice de seletividadgeterminando sua toxicidade e

eficiénciain vitro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Confirmar a identificacdo morfofisioldgica dos isolados clinicos de dermatafitngs
do sequenciamento da regido IT&€rnal Trancribed Spacgr

1 Verificar e caracterizar a formacao de biofilnmevitro peles diversas espécies de
dermatofitos;

1 Avaliar asensibilidadelos derivados sintéticos do acido protocatecuasearmacos
de referéncia mais utilizadma clinica (miconazol, nistatina, itraconazol, fluconazol,
terbinafina e griseofulvina) contoes isdados clinice ecepasATCC de dermatdfitos;

1 Verificar acitotoxicidade dos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
HaCat(queratindcitos de pele humanil);lOK (queratindcitos normais de mucosa oral
humana e HepG2 (células de hepatoma hamo)

71 Avaliar asensibilidaden vitro dos farmacos convencionasdos derivados do &cido
protocatecuica@ontracélulasplanctonicas e biofilmes pférmadosde dermatofitos;

1 Avaliar ainteracdo da@ombinac¢ao entre o composto derivado do acido protodedecu

e o farmaco com melhor atividade abipfilme nas células de dermatéfitos.
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Material e Métodos

(Parte 1)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAGEM

Para a realizacéo desse trabalho foram utilizadpasde referéncia d&. rubrum, T.
mentagrophytesM. gypseune M. canis(T. rubrumATCC 28189,T. mentagrophyteATCC
11481, M. gypseumATCC 14683 eM. canis ATCC 32903), pertencentes a cole¢do do
Laboratério de Micologia Clinica do DepartamentoAtglises Clinicasda Faculdde de
Ciéncias Farmacéuticas da UNESRHselados clinicosde pacientes do Ambulatério de
Dermatologia da Santa Casa de Misericordia de Belo Horizonte,TM@Hrum13, T. rubrum
34, T. rubrum65, T. rubrum69, T. rubrum70, T. rubrum143 T. mentagrophy&®66 e M.
gypseum80, pertencentes ao Laboratério de Micologia, do Departamento de Microbiologia,
do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (COEP/UFMG/ETIC Proc. No. 0476.0.203.000

09 e CEP/&nta Casa Proc. No. 094/2009).

3.2. CULTIVO DOS DERMATOFITOS

Todas as cepasisolados clinicos foram cultivaslem agar Sabouraud dextr@Béco,
BD biosciences)acrescido de cloranfenicol a 0,1% e/ou em agar Myc(3éto, BD

biosciencesg incubadas a temperatura de 28°C por até 15Cie$aOrlandiet al, 2012)

3.3. IDENTIFICACAOMOLECULAR

A maioriados isoladositilizadosnesse trabalho foi identificada pela obsgéo das
caracteristicas macroraicro morfologicase pela utilizacdo de testes bioquimicos, como a
prova da urease. No entanto, nos ultimos anos, as caracteristicas genotipicas provaram ser mais
eficazes e precisas na identificagcdo dos dermatofitoselagjoaracteristicas fenotipicas, além
do fato de muitas linhagens perderem sua atividade sexual com o tempo e ndo desenvolverem

as estruturas de frutificacdo, fundamentais na identificacdo micros¢Spitmset al, 2010)



57

Sendo assim, fage necessaria a confirmacdo da espécie pelo méwodecular. Para a

identificacdo moleculafoi utilizado o sequenciamento da regla8.

3.3.1. Extracao e purificacdo do DNA

Para a extracdo do DNA, aepasforam cultivadas em caldo Sabouraud dextrose
(Difco, BD biosciences) suplementado com cloranfenicol a 0,05% e incut@micitacao
(100RPM) a temperatura de 28°C por até 10 dias. Os micélios foram retirados com a ajuda de
uma alca estéril descartavel e colocados em um gral de porcelana estéril contendo nitrogénio
liquido e macerados com um pistilo. Aproximadamente 500 pL de cada micBleripado
com nitrogénio foram transferidos para um tubd&gpendorfcontendo 500 pL de tampéo de
lise (10 mM Tris/HCI; 1 mM EDTA,; 1% de dodecil sulfato de sé@®S) e 100 pg/mL de
proteinase K. Os microtubos foram agitados e incubados a 37°C pa. 1Hmrseguida, 200
uL de NaCl 5M foram adicionados e a mistura foi novamente incubadaOporinutos, a
temperatura de 86. Cem microlitros de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) a 10% foram
adicionados, com incubacao @65por 20 minutos. A solucdoi entdo traada com 7,5 L de
solucdo de RNBe A na concentracdo final de 50 pg/mL, incubada a 37°C por 1 hora,
finalmente extraida com um volume igual de solucédo de fenol cloroféenol isoamilico
(25:24:1) e centrifugada a 12.000 rpm, a 4°C, panitiutos. Esse procedimento foi repetido
por no minimotrés vezesdependendo da quantidade de pigmentésdiada O DNA foi
precipitado com a adi¢cdo 1/10 de volume de acetato de 3B{dNaOAc) e 2 volumes de
etanol absoluto, com incubacae28°C por 3horas e ressuspendido com 50 pL de tampao de
extragao (40 mM Tris/HCI, pH=8; 2 mM EDTA). Por fim, o DNA foi dosado e teve sua pureza
avaliada em espectrofotdbmetrbl a n o V uPdu§& SpectrophotometeGE Healthcare
Lifesciencg Além disso, as amostras foranswdizadas em gel de agarose 0,8Baeza e

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

As reacOesle amplificacdo da regiao ITi8ram realizdas utilizandese 10 pmol de
cada primer ITS1 (5CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3) e ITS4 (5
TCCTCCGCTTATTGATATGG3'); 2,5 L de MgCh (25 mM);0,5uL de um mix daeNTPS s
(5 mM); 5 uL de tampé&o da Taqg 10 XU unidade de Taq DNA Polimerase e 20 ng de DNA
em umareacao de volume total de 50 uL. As reacOes foram realizadas em termociclador Veriti
96-Well Thermal Cycler(Life Technologigs seguindo o seguinte programa: 950Gr 5
minutos,seguida de 45ciclos de 95°C por 30 segund&$,°C por 15 sgundos e 72°Cqr 65
segundos. PAds os ciclos, as amostras foram incubadas por 5 minutos a sS&j@do de
resfriamento a 4°C. A reacéo foi entdo verificada em gel de agarose 1% em tampgdoiFAE
AcetatoEDTA) 1X e, em seguida, asnostragoramcoradas conG e | R eNdcleic Acid Gel
Stain(Biotium), sendo as bandas visualizadas com o auxilio de luz UV. Apés a verificacdo da
amplificacdops produtos das PCRs forgurificados utilizando o kit de purificac&dAquick
PCR Purification Kit(Qiager), de acordo coras instrigdes do fabricante. Apés a purificacéo,
os produtos de PCR foram dosados e tiveram a pureza avaliada utiseandiparelho

NanoVu& Plus SpectrophotometéGE Healthcare Lifescienge

3.3.3. Sequenciamento e analise dos produtos da PCR

O sequenciameatdos produtos de PCR foi feito deoado com Sanger, Nicklen &
Coulson(1977) com modificagcbeszomo a utilizacdo ddideoxinucleotideos florescentes e
o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing(Applied Biosystems utilizando
sequenciador automatico modelo ABIsm 3130 Applied BiosystemsEm resumoasreacoes
de sequenciamentos foram realizasisaradamente para cada iniciadom a adicéo de 1L
deiniciador (5 uM); 2 uL de tampéao de sequenciamento 28;ng de produto de PCR qP

de BigDy€e® (mix com a enzimapara amplificar e os nucleoti@®com a fluorescéncia)As
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reacdes foram realizadas em termocicladmiti 96-Well Thermal Cycle(Life Technologies
seguindo o seguinfgrograma: 96°C por um 1 minutseguido por 2%iclos de 96°C por 10
segumlos; 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apds a reacdo, os produtos foram
purificados utilizando o kiBigDye XTerminatof Purification Kit (Applied Biosystemsque

contém uma resina que purifica o DNA eeratas impurezas, consais e nucleotideagie réo

foram incorporados. Em seguida, os produtos incorporados a resina foram vortexados por 30
minutos e 0s sobrenadantes foram aplisao placas especificas para o saguador ABI

Prism 3130. As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando gsrpesBasic Local
Alignment Search Tool(BLASTn) (Altschul et al, 1990) disponivel no site

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

3.4. OBTENCAO D& FARMACOSANTIFUNGICOS E DOS COMPOSTOS DERIVADOS

DO ACIDO PROTOCATECUICO

Os farmacos antifingisdluconazolgriseofulvina,terbinafina,traconazolnistatina e
miconazol foramadquiridos comeaialmente (SigmaAldrich) e os compostos sintéticos
derivados do &cido protocatecuico foram cedjiss grupos de pesquisa da Prof.2 Dra. Dulce
Helena Siqueira Silva, do Instituto de Quimica da UNB&Raquarae do Prof. Dr.Luis
Octavio Regasini, do #tituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNE&RPJosé do
Rio Preto Inicialmente o acido protocatecuico foi isolado da pladigania oblongifolia
conhecida popularmente como paagro, por meiodos projetos Biota e Bioprospecta
FAPESP. Ess composto sofreu modificagbes em sua estrutura com a adicdo de cadeias

carbdnicas através de reacdes de esterificaQém descrito paBoares e colaboradon@)14)

(Fig. 5).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figura 5. Estrutura molecular do acido protocatecuico e seus efBrares, 2011)

Acido protocatecuico R=H
Protocatecuato de metila R=CH
Protocatecuato de etila R = CHCHs
Protocatecuato de propila R = (CH).CH3
@) Praocatecuato de butila R = (CH)sCHs
Protocatecuato de pentila R = (CH)4CHs
HO ,R Protocatecuato de hexila R = (CH)sCHs
0] Protocatecuato de heptila R = (CH)sCH3
Protocatecuato de octila R = (CH)7CHs
HO Protocatecuato de nonila R = (CH)sCH3
Protocatecuato de decila R = (CH)oCHs
Protocatecuato de dodecila R = (CH)11CHs
Protocatecuato de tetradecila R = (CH)13CHs
Protocatecuato de hexadecila R = (CH)15sCHs
Protocatecuato de octadecila R = (CH)17CHs

Nesse trabalhdoram utilizados todos asompostos descritos iag. 5 com excecao
dos protocatecuatos de heptila e octila, que ndo puderamosieziolos até a realizacao dos

testes.

3.5. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DE DERMATOFITOS AOS ANTIFUNGICOS E

COMPOSTOS SINTETICOS PELA TECNICA DE MICRODILUICAO

3.5.1. Diluicaados farmacos

Paratodos os farmacog$oram preparadas solugéestoqueconsiderand sua pureza,
através de calculos preconizados no documbtg8-A2, proposto peldCLSI (2008a) Em
seguida, as soluctesmbalho foran preparadas através da diluicdo das solugdexjue em
meio RPM#1640 com glutamina, sem bicarbonato e com vironde fenol como indicador de
pH (Gibcd®) e tamponado com MOPS[acido 3(N-morfolina) propanossulfénicalSigma
Aldrich), pH=7, ras proporges de 1:100 (farmacos diluklem DMSO- griseofulvina,
terbinafina, itraconazol, istaina e niconazol) ou 1:10 (farmacos diluisioem solventes

aquosos fluconazol) e colocadas nas placas de 96 pocos. Para o teste de sensibilidade dos
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fungos dermatdfits, os farmacos foram testadoss seguintes intervalos de concentracédo: 64
a 0,125 mg/L pargriseofulvinae fluconazol; 16 a 0,0313 mg/L para nistatina e miconazol e

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

3.5.2. Diluicdo dos compostos derivadimsacido protocatecuico

Os compostos foram diluidos assepticamente em DMSO e solubilizadosazotitia
do vértex. Foram realizados calculos para determinacdo da quantidade de cada substancia
testada para que a concentracao inicial na placa de micgadilisisse 62,5 mg/L. Em seguida,

foram realizadas diluicdes seriadas até que a concentragfindiplaca fosse de 0,06 mg/L.

3.5.3. Preparo do inéculo

Para opreparo do in6culogs dermatofitos foram cultivadem agar batata dextrose
(Difco, BD bioscences) e incubada temperatura de -Z8°C porsetedias ou até que houvesse
esporulacdo. As culturas foram entdo cobertas com 5 mL de solucédo salina estéril a 0,85%, e
uma suspensao de conidios foi preparada com a ajudaaeanagato&stéril, gentilmate
passadanas colbnias. Os in6culos forapreparados em meio RPMbB40 tamponadae
ajustados com a contagem dos conidios no hematocitgnuetranodo a atingir uma
concentracao final na placa de 3%t6lulas/mL Em seguida, 100 pL foram distribuidos nas
placas de 96 pocos, juntamente aos seus respectivos controles: o controle de esterilidade do
meio, contendo 200 puL do meio RPIH640 e o controle de crescimento, contendo 100 pL do
meio RPMI e 100 pL do in6culo. Por fim, as placas foram incubadas seagémé 35°C por
5 dias e foram realizadas leituras visual e espectrofotométrica na densidade éptica de 490 nm.

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

Para o controle de qualidade dos testes @sfidrmacos antifigicos foram utilizadas
as cepas d€andida parapsilosiATCC 22019 eC. kruseiATCC 6258 de acordo com o
documento M27A3, proposto pelo CLS(2008b) As cepas foram subcultivadas em agar
Sabouraud dextrose (Difco, BD biosciences) e incubadas por 24 horas a 35°C. Em seguida
foram preparadas suspensdes das coldnias em solucédo salina estéril a 0,85% e os indculos foran
ajustados com a contagem das células leveduriformes no hematocitbmetro de modo a atingir
uma concentracao final na placa de microdiluicdo correspondente a 2&£kd&s/mL. As
suspensdes foram preparadas em meio RPMI, colocadas em contabs ¢@mmacos os
compostos nas placas de microdiluicdo, juntamente com seus respectivos controles e incubadas

a H°C sem agitacao, por 48 haras

3.5.5. Analise morfolégica da sensibilidades isolados clinie cepaATCC frente aos

derivados do acido protocatecuico

Para a melhor visualizagcdo do teste de sensibilidade e verificagdo do comportamento
dos isolados clinicos e cepA3CC de dermatofitos frente aos compostos e aos antifiingicos
comerciais, as placas de microdiluicdo foram analisadas ap6s as 96 horasbdedmmo
equipamentdn Cell Analyse2000 (GEHealthcarg. As imagens de microscopia Optica foram

capturadas e analisadas no softwar€ell Investigator Image Analysi(&E Healthcarg.

3.6. CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A determinagao da Conaeacao Fungicida Minima foi realizada conforme descrito por
Soares e colaborador€X14) Placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose (Difco, BD
biosciences) foram previamente demarcadas de acordo com as posi¢cdes das diluicdes dos

compostos e controles positivos na placa de 96 poc¢os. Uma aliquota do conteudo dos pocos foi
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transferida para o respectivo local na placa de Petri com o auxilio delitondpamadeira
estéril e as placas foram incubadas a 35°C por 96 horas. A concentracao fungicida minima é
definida como a menor concentracdo do compostofamaco onde n&do ocorre o

desenvolvimento de microrganismos.

3.7. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO MEDDO COLORIMETRICO DA

SULFORODAMINA B

3.7.1. Cultura de células

Nos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas linhagens de células Nht&IK]
human oral keratinocytesgqueratinécitos de mucosa oral humana nornraisttalizads com
o geneh-tert, doalas pelo Departamento de MedicinaHtrvard Medical SchoelDr. Karl
Mungei, HepG2 (células de hepatoma humano, obtidas do banco de células do Rio de Janeiro)
e HaCat (queratinécitos normais de pele humana). As linhagens foram mantidas em garrafas
préprias para cultivo de células, juntamente com o meio especifico (NHE& para
gueratinécitos; HepG2 e HACADMEM), contend 10% de soro fetal bovino e 10 mLde
uma solucdo de antibiotico85955 SigmaAldrich), contendoestreptomicinal0 mg/mL,
penicilinal10000 u/mLe anfotericina B5 pg/mLe incubadas em estufa em condi¢des padréo

(37°C, 5% COQ) (Escobar, Afonso & Aristizabal, 20R9

3.7.2. Montagem das placas

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

e centrifugadas, a fim de sep#aé da tripsina. As linhagens foram entao ressuspensas em seus
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meios de cultura para serem contadas na camara de Newbauermdeafarbter uma
concentracdo de & 10° células porpoco na placa de microdiluigi@em microlitros das
suspensdes de NHOK e HepG2 foram semeados em placas de 96 pocos incubados a 37°C con
tenséo de 5% de COApOs 24 h de incubagéo para a HepG2 e 48 horas para a NHOK, 100 pL
das vérias @ncentracdes das diluicdes seriadas dos derivados do acido protocatecuico nos
meios especificos de cada célula (nas concentracdes de 62,5, )6oram colocados em

contato com as células. As placas foram em&abadas por mais 24 horas nas mesmas
condic@es. Fluconazol foi utilizado como contrale intervalo de concentracédo de 64 a 0,125
mg/L. O crescimento celular foi avaliado através do método colorimétrico de sulforodamina B,

previamente descritoor Skehan e colaboradoré990) com algumas modificacdes.

3.7.3. Método colorimétricoadsulforodamina B

As c®lulas foram fixadas com 50 €L de 8§
4°C por 1h, lavadas de 3 a 4 vezes com agua destilada e secas a temperatura ambiente. En
segui da, foram adicionados 5M4%eih cadagpoce @ dsu - «
placas foram incubadas a 4°C por 20 min. Os poc¢os foram cuidadosamente lavados por cerca
de 3 a 4 vezes com solucao de acido acético a 1%, até que o excesso de corante fosse removidc
Para avaliacdo do crescimento celular, foramiadicmados 100 €L de Tri s
poco, as placas foram levemente agitadas e as leituras realizadas em leitor dEBiIRaA
modelo 3550em densidade Optica (DO) de 570 mMnporcentagem de células viaveis foi
calculada através da seguinte fotau

% Células viaveis = média do teste X 100&dia do controle negativo

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

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

a analise d viabilidade, foram calculad@s valores de |6 (concentracdo onde ocorre 50%
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de morte celular) e o indice de seletividade (IS), que é determinado pela razdo dos valores de

ICs0 pela concentragéo inibitéria minima (CIM).

3.8. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOEME in vitro

O ensaio foi realizado baseado no método descritdvjpaat e colaboradore007)
para a formacéo de biofilme depergillus fumigatuscom modificacbes. Em resumo,@pas
dedermatofitodoram cultivadas em agar batata dextrose (Difco, BD biosciences) e incubadas a
28°C por 7 dias ou até que houvesse esporulacdo. Os indculos foram preparados cobrindo a
culturas com 5 mL de solucéo salina gk80,85%e ajustados com a contagem dos dimsi no
hematocitdmetro, de modo a atingir uma concentracéo final dé UkTImL Em seguida, 1000
eL do in-culo foram adi ci o°nHEabarisgena Swjizkriajda s
contendo ou ndo laminulas previamente esterilizadas. Para as placas de 96 pocos, foran
adicionados 200 €L de i n-: culdasa37°Epor3sad panas,d a ,
sem agitacdo, para que fosse realizada aageddo do biofilmeApds esse periodo, o
sobrenadante foi gahlmente removido dos po¢cose mesmos foram lavados por cercade 2 a 3
vezes com solucéo salina estéril paraaremogdé® d ¢c ® ul as n«o aderent
200 eL de mei o RPMI 1640 f or am apbcosqueforand o s

novamente incubadas a 37°C por até 96 horas.

3.8.1. Anélise morfoldgica do biofilme

Os biofilmes formados foram obsados atraveés de microscopia Optica no equipamento
In cell Analyser(GE Healthcarg, nos tempos de 12, 24, 4§2horas. A analise das imagens

foi feita pelo softwarén Cdl Investigator Image Analysis.
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3.8.2. Determinacao da atividade metabdlica ddllmefpelo ensaio de reducdo de XTT

As atividades ratabdlicas dos biofilmede 04 cepas clinicad( rubrum143,T. rubrum
108, T. rubrum 65 e T. mentagrophyte$ 6 ) e de T rukdm2818% eT(
mentagrophyte41481) foram verificadas através epsdo de reducdo de XTTEm seguida
foram feitas as curvas de crescimento dos biofilmes das cepas com os melhores valores. O
ensaio de reducdo do XT(R,3-bis(2metoxkt4-nitro-5-sulfofenil}-5-[carbonilqfenilamino)}
2H-tetrazoliehidréxido) é reprodutivel, ssivel, rapido e estd diretamente relacionado a
atividade metabdlica do biofilme. Em resumo, foram preparadas solesiegie de XTT (1
mg de sal/mL de PBS) e menadiona (1mM em etanol). Os biofilmes foram formados em placas
diferentes para os diversos feos: 0, 3, 12, 24, 48, 72 e 96 horas. Em seguida, 50 pL de solucéo
de XTT + 4 uL de solugdo de menadiona foram adicionados aos poc¢os das placas 96 pocos e
incubadas a 37°C por 3 horas. A atividade da desidrogenase mitocondrial fungica reduz o sal
de tetradlio XTT a sais de formazana, resultando em alteragdo colorimétrica que se
correlaciona com a viabilidade celular. A mudanca colorimétrica foi medida utilizando um
leitor de ELISA {(Mark™ Microplate Reader; BIGRAD) nadensidade Optica de 490nm. Em
todosos experimentos, o0 meio RPMI 1640 isento da formacao de biofilme foi incluido como

controle negativgMowat et al, 2007; Pitanguet al, 2012)
3.8.3 Quantificagéo do biofilme

3.8.31. Quantificagdo da massadilme por coloragdo com cristal violeta

A quantificacdo dos biofilmes através da coloracdo por cristal violeta foi adaptada de
acordo com o descrito ptMowat e colaboradores (20070. biofilme foi formado em meios
diferentes (RPMI 1640, BHI, DMEM e meite queratindcitos) em placas de 96 pocos ¢TPP
Trasadingen, SwitzerlafndApoés as 72 horas de formacdo, o meio de cultura foi retirado de

cada poco e as células aderidas lavadas trés vezes com PBS. Apds a secagem em temperatur
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ambiente, foram adicionad@ cada poco, 100 uL de solucédo de cristal violeta a 0,5% por 5
minutos. Em seguida, os pocos foram novamente lavados com agua até que o excesso de
coloracao fosse removido e os biofilmes foram descorados pela adicdo de 100 pL de etanol a
95% em cada poc¢d etanol foi entdo gentilmente homogeneizado com a pipeta até que o
restante do cristal violeta fosse completamente solubilizado (aproximadamente 1 minuto). Por
fim, as solu¢cdes de cada poco foram transferidas para uma nova placa de 96 pocos, gue foi lid
em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 570 nm. Os valores da absorbancia serao
proporcionais a quantidade de biomassa do biofilme, compreendida por hifas e material
extracelular (quanto maior a quantidade de material biolégico, maior a coleraczalor da

absorbancia).

3.8.32. Quantificacdo da matriz extracelular pela coloracdo com safranina.

As matrizes extracelulares produzidas pelos biofilmes foram quantificadas pela
coloracdo com safranina, como descrito gaidler, Salvenmoser & Mulle(2008) Os
biofiimes maduros formados com RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratindcitos nas
placas de 96 pocos tiveram suas matrizes extracelulares coradas através da adicao de 50 L de
solucéo de safranina a 1p@r 5 minutos. Em seguida, as placas foram lavadas cuidaddeamen
com a adicado de 200 L delucdo salina egiéa 0,85% até que os sobrenadantes ficassem
limpidos. Por fim, as placas foram lidas no espectrofotometro, no comprimento de onda de 492

nm.

3.8.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para a MEV, o biofilme formado nas laminuéams 4 meios diferentefi processado
conforme descrito porMartinez e colaboradore$2010) com algumas modificées
Inicialmente, as amostras foram lavadas trés vezes com PBS para remocdo das células

plancténicas e fixadas com 800 L de solugéo de glutaraldeigim@Aldrich) a2,5%, por 30
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minutos a 4°C. Em seguida, foram realizadas trés lavagens com agua destilada estéril. As
amostras foram entédo desidratadas com concentracfes crescentes de alcool etilico, de 50% a
etanol absoluto a temperatura ambiente. Por ultimo, readizausecagem em dessecador a
vacuo. Antes da analise ao microscopio, as amostras foram montadas em cilindros de aluminio
com prata tubg e colocadas em um evaporador de alto vabemton Vacuum Desk V, Jeol

USA para o revestimento de ouro. As caractedst topograficas dos biofilmes foram

analisadas em microscopio eletrénico de varredechJSM6610LV.

3.8.5 Microscopia confocal de varredura a laser

Para microscopia confocal foi preparada uma solucdo de CAAF (Concanavdlina A
conjugada ao Alexa far 4881 Molecular Probeye FUN 1 Molecular ProbesUSA). Essa
mistura foi adicionada aos pocos contendo os biofilmes formados nas laminulas e as placas
foram incubadas a 37°C, por 45 minutos, protegidas da luz. Em seguida, as laminulas foram
lavadas condgua destilada, retiradas dos pocos e vertidas sob 4klua@®mountG (Sigma
Aldrich), anteriormente depositado sobre laminas de microscopia para observacdo em
microscopio confocdleicaTCS SP5I(eica Microsystem3dNetzlar Germany com programa
de catura e processamento de imagem LAS AF 1.8.2 build 1L&&% Microsystem&CMS

Gmgh(Martinez & Casadevall, 2006

3.8.6 Efeito dos farmacos antifungicas dos derivados do acido protocatecuies células

planctnicas

Para a avaliacdo dos efeitiiszs farmacos dos compostasas €lulas plancténicados
dermatofitos, os in6culos foram preparadasmesma concentracdo dos biofilmes, meio
RPMI 1640, de modo a atingir uma concentragao final na placa de 96 pog¢os correspondente a
1x1® UFC/mL e colocados em contato com as solu¢@smlho do derivado do &cido

protocatecuico com melhor indice de seletividade (IS), fluconazol, terbinafina e griseofulvina,
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nas seguintes concentracdes: derivado do acido protocatecuidoO2B® mg/L; fluconazol

e griseofulvina: 51:0,0625mg/L; terbimafina: 320,001 mg/L. Em seguida, as placas foram
incubadas a 37°C por 72 horas. ApoOs esse periodo, a atividade metabdlica foi quantificada
através do ensaio de reducdo do XTT, como descrito no itemAs8akalises dos resultados
foram feitas conforme ekcrito por Martinez & Casadal (2006), para as células de

Cryptococcus neoformans

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

biofilmespréformados

O teste dsensibilidade dos biofiimdei realizaddbaseado no que foi descrito goierce
e colaboradore008) com algumas modificagdes. Os biofilmes foram formados em placas de
96 pocos, como descrito no item 3.8. Ap6s a maturacdo, o meio de cultura foi cuidadosamente
aspirado e o biofime lavadopo 3 v ez es csougdo 2dlina esiEéd 0,8b%para a
remocdo das células planctbnicas remanescentes nos pocos. Em seguida, foram realizade
diluicbes seriadas dos derivados do acido protodateedos farmacogfluconazol, erbinafina
e griseofuvina) em meio RPMIL640, nas mesmas contecdes descritas no item 3.8Gm
microlitros de cada diluicdo foram distribuidos nas placas de 96 pocos, juntamente aos seus
respectivos controles e as placas foram incubadas a 37°C por 72 horas. Parcagaeeda
atividade metabdlica, foram preparadas solug®sque de XTT e menadiona como descrito no
item 3.8.2. Cem microlitros dessa solucao foram adicionados aos po¢os ap0s 0 meio de culture
ser retirado e o biofilme lavado cosolucéo salina esi€a 0,85% As placas foram entéao
incubadas a 37°C por 3 horasotegidas da luZZom a ajuda de uma pipeta multicacalca de
80 €L foram removidos e transferidos para
absorbéancia de 490 nmiA reducdo do crescimém foi entdo comparada ao controle de

crescimento do biofilme, que corresponde a%4@® crescimento, livre de tratamento



70

3.8.8 Comparacao entre células plancténicas e em formato biofilme qusensikilidadeos

farmacos antifGngicos compostosintéicos.

Os efeitos dos compostsisitéticose dos farmacona prevencao da formacéo do biofilme
e nos biofilmes maduros foracomparados através da determinacdo da porcentagem das
atividades metabdlicas das células planctonicasadadascom os compostk e farmacose
dasatividades metbolicas dos biofilmes madur@slartinez & Casadevall, 200Nett et al,

2008)

3.8.9 Microscopia eletrénica de varredura (MEYOs biofilmes tratados

Para melhor visualizacdo sladanos causados pelos compostos aos biofilmes, foi
realizada a microscopia eletronica de varredura. Os biofilmes foram formados em placas de 24
pocos. Apds a maturacdo, foram colocados em contato com as solucdes trabédtnmacos
e dos derivados do i@lo protocatecuico, em concentracdes baseadas nos resultados do item
3.8.8. Inicialmente, as amostras foram lavadas dealn@s vezes corsolucdo salina esiéa
0,85% para remocdo das célulasio aderentee f i xadas com 800 e¢lL
glutaraldédo a 2,5% por 1 h em temperatura ambiente. As amostras foram novamente lavadas
e desidratadas com concentracfes crescentes de alcool etilico, de 50% a etanol absoluto em
temperatura ambiente. Os fundos das placas foram cortados com a ajuda de um émturi e
seguida, foram secos em dessecador. Os fundos das placas fados ér fita de carbono,
montads em cilindros de aluminio com prata (stubs) e colocados em um evaporador de alto
vacuo para o revestimento de ouro e entéo, as caracteristicas topsgtai biofilmes foram

analisadas em micsoopio eletrénico de varredufidartinezet al, 2010).
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3.8.10 Microscopia confocal de varredura a lades biofiimes maduros tratados cams

farmacos o compostaerivado do acido protocatecuicom melhor indice de seletividade

Para microscopia confocdliofiimes foram formados em placas degdtos contendo
laminulas circulares previamente esterilizadas. Ap6s a maturacdo (72 h), o meio foi
cuidadosamente aspirado e as solu¢@salho nas mesmas concentracdes utilizadas na MEV
foram adicionadas aos pocos (terbinafind2 mg/L; nonilai 256 mdL). As placas foram
incubadas por mais 72 h a 37°C e a preparagao para a microscopia confocal foi realizada
conforme descrito no item 3.58s imagens foram feitas em microscépio confaeataTCS
SP5 (eica MicrosystemsWetzlay Germany e processadasio programa de captura e
processamento de imagem LAS AF 1.8.2 build 14@&%ca MicrosystemsCMS Gmgh

(Martinez & Casadevall, 20Q0€ostaOrlandi, 2014)

3.9. ATIVIDADE in viro DA COMBINACAO ENTRE TERBINAFINA E O

PROTOCATECUATO DE NONILA CONTRAT. rubrume T. mentagrophytes

A interacdoin vitro entre a terbinafina e o protocatecuato de ndgiléarmaco e o
composto conmelhor atividade arbiofilme) foi verificadacontracepas ATCC dé&. rubrum
eT. mentagrophyteastravés do método do tabuleiro de xad@mdculo e as docdes trabalho
do farmaco e do composto foram prepasacbonforme descrito nos iteB$.1;3.5.2 e 3.5.3 e
de acordo com o que foi preconizado no documerH®8KR2, proposto pelo CLSI (2008).
Todos os testes foram conduzidos em placas de 96 pocos e enRRMl 1640 com L
glutamina e sem bicarbonato de sotéanponado com MOPS. As concentragdes finais testadas
nas placas variaram de 0,5 a 0,002 mg/L para a terbinafina e de 8 a 0,25 mg/L para o
protocatecuato de nonil@®. indculo foi preparado de modo at@buma concentracao final de
3 X 10 UFC/mL Em seguida, as placas foram incubadas sem agitaemperatura de 35°C

por até 120 horas. Foram realizadas leituras visual e espectréfotamna 490 nm. A interacédo
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foi classificada com sinérgica indiferente (aditiva) ou antagonista, baseadas valores do
indice de concentracao inibitoria fracionada (ICIE). ICIF corresponde a soma sda
concentrages inibitorias fracionada (CIF) do farmaco e do composto testados. O CIF
corresponde ao valor da CIM da domacéo, dividido pelo valor de CIM do farmaco ou
composto 8zinho, como mostrado a seguir:
ICIF = CIF Terbinafina + CIFNonila

CIF Terbinafina = CIM combinagad ClIMTervinafina ~ CIF Nonila = CIM combinagad/ CIMnonila

Val ores de I CIF O 0,5 correspaloned@nCIFa u ms:
f or em >,adterfcd&cor@idetadadiferente &ditiva). Valores de ICIF > 4 interacéo
€ considerada antagonid@ardiesi, Falconi Di Francesco e Scalise, 1997; Johesa,

2004;Santos & Hamdan, 200€haturvedet al, 2011; Soarest al, 2014)

3.10.ANALISE ESTATISTICA

Para todoss testes foram realizados pelo menos trés experimentos independentes, com
excedo do item 3.90s dados foram submetidos & analise estatistica utilizaneste t ou
andlise de variancia com pteste de Bonferroni, atravée software GraphPad Prism 5@s

valores dep menores que 0,05 foram considerados estatisticamente sigtesc
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Resultados e Discussao

(Parte Iy
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4. RESULTADOSE DISCUSSAQO

4.1IDENTIFICACAO MOLECULAR

A confirmagéoda identificagdo morfofisioldgica dos isolados clinicos de
dermatofitodoi realizada através dandlise da regidao IT3nternal Transcribed Spacgrque
separa & genes 18S e 28S do RNA ribassd. A regido ITS do DNA consiste em sequéncias
altamente conservadas interespecificamente, mas varidvel entre diferentes espécies, que
permitem a identificagi de relacdes filogenéticas além da distingdo de espgaiegaro,
2000) Desta formaa identificacdo mlecular no presente trabaltatravés da sequéncia de
nucleotideos da regido ITSA.8SITS4 do rRNA teveo objetivo deconfirmar a identificacédo
fenotipica dos isolados clinicos de dermatdfitésita previamente por Cos@rlandi e
colaboradore$2012) Os resultadomostramque a identificagdo molecular corroborou com a
identificagdo morfofisiologicéTabela 1).

A identificacdo dos dermatofit@gravés dos meios convencionais nem sempre é facil e

rapida, especialmente devido a capacidade de pleomorfismo desses (fdngaewicz
Gw - Fed &, 2011) Eckert e colaborador¢2015)identificaram espécies de dermatofitos a
partir de 121 bidpsias de 92 pacientes através de reacdes em cadeia da polimerase (PCR) corr
alvo na regido ITS2 de dermatdfitos, cembsequentsequenciamento. O geenciamento
detectou 94,3% de infec¢cBes por dermatoéfitos, comparado a 79,2% de infecgdes identificadas
pelo método tradicionalMakimura e colaboradore§l998) analisaram as sequéncias de
nucleotideos das regiodsS1 de dermatofitos e sugeriram que essas sequéncias de nucleotideos
sao Uteis ndo apenas para entender as relacoes filogenéticas, mas também para a identificaca
dos dermatofitos em nivel de espécie. Rekéaehkolaei e colaboradores (2016) mostraram
gue o0 sequenciamento da regido ITS também é adequado para a identificacdo em nivel de

espéciee também para a andlise fileggafica do complexavl. gypseum Giudice e
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colaboradore$2012)realizaram o sequenciamerttaregiaolTS do rDNA de isolados del.
gypseure revelaram a presenca de duas espécies teleomorfivasgggpseumArthroderma
gypseurne A. incurvatum Gréser e colaboradorgd999; 2000; 2000tilizaram técnica de
sequenciamento das regifes ITagerprint de PCR ?CRRFLP para definir estruturas
precisas dos complexos de mentagrophytes T. tonsuransque foram identificados pelos
métodos tradicionais. Através desse estudo, 24 espécies ou varidomdanplexos foram
reduzidas a apenas 5 espécies. As mesmas técnicas foram empregadas aos domlaxos
e M. canis Foi sugerido que 15 espécies ou variedaded.deibrum poderiam ser re
classificadas com@. rubrumou T. violaceum assimcomo cinco epécies do complexi.
canis poderiam ser reclassificadas comdo canis (Arthroderma otag M.ferrugineume M.

audouinii(Graser, Kuijpers, El Faret al, 2000; Kanbe, 2008)
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Tabela 1. Confirmacéo da identificacédo fenotipidas isolados clinicos de dermatdfitagavés do sequenciamento da regido ITS.

IsoladodCepas ID Fenotipica ID Genotipica (Ap0Os sequenciamento da regido ITS) Identidade Numero de
(%) Acesso

Tr ATCC 2818 T. rubrum T. rubrumgenes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 100% AB305111.1
Tr 143 T. rubrum T. rubrumgenes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 99% AB305111.1
Tr 34 T. rubrum T. rubrum18S ribosomal RNA gene, ITS1, 5.8S ribosdiRNA gene 100% JX431933.1
Tr 13 T. rubrum T. rubrum18S ribosomal RNA gene, partial sequence; ITS1, 5.8S rRNA g¢  100% EF631619.1
Tr 65 T. rubrum T. rubrum5.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2, strain IFM 45885 100% AJ270805.1
Tr 69 T. rubrum T. rubrum18Sribosomal RNA gene, ITS1, 5.8S ribosomal RNA gene 100% JX431933.1
Tr 70 T. rubrum T. rubrumgenes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA,ITS2, 28S rRNA 99% AB305111.1
Tm ATCC 11481 T. mentagrophytes T. mentagrophytes.8 rRNA gene and ITS1 and ITS2 DNA (strain£818.56) 100% Z97995.1
Tm 66 T. mentagrophytes T. mentagrophytes.8 rRNA gene and ITS1 and ITS2 DNA (strain CBS 106 99% Z98000.1
Mg ATCC 14683 M. gypseum M. gypseuniTS1, 5.8S rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene, strain CCF 462 100% LN878968.1
Mg 180 M. gypseum M. gypseun®.8S rRNA gene, ITS1 and ITS2 100% AJ970141.1
Mc ATCC 32903 M. canis M. canismRNA for 5.8S ribosomal RNA, strain ATCC MYA605 100% AJ252329.1

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

E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

A atividade antifungica de 13 derivados sintéticos do acido protocatecuico foi
determinada contrguatro cepas ATCC e oitisoladosde dermatoéfitos Também foram
testados os farmacdisiconazol, griseofulvina, terbinafina, itraconazol, nistatina e miconazol.
As cepas deC. parapsilosisSATCC 22019 eC. kusei ATCC 6259 foramutilizadas como
controlede qualidade dotestes (Tabelas 2e 3). O protocatecuato de nonila foicomposto
que melhor inibiu o crescimento fungico na placa de microdiluicdo, seguido pela decila, com
concentragdes inibit@s minimas variando entre 0,49 139 mg/L. Nonila tere um
comportamento fungicida paranaaioria dos fugos testados, com valores de concentracao
fungicida minima correspondentes aos valores de Bévitila e hexila apresentaram atividades
inibitérias semelhantespcm as CIl Mé s v ad56ang/ldpara odos s dungds, 9
testadosJ& oacido protocatecuico, assim como 0s protocatecuatos de metila, etila e propila
demonstraram atividade awtermatofitica fraca (CIM >62,6 31,2 mg/L), de acordo com
Scorzoni e colaboradoreg®007) apresentando, para a maioria das amostras, atividade
fungicida. Butila apresentou melhor atividade antifingica cdvitrgypseumATCC 14683,
com um valor de CIM de 38g/L. Os protocatecuatos de dodecila, tetradecila, hexadecila e
octadecila tmbém apresentaram fraca atividade contra os dermatofitos testados, com valores
de CIM entre 15,6 >62,5mg/L.

Comrelacédoaos farmacos antifungicogbservamos queé. rubrumATCC 28189 éV.
gypseuml80 foram resistentes ao fluconaz¢CIM = 64 mg/l). T. rubrum ATCC 28189
também apresentou resisténcia ao itraconazol (CIM = 0,5 nig/tybrum34 eT. rubrum70

apresentararse resistenteao itraconazol (CIM = 0,5 mg/L); o miconazol apresentmihor
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atividade contra a cepATCC 11481de T. mentagrophyte¢CIM = 0,125 mg/L) porém
mostrouseresistente quando testado comtigolado clinicdl. rubrum143(CIM > 16 mg/L)

T. mentagrophyte66 tambémse mostrouesistente ao itraconaz@CIM = 0,5 mg/L)e M.
gypseuni80, além do fluconaz@¢CIM = 64 mg/L) tambémapresentou resisténcia a nistatina
(CIM = 16 mg/L) como ja descritoOs valores de concentracdo inibitéria minima pEza
farmacodicaram dentro do esperado e corroboraram copnedfoi preconizadno documento
M-38A2. C. parapsilosiATCC 22019 €. kruselATCC 6259 tiveram um valor de MIC cam
esperado para fluconazol (16 mg/L) e itraconazol (0,12 e 0,25 m/L), vahda assim a
qualidade do teste.

E importante ainda salientar que, além de ser o derivado mais potente, nonila também
apresentouno geral, valores de CIM menores que os farmacos fluconazol, nistatina e
miconazol.Os resultados dos testes de sensibilidéme compostos frente aos dermatofitos
também mostrama influéncia da cadeia carbdnica na ativeladtidermatofiticaA maiotia
dos resultados corroborou com o estudo anterior realizadoosso laboratoripor Soares e
colaboradoref014), can cepas dé&. rubrume T. mentagrophytedeleconcluiuse que, para
essas linhagens, os ésteres mais potentes foram aqueles que possgaantidade dseis
a nove carbonos na cadeia alquilica latekisse estudo foi verificadque a atividade
antifangica foi significante nos ésteres que pi@saLentre quatro e dez carbompasa todas as
linhagens clinicas e ATCC dos dermatdfitosades.E sabido que o efeito antimicrobiano de
compostos derivados de acidos fendlicos aumenta cacnéscimada cadeia alquilica lateral
(Merkl et al, 2010; Soarest al, 2014) No entantopbservase quea adicdo de mais de 10
carbonos leva a reducéo da atividade antifunglosa explicacdo plausivel esta mod de que
a medida quea cadeia carbdnica cresce, sua lipossolubilidade é aumentada e o composto
consegue atravessar a membrana plasmatica e a parede celulay pamgioaaposertoponto,

o composto fica tdo lipossollvel tdo grandegque ndo conseguealizar mais a travessia

diminuindo ou impedindo sua atividad®e acordo conKubo, Fujita & Nihei(2003) a porcao
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hidrofilica do composto se cone@aorcao hidrofilica da membraneapacitando @orcao
hidrofobicaa entrar na bicamada lipidicgerando uma desordem na membr&®mmesmos
protocatecuat® utilizados no presente trabalho foram testadosinto a sua atividade
antioxidantepor De Faria e daboradores er2012 A mesma relacdo estruteatividade foi
observada, sendo assim, a cadeia carbonica apresenta um papel chave ndo s6 na atividade

antifingica, mas também na atividade antioxidéatarest al, 2014)



Tabela 2. Valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo fungicida minima (CFM), expressos em mg/acjuira o

protocatecuico e seus derivaddgamnacos antifUngiccontra espécies de rubrum

Compostos /

Tr* ATCC

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

Fungos 28189

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
é\(r:cl)(tjtgcaecuico >62,5 >62,5 >625 >62,5 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625
Metila 31,2 31,2 >625 >625 62,5 62,5 31,2 31,2 62,5 >62,5 >62,5 >62,5 62,5 62,5
Etila 31,2 31,2 >625 >625 62,5 >62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5
Propila 31,2 31,2 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5
Butila 7,8 7,8 15,6 15,6 15,6 15,6 7,8 7,8 7,8 62.5 7,8 7,8 15,6 15,6
Pentila 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6 3,9 3,9 7,8 7,8
Hexila 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 15,6 39 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
Nonila 0,97 0,97 1,9 1,9 1,9 1,9 0,49 0,49 1,9 19 3,9 3,9 3,9 3,9
Decila 3,9 3,9 7,8 7,8 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6 7,8 7,8 7,8 7,8
Dodecila >62,5 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >62,5
Tetradecila >62,5 >625 >625 >625 >625 >62,5 15,6 156 >625 >625 15,6 156 >625 >62,5
Hexadecila >62,5 >625 >625 >625 >625 >62,5 62,5 625 >625 >625 62,5 625 >625 >62,5
Octadecila >62,5 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >625 >62,5 >62,5 >625
Fluconazol 64 >64 32 >64 16 >64 8 32 32 >64 32 >64 32 >64
Griseofulvina 1 8 0,25 0,25 <0,125 <0,125 0,5 0,5 0,25 0,5 <0,125 <0,125 0,25 0,25
Terbinafina 0,03 0,03 0,125 0,125 0,06 0,06 0,015 0,015 0,06 0,06 0,125 0,125 0,06 0,06
Itraconazol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,06 0,06 0,225 0,125
Nistatina 8 16 16 16 16 16 8 8 16 16 2 2 4 4
Miconazol 2 4 4 4 4 4 2 2 4 4 >16 >16 8 8

*Tr: T. rubrum

80
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Tabela 3. Valores de @M e CFM, expressos em mg/L para o acido protocatecuico e seus deriVadna@sontra espécies de mentagrophytes

M. gypseumM. canis C. parapsilosis C. krusei

ES&%@“OS/ s T 66 Mg*** ATCC 14683 Mg*** 180 Mc*s+ ATCC 32903 g'Tg‘""Crazpzs(;'f;'s A'(I;élé:rUBSZeég
CIM CFM  CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Acido Protoc. >625 >625 >625 >625 > 62,5 > 62,5 >625 >625 > 62,5 > 62,5 - - - -
Metila 62,5 62,5 625 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - -
Etila 62,5 62,5 625 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - -
Propila 31,2 62,5 62,5 62,5 31,2 31,2 31,2 31,2 62,5 62,5 - - - -
Butila 7,8 78 15,6 31,2 3,9 3,9 7.8 7.8 7.8 7.8 - - - -
Pentila 3,9 15,6 15,6 15,6 1,9 1,9 7.8 7,8 7,8 7,8 - - - -
Hexila 3,9 15,6 7.8 7,8 1,9 1,9 7,8 15,6 3,9 3,9 - - - -
Nonila 1,90,49 1,9 0,97 0,97 0,49 0,49 1,9 1,9 0.97 0,97 - - - -
Decila 1,9 1,9 3,9 3,9 1,9 3,9 >625 >625 1,9 7.8 - - - -
Dodecila 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6 62,5 > 625 > 62,5 15,6 > 62,5 - - - -
Tetradecila 156 >625 31,2 31,2 >62,5 >62,5 >625 >625 15,6 > 62,5 - - - -
Hexadecila >625 >625 >625 >625 31,2 >62,5 >625 >625 15,6 > 62,5 - - - -
Octadecila >625 >625 >625 >625 > 62,5 > 62,5 >625 >625 > 62,5 > 62,5 - - - -
Fluconazol 1 4 4 32 8 32 64 >64 4 32 1 - 64 -
Griseofulvina 0,5 4 1 1 0,5 4 0,5 0,5 0,25 32 >64 - >64 -
Terbinafina 0,0075 0,0075 0,03 0,03 0,06 0,06 0,25 0,25 0,125 0,125 >64 - >64 -
ltraconazol 0,0075 0,03 0,5 0,5 0,125 0,25 0,25 0,25 0,5 0,5 0,12 - 0,25 -
Nistatina 2 2 8 8 16 16 16 16 16 16 1 - 4 -
Miconazol 0,125 0,125 1 8 0,5 0,5 4 4 0,25 2 >64 - 0,03 -

** Tm: T.mentagrophytesy** Mg: M. gypseum; ****Mc: M.canis
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Os produtos naturais sdo a base para a maiorigedagias antimicrobianas utilizadas
atualmente. Um exemplo disso sdo os polienos e as equinocandinas, que sdo antifUngicos potentes
derivados de produtos natur@itts & Krysan, 2012) Nos ultimos anos, nosso grupo tem trabalhado
na descoberta de novos possiveis agentes antifungicos a partir de compostos originadiogode p
naturais. Além dos dermatdfitos, os acidos protocatecuicos mostsarapotentes contra
Cryptococcusspp; Histoplasma capsulature Paracoccidioidesspp. (dados ndo publicados)e D
Paula e Silva e colaboradores (20tB$taram a atividade de quatderivados do acido galico contra
diversas espécies de fungos patogénicos, entre @lealbicans C. krusej C. parapsilosis C.
neoformans C. gattii, T. rubrum T. mentagrophytesA. fumigatus A. niger, H. capsulatumP.
brasiliensiseP. lutzii. Cortra os dois dermatéfitos testagdos derivados que tiveram melhor atividade
foram os galatos de octila, decila, undecila, dodecila e tetradecila. Para todas as espécies fungicas
testadas, o aumento da cadeia alquilica dos galatos, assim como ocorreuvaol®si do acido
protocatecuico, foi diretamente proporcional a sua atividade antifungica. Além disso, Gullo e
colaboradore¢Gullo et al, 2012)testaram a atividade antifungica de dois metabdlitos secundarios
(maitenina e prismiterina), obtidos da plaMaytenus ilicifolia,popularmente conhecida no Biasi
como espinheira santa. As melhores atividades foram obtidas pela maitenina, com valores de CIM e
CFM variando entre 1,9 a 3,9 mg/L quando testadas conttdborume T. mentagrophytes

A literatura indica que nos ultimos anos, a busca de compostogeaoatural com atividade
antrdermatofitica tem sido crestde. Entre 0s compostos descritodestacanse extratos
hidroalcoolicos obtidos das folhas Besmarinus officinalie Tetradenia riparia(Endoet al, 2015)
guitosandEguseetal., 2015) 6leos essenciais obtidos ditsea cubeba, Origanum majorana vulgare
e Thymus serpylluriNardoniet al, 2015) dervados de chalcong&upta &Jain, 2015)Lawsonia
inermis(henna)Gozubuyuk, Aktas &Yigit, 2014} geraniol e citronelofPereiraet al, 2015) entre

outros.
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Os derivados alquilicos do acitbenzoico ou acido protocatecuico, também chamados de 3,4
dihidroxibenzoatogém sido reportados na literatura ha varios grmassuas atividades bioldgicas e
antioxidantes Nihei, Nihei eKubo (2003) relataram a atividade antifingica do protocatecuato de
nonila contraSactiaromyces cerevige (CIM = 12,5 mg/L). Além da atividade antifungica, esse
derivado também possui atividade bactericida coStegphylococcus auus resistenteou ndo a
meticilina. O mesmo protocatecuato também se mostrou capaz de inibir o consumo de oxigénio e a
enzima NADH oxidase déseudomonas aeruginofi&ubo, Fujita & Nihei,2003)

As recidivas nas infeccfes causadas pelos dermatofitos sdo frequentes, principalmente nas
onicomicosesUma das razbes da reincidénaa deve a interrupcdo do tratamento longo que
usualmente € necessario. Ndao, as recidivas também podem ocorrer devido a aquisicdo de
resisténcia pelo fungoprincipalmente em casos envolventtatamentos longoxom baixas
concentractes de farmad@helardiet al, 2014)

O fluconazol € geralmente considerado um agente fungistatico e tem boa atividade
principalmente contr&andidaspp (com excecao da kruseique possi resisténcia intrinseca a esse
farmacg e Cryptococcusspp., porém, ndo possui boa atividade contra fungos filamentomos
excecgdo dos dermatofit¢€lsi, 2008a;Sharma & Bhatia, 20)1A resisténcia dos dermatoéfitos ao
fluconazol ndo é rar@MendezTovaret al, 2007;Santos & Hamdan, 20),7porém 0s mecanismos
ainda sdo pouco entendidos, mas acresditgue podem estaglacionados a bomba de efluxo e
tamb®&m ~ super express«o do gene ERG11, -que
demetilas§MendezTovar et al, 2007;MartinezRossi, Peres & Rossi, 2008ryncewiczGwozdz
et al, 2013)

Nenhum dos isolados clinicos apreserge resistente a terbinafina, porémesisténcia a
terbinafing embora rara reportada na litera@(Mukherjeeet al, 2003; Osbornet al, 2003) Esse
farmaco inibe a enzima esqualeno epoxidase, bloqueando a sintese de esqualeno epéxido, resultand

no acumulo de niveis toxicos de esqualenconsequente diminuicdo dos niveis de producédo de
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ergosterol. A alta concentracao intracelular de esqualeno podferintaa funcdo da membrana
fungica e também na sintese da parede celular.

A resisténcia dos dermatofitos ao itraconaaohbém é rara, mas a resisténcia de isolados
clinicos e de mutantes selecionados in \amwatraconazoé reportadgMukherjeeet al, 2003; Khan

e Ahmad, 2011; Hryncewie@wozdzet al, 2013; Ghelardet al, 2014)

43. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO METODO COLORIMETRICO DA

SULFORODAMINA B

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

Nas linhagens de células HaCat, a viabilidade celular foi acima dep@ddoctodos os
compostos nas concentracdes compreendidas entrei 312 mg/L Fig.6). Na concentracéo
correspondente a 62,5 mg/L, apenapmtocatecuatwde butila e pentila apresentaranabilidade
celular maior que 50%. Nas concentracbes da CIM9(@415,6 mg/L), todos 0os compostos
apresentaram viabilidade celular maior que 80%, sendo assim, nessa regiao, todos apresentaram baix
toxicidade para os queratindcitos de pele humisiaga. concentracdes acima de 31,25 mg/L hexila,
nonila e decila mostrarase toxicos.Ainda nessa linhagem celular, o peréxido de hidrogénio
mostrouse apropriado como controle de morte, apresentando uma viabilidade, em média, de apenas

10%.
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Figura 6. Citotoxicidade dos compostos derivados do acidtopatecuico em linhagens celulares
HaCat (queratindcitos normais de pele humana).
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Figura 7. Citotoxicidade dos compostos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
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Figura 8. Citotoxicidade dos compostos derivados do acido protocatecuico em linhagens celulares
HepG2 (células de hepatocarcinoma humano).
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Em seguida, foram calculados os valores dg @Clo indice de seletividade de cada composto
para adrésdiferentes células. O gcorresponde ao valor da concentracacamoposto que resulta
em inibicdo de 50% da viabilidade celular e o indice de seletividade corresponde a razapela IC
concentragao inibitoria minim&(M). Os valores de I§g e ocalcuo do indice de seletividade foram
representadona Tabela 4. Nonila foi o composto com o melhor indice de seletividade nas células
HaCat e HepG2 para a grande maioria das cepas. Ja nas células NHOK, os compostos com os melhore
IS entre as diversazpadoram hexila e nonila.

As provas de citotoxicidade sdo essenciarajas fases iniciais desenvolvimento de novos
farmacos antimicrobiarsp uma vez que definem a concentracéo a ser utilizada em etapas posteriores
de avaliacdo. Além disso, evitam danos celulares e asseguram a seletividade dos micronganismos
vitro (Araudjo et al, 2008)

Na busca de novos compostos com propriedades antifungica, a avaliacdo da citotoxicidade
pelo método colorimétrico dsulforodamina Btem sido utilizadalshida e colaboradorg2006)
verificaram a toxicidade do extrato de barbatimé&mm atividade contr&€andidaspp, emcélulas
VERO, macrofagos murinos e células vermelhas do san@uéarbatimdo apresentou baixa
toxicidade para todas as células testadas. Martins e colaboradores (2008), testriGidadetem
células VERO e pulmonares (V79e enantibmeros de goniotalamimam atividade anti
Paracoccidioides Os compostos apresentaram minima ou nenhuma toxicidade nas concentracées
testadasMatysiak (2005) testou a toxicidade de benzotiazinas cecelente atividade contra
dermatofitos em células de cancer de mama, linhagemT47D. Os compostos apresentaram excelente
atividade antitumoralNesse trabalho, os compostos com melhor atividadelamiatofitica foram

também os que apresentaram maior taide para as células de hepatcinana humano.



Tabela 4. Representacao dod6e IS em células HaCat, NHOK e HeG2 dos compostos butila, pentila, hexila, nonila e decila.
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IS (ICs/CIM)

Compostos (r:%}‘;_) TT&EEC Tm66 M% f&%c Mg 180 MEZAJOCSC TrngggC Tr34 Tr65 Tr69 Tr70 Tri143 Tri3
~ | Butila >625  >8 >4 > 16 >8 >8 >8 >4 >4 >8 >8 >8 >4
Lc)d Pentila > 62,5 >16 >4 >33 >8 >8 > 16 >4 >8 > 16 >4 >16 >8
T | Hexila 62,5 16 8 33 8 16 16 4 8 16 8 8 8

Nonila 62,5 128 64 128 33 64 64 33 33 128 33 16 16

Decila 62,5 33 16 33 <1 33 16 8 8 16 4 8 8

IS (ICsd/CIM)

Compostos (41(;5/7_) TTlAIS(iC Tm66 Mg 4AGT8C3C Mg 180 MEZAJO%C T;@Iggc Tr34 Tr65 Tr69 Tr70 Tri143 Tri3
| Butila >62,5 >8 >4 > 16 > 8 >8 >8 >4 >4 >8 >8 >8 >4
T | Pentila 62,5 16 4 33 8 8 16 4 8 16 4 16 8
Z | Hexila > 62,5 > 16 8 33 >8 > 16 > 16 >4 >8 > 16 >8 >8 >8

Nonila 15,6 32 16 32 8 16 16 8 8 32 8 4 4

Decila 15,6 8 4 8 <0,2 8 4 2 2 4 1 2 2

IS (ICs/CIM)
Compostos (n'n%j‘;_) TTlAJS%C Tm66 Mg fGTS%C Mg 180 Mggogc T;@Iggc Tr34 Tr65 Tr69 Tr70 Tr143 Tri3
« | Butila 62,5 8 4 16 8 8 8 4 4 8 8 8 4
% Pentila 31,25 8 2 16 4 4 8 2 4 8 2 8 4
T | Hexila 7,8 2 1 4 1 2 2 0,5 1 2 1 1 1
Nonila 15,6 32 16 32 8 16 16 8 8 32 8 4 4
Decila 31,25 16 8 16 <0,5 16 8 4 4 8 2 4 4

Tr: T. rubrum; Tm: T. mentagrophytes; Mg: M. gypseum; Mc: ddnis; CIM: concentracao inibitéria minima; IS: indice de seletividadej:|@oncentragéo

onde ocorre 50% de inibicdo da atividade celular
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4.4. ENSAIO DE FORMACAO DO BIOFILME

4.4.1. Analisemorfologicados biofilmes

O desenvolvimento dos biofilmes das cepasibrumATCC 28189 €. mentagrophyteATCC
11481 foi avaliadgor meb de microscopia Opticem diferentes intervalos de tempuilizando o
equipamentdn Cell Analyser 200Q@GE healthcarg A Fig. 9 mostraque ambas as espécies foram
capazesle aderir ao fundo das microplacas de poliestirerformar biofilmesem meio RRI 1640.
Nesta figura, #,c e d representam o biofilme @erubrumATCC 28189 apds 12, 24, 48 e 72 horas,
enquanto e, f, g e h, representam o mesmo periodo de desenvolvimento do biofilfne de
mentagrophyteATCC 11481. Uma massa mais densa e compaictd$ervada na cepa referéncia de

T. rubrumap6s 72 horas de incubag&ag. 9d).

Figura 9. Andalise morfolégica dobiofiimesdeT. mentagrophyteATCC 11481 €T. rubrumATCC
28189 no equipamento Cell Analyse(GE Healthcarg a= Morfologia do biofilme dd. rubrum
apos 12h; b= Morfologia do biofilme de rubrumapdés 24 h; c= Morfologia do biofilme de rubrum
apos 48h; d= Biofilme d&. rubrumapos 72h; e= Morfologia do biofilme dementagrophyteapos
12h; f= Morfologiado biofilme deT. mentagrophytesapds 24h; g= Morfologia do biofilme de
mentagrophyteapés 48h; h= Biofilme d&. mentagrophyteapds 72h.
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4.4.2. Determinacédo da atividade metabdlica do biofilme pelo ensaio de reducdo do XTT

Os resultados das atdades metabolicas dos biofilmes madurosogadrocepas clinicas e das
duasATCC estao dispostos miag. 10. Todas as cepas foram capazes de formar biofilmes. Oksserva
gue os biofilmes maduros @erubrum65 eT. rubrum108, formados em meio RPMI, traen atividade
metabdlica inferior quando comparadak. aubrumATCC 28189 (p<0,01 e p<0,05). Pararubrum
143, ndo houve significancia estatistica quando comparada a mesma referéncia. Orbaafilinoela
cepa clinica dd. mentagrophyte6Tm 66) teve fividade metabdlica superior & mentagrophytes

ATCC 11481 (p<@O01) eT. rubrum28189 (p<0,05). Para as demais ndo houve significancia.

Figura 10. Comparacao entre as atividades metabdlicas dos biofilmes maduros formado®em mei
RPMI 1640, de cepas clinicas e ATCC Terubrume T. mentagrophytes'p<0.05; **p<0.01;
+++p<0.001

+++

Absorbancia DO 490 nm
XTT
N
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As curvas de crescimento dos biofilmes foram realizadasosaioisisolados clinicos de cada
espécie que apresentaram rmoeltatividade metabodlica no item anteriff. rubrum 143 e T.
mentagrophyte§6) e as duaspaglereferéncig T. rubrumATCC 28189 €. mentagrophytek1481).

Os resultados indicam que atividades metabdlicas iniciais dos biofilmes ocorreram apos 8 thera
incubacdoNo perioa compreendido entre 12 a 24 horas, obsessmum ligeiro aumento e, apos 48
horas, verificoese um aumento significant&@pds as 72 horas, as células comecaram a se destacar da
superficiede poliestirena, com isso, astividades metabdlica tenderam a atingir uplateay sendo
assim,o peliodo de 72 horafi considerado o tempo ideal para a maturacédo dos biofilmes. Todas as
cepas obtiveram resultados semelhantasegeral nenhumasignificanciaestatistica foi observada
(p>005) (Fig. 11).

Figura 11. Cinética da formacéo de biofilme efmrubrume T. mentagrophytesm microplacas de

96 pocos. Na andlise geral, @satro cepas mostraram resultados semelhantes. Nenhuma diferenca
significante foi obsenda (p>0,05).
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Os ensaios colorimétricos sao ferramentas importantes para o estudo da viabilidade de célula:
eucaridticas. O XTT é um sal de tetrazolio amarelo que, na presenca de atividade metabdlica, ¢
convertido a sais de forazana de coloracédo laranja, soliveis em agua e facilmente medidos nos
sobrenadantes celulares. Isso faz com que essa técnica seja importante no estudo dos biofilmes, sen
envolvimento na estrutura das comunidades celulares, permitindo o estudo doesbiofiactos (Jin
et al.,, 2003; Kuhret al., 2003). Muitos autores afirmam que a mudanca colorimétrica do sal de
tetrazdlio € proporcional ao numero de células vivas, no entanto, Kuhn e colabo(200@3s
descreveramlgumas limitacdes para o uso do XTT nos estudos de crescimento e metabolismo dos
biofiimes deC. albicanse C. parapsilosis De acordo com eles, ndo se pode afirmar que exista
necessariamente uma relagao linear entre o nimero de células do microrganssmadba@lorimétrico.

Além disso, os autores afirmam que diferemgsas ou isolados clinicos podem c&pazes de reter
intracelularmente os sais de formazana em quantidades maiores ou menores, causando alteracoes
leituras das atividades metalwdls Jin e colaborador¢2003)ao contrario, confirmaram a linearidade

entre o numero de células e a atividade celular medida pelo ensaio de redu¢édo do XTT. No entanto,
preciso considerar a presenca da matriz extracelular envolvendo o biofilme dgeuaptar oacesso

de nutrientes e oxigénio as células, podendo possivelmente causar alteracdes methledlizpses,
Azeredo & Oliveira, 2006) Diante desse contexto, € preciso utilizar diferentes métodos na
caracterizacao dos biofilmes.

Apesar disso, o ensaio de reducdo XIBI' ainda € amplamente utilizado no estudo do
desenvolvimento dos biofilmes das diversas espécies fungicas e bacterianas, nos testes de sensibilida
e na verificacao da resisténcia aos farm@Rasnageet al, 200L; Martinez & Casadevall, 200owat
et al, 2007; Peeters, Nelis &oenye, 2008; Pierca al, 2008;Seidler, Salvenmoser & Muller, 2008

Martinezet al, 2010; Pires, Montanaret al, 2011; Pitanguet al, 2012; Sardet al, 2015)
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4.4.3. Quantficacao do biofilme

4.4.3.1. Quantificacdo da massh biofilme por coloragdo com cristal violeta

Os resultados da quantificdo das biomassas mosdna que na analisgeral, todos os meios
testados foram bons para o desenvolvimdatbiomassaT. menagrophyteATCC 11481 foi aepa
gue produziu menor quantidade de biomassa quando comparaddeaumATCC 28189,T. rubrum

143 eT. mentagrophyte86, nos quatro meios testadgs<0.00) (Fig. 12).

Figura 12 Quantificagdo daibmassa pela coloragéo com cristal violeta. Nos quatro meios diferentes,
T. mentagrophyteATCC 11481 produziu menos biomassa queubrumATCC 28189,T. rubrum
143 eT. mentagrophyte86. ***p<0.001
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A influéncia dos meiosoi também verificada individualmente para cada cepae@ase na
Fig. 13 que paraastréscepas . rubrumATCC 28189,T. rubrum143 eT. mentagrophyte86), os
meios RPMI 1640, BHI e DMEM foram 6timos para a producéo de biomassa quando comparados ao
meio de queratindcitos (p<0,05). Para a cepaldenentagrophyte41481, o meio que melhor
estimulou a producéo de biomassad@HI quando comparado ao meio de queratindcitos (p<0,05).
Ainda para essa ultima cepa, ndo ha significancia estatistica na cgéiopandre os meios RPMI,
DMEM e meio de queratindcitoAs andlises mostramque,para a maioria das cepas, meios que
melhor estimuleam a producéo de biomassa @mrubrume T. mentagrophyteforam RPMI 1640,
BHI e DMEM.

O cristal violeta foi descritprimeiramente por Christensen e colaborad(t685)e, desde
entdo tem sido modificado para permitir a quantificacéo de toda a massa do biofilme dentro dos pocos
das microplacaéStepanovicet al, 2000; Mowatet al, 2007) O cristal violeta € um corante basico,
gue se liga as moléculas carregadas negativamente da superficie do biofilme e aos polissacarideos ds
matriz extraelular. Tanto as células vivagianto as mortas sdo coradas e, devido a isso, essa
coloracdo ndo é indicada para a avaliacao da viabilidadarcelsim para a quantificacdo da massa
total do biofilme microbiano paradosar a concentracao celu{dm et al, 2003; Peeters, Nelis &
Coenye, 2008)Essa técnica é amplamente empregada na quantificec@ossa dos biofilmes
fungicos(Henriques, Azeredo &liveira, 2006;Martinez & Casadevall, 2008/owat et al, 2007;

MarcosZambrancet al, 2016; Vandecandelaereal’ Acker &Coenye, 2016)
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Figura 13. Influéncia de RPMI, BHI, DMEM e meio de queratindcitos na producéo de biomassa nos biofilmestaeme T. mentagrophytes
ParaT. rubrumATCC 28189,T. rubrum143 eT. mentagrophyte86, os meios RPMI, BHI e DMEM foram 6timos para a produtd biomassa

guando comparados ao meio de queratindcitos. PansentagrophyteATCC 11481, o meio que melhor estimulou a producdo de biomassa

guando comparado ao meio de queratinécitos, foi o caldo BHI.
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4.432. Quantficacdo da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas pela coloragdo com

safranina.

As estruturas polissacaridicas e raatrizes extracelulares produzidas pelos biofilraes
RPMI 1640, BHI, DMEM e meio de queratindcitos foram quantifisgoela caracdo com safranina
Os resultados mostram goes meios RPMI, BHI e DMEM com soro fetal bovino (SFBgepa e o
isolado clinicode T. rubrume o isolado clinicade T. mentagrophyteproduziram mais material
polissacaridicqueT. mentagrophyteATCC 1181 (p<0,00) (Fig. 14). No meio de queratindcitos,
todasascepas isolados clinicoproduziram matrizes extracelulares em quantidades estatistite

equivalentes (p>0,05)ieferioresaos demais meios.

Figura 14. Quantificac® da matriz extracelular e estruturas polissacaridicas pela coloragdo com
safranina.
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A influéncia do meio de cultura na producédo de maoizcada ceptambém foi verificada
(Fig. 15). Nos biofilmes d&. rubrumATCC 28189, osneios que mais estimularam a producao de
matriz foram RPMI 1640 e o caldo BHI, quando comparados ao meio de queratindcitos (p<0,05 e
p<0,01) Fig. 15a). Parao isolado clinicale T. rubrum além dos meios anteriores, DMEM foi maior
estimulador da producdte material polissacaridico que o meio de queratinocitos (p<@jg11%b).

O mesmo comportamento foi observado na cepa clinida aentagrophyte (Fig. 15c¢). Por fim,
paraT. mentagrophyteATCC 11481, a maior quantidade de matriz foi produzida wdilioie
formado em caldo BHI (p<0,05fig. 15d).

A habilidade da safranina de corar estruturaspolissacaridicas fuangicas e a matriz
extracelular foi reportada por Seidler e colaborad(®666; 2008) em biofilmes deCandidae A.
fumigatuse, desde entdo, essa técniemn sido empregada no estudo da matriz produzida nos
biofilmes fungicogSimitsopoulowet al, 2013)

A matriz extracelular dos biofilmes € um arranjorakate complexo de microambientes. Os
diferentes componentes dentro do biofilme, como agua, polissacarideos e outras macromoléculas,
oferecem uma gama de efeitos localizados e em constante mudanca que geram gradientes osmotico
e de nutrientes. Em qualqudiofilme, essas caracteristicas contribuirdo para a composi¢cdo

heterogénea da matriz e também para a sua funcdo multi¢Slutaerland, 2001)
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Figura 15. Influéncia de RPMI, BHI, DMEM e meio de qudrdicitos na producdo de matriz extracelular e estruturas polissacaridicas nos
biofilmes deT. rubrume T. mentagrophyte$araT. rubrumATCC 28189, os meios que melhor estimulasproducdo de matriextracelular

foram RPMI e BHIquando comparados ao meale queratindcitog?araT. rubrum143 eT. mentagrophyte€6, além dos meios RPMI e BHI,
DMEM também foi bom estimulador da producdo de matriz. JaTpam@entagrophyteATCC 11481, o caldo BHI foi o melhor meio para a
estimulacdo da producéo de estrasupolissacaridicas quando comparado ao meio de queratindcitos.
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4.4.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A topografia dos biofilmes maduros @e rubrume T. mentagrophyteormados em meio
RPMI, BHI e DMEM foi obsevada através dmicroscofa eletrénica de varredura. Para todas as
cepasnotouse a formagéao daofilmesna presenga de uma matriz extracelular altamente organizada
as vezes densa, as vezes fina, cobrindo e interligando as hifas em véariaopdiéitmes. A figura
16 representa o biofilme maduro d@erubrumATCC 28189formado no meio RPMI. Bservouse
uma biomassa compacta, formadalpéas cobertas em alguns pontos por grande quantidade de uma
matrizextracelular densa, dando muitas vezes, peaas enugado a hifai§, C e D). O mesmo pde
ser visto nos biofilmes dE rubrumATCC 28189 formados nos meios BHAq. 17) e DMEM (Fig.
18). Para ess cepa, os resultados da MEV foraoncordantes com os resultados anteriores no que
diz respeito a bimassa e a producdo de matriz extracelular. Os trés meios foram 6timos para a
formacao de biofilme por essa cepa, produzindo uma biomassa compacta e satisfatéria e material

polissacarideem quantidade razoavel.



101

Figura 16. Microscopia eletrénicde varredura (MEVQlo biofilme maduro d&. rubrumATCC 28189 formado em meio RPMI. As sedg®ntam
a matriz extracelular densa, dando um aspecto enrugado as hifas.
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Figura 17. Microscopia eletrériade varredurao biofilme madurale T. rubrumATCC 28189 formado em meio BHI. As setgmntama matriz
extracelular.
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Figura 18. Microscopiaeletronicade varreduralo biofilme maduro d&. rubrumATCC 28189 formado em DM¥ com soro fetal bovino. As
setasapontama matriz extracelulaNota-se a presenca de artroconidios e microconidios presos ao material polissacaridico.
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As figuras 19, 20 e 2Xepresentam obiofilmes maduros dé&. rubrum143 formados nos
meios RPMIBHI e DMEM com soro fetal bovinaespectivamente. Note também, nos trés meios,
a formacao de uma biomassa compacta e a presenca de material polissacaridico cobrindo e conectand

as hifas.

Figura 19. Microscopiaeletrénicade varredurado biofilme maduro del. rubrum143 formado em
meio RPMI.As setasapontama matriz extracelular.
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Figura 20. Microscopia eletronicale varredurado biofilme maduro d&. rubrum 143 formado em meio BHIAs stasapontama matriz

extracelular.
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Figura 21. Microscopia eletronicde varreduralo biofilme maduro dé&. rubrum143 formado em meio DMEM com soro fetal boviAs. setas
apontama matriz extracelular.





































































































































































































































































































































































