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Resumo

Séo evidentes a necessidade de novas substancias antifingicas e a grande importancia dos produtos
naturais no desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas. Assim, neste estudo avaliou-se a
atividade antifingica dos derivados sintéticos esterificados do &cido protocatecuico. Todos os isolados
apresentaram bons resultados ao teste de suscetibilidade aos derivados sintéticos do 4&cido
protocatecuico demonstrando que 62,5% foram ativos em relacdo para dois isolados de T. rubrum (Trl
e Tr2), T. rubrum MYA 3108 (Tr3) e isolado clinico T. interdigitale (Tm1) e 68,7%, para isolado
clinico T. interdigitale (Tm2) e T. interdigitale ATCC 40131 (Tm3) dos 16 compostos testados. Como
referéncia para avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram considerados todos 0s
resultados com valores < 62,5 ug\mL. A combinagdo fluconazol mais protocatecuatos de pentila,
hexila, heptila, octila e nonila foi aditivo para isolados clinicos Trl, Tm1 e Tm3, exceto a combinacao
com fluconazol mais protocatecuato de heptila, que revelou um efeito sinérgico contra Tm3. A
griseofulvina em combinagdo com protocatecuato de nonila mostrou atividade sinérgica em duas
linhagens de dermatofitos, atividade aditiva para quatro linhagens. Oito derivados do 4acido
protocatecuico foram associados quimicamente com o miconazol sendo encontradas interagdes
sinérgicas e aditivas. Foi testada a associacdo entre protocatecuatos e o antifingico nistatina,
resultando interagdes antagOnicas, demonstrando assim que 0 polieno ndo possue agdo antifingica
guando combinada aos ésteres. Resultados dos testes de citotoxicidade pelo MTT realizados em
células de macréfagos alveolares de camundongos (AMJ2-C11) indicaram que se trata de compostos
de baixa toxicidade. Foi analisado o proteoma total do isolado clinico de T. rubrum antes e ap6s o
contato com terbinafina e os resultados revelaram modificacfes na expressdo de 26 proteinas. A
eletroforese bidimensional também foi realizada com os componentes protéicos de T. rubrum tratados
com o protocatecuato de nonila, revelando alteraces na expressdo de oito proteinas. De acordo com
informac@es técnicas levantadas, os ésteres do acido protocatecuico, bem como suas associagdes com
farmacos podem constituir uma fonte promissora de protétipos para a busca de novos agentes

terapéuticos.

Palavras-chave: antiflngicos, acido protocatecuico, protocatecuatos, Trichophyton, sinergismo,

protedmica, eletroforese bidimensional.
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Abstract

There is a clear need for new antifungal compounds, and the importance of natural products in
the development of novel therapeutic tools. In this study, it was evaluated the antifungal
activity of protocatechuic acid esters. All of the fungus isolated showed good results when
testing susceptibility to synthetic derivatives of protocatechuic acid, showing that 62.5% were
active against two strains of T. rubrum (Trl e Tr2), T. rubrum MYA 3108 (Tr3) and clinical
isolate T.interdigitale (Tm1) and 68.7% for clinical isolate of T. interdigitale (Tm2) and T.
interdigitale ATCC 40131 (Tm3) of the 16 compounds tested. Reference values of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) were considered < 62.5 ug/ mL. The combination of
fluconazole plus pentyl, hexyl, heptyl, octyl and nonyl protocatechuates was additive to
clinical isolates Trl, Tml and Tm3, except the combination fluconazole plus heptyl
protocatechuate, which showed a synergistic effect on Tm3. Griseofulvin in combination with
nonyl protocatechuate exhibited synergistic activity two towards dermatophyte strains,
additive interaction for four strains. When eight protocatechuic acid derivatives were
chemically associated with miconazole, were observed synergistic and additive effects. We
tested the association between protocatechuates and nystatin, resulting in antagonistic
interactions. Thus it demonstrated that have not a polyene antifungal best when combined
with protocatechuic acid esters. Results of cytotoxicity tests by MTT assay using alveolar
macrophages (AMJ2-C11) cells indicated that esters showed low toxicity. It was analyzed the
proteome of the total clinical isolate of T. rubrum before and after contact with the terbinafine
and the results indicated changes in the expression of 26 proteins. The two-dimensional
electrophoresis was also performed with the protein components of T. rubrum treated with
nonyl protocatechuate, suggesting changes in the expression of 8 proteins. According to data
found trhougout laboratoty tests, protocatechuic acid esters, as well as their associations with

drugs constitute a promising source of prototypes for the search for novel therapeutic agents.

Keywords: antifungal, protocatechuic acid, protocatechuate, Trichophyton, synergism,
proteomics, two- dimensional electrophoresis.



20

1. INTRODUCAO

1.1. Produtos naturais e sintese de novas compostos

Produtos naturais tém sido a fonte mais produtiva de novos farmacos. Vérias razdes
foram apresentadas para explicar essa pesquisa; entre elas esta sua diversidade quimica
(Harvey, 2007). Em relacdo a busca de novos farmacos, um antifingico ideal deveria ter
atividade fungicida de amplo espectro e ndo causar toxicidade ao hospedeiro (Carrillo-Mufioz
et al., 2006).

As plantas tém sido usadas na medicina por longa data, sendo extensivamente
empregadas na medicina popular por representarem uma alternativa econémica de féacil
obtencdo e aplicabilidade para diversas patologias (Rojas et al.,, 2006). Sdo uma fonte
importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se apresentam como
modelos para a sintese de um grande numero de farmacos (Simdes et al., 2001). Atencéo
especial tem sido direcionada para derivados naturais com base no conhecimento da producao
de compostos antiflngicos pela natureza (Wojtaszek, 1997; Gurgel et al., 2005). Os extratos
obtidos de plantas tais como Euphorbia prostata, Salvia texana, Colubrina greggii, Clematis
drummondii, dentre outras, tém demonstrado resultados promissores que estimulam a busca
de novas fontes vegetais com potencial antifingico (Alanis-Garza et al., 2007; Matasyoh;
Mayo; Ngure, 2008).

E evidente a grande importancia dos produtos naturais no desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas. Nesse quesito, as plantas medicinais e seus metabdlitos derivados
sdo importantes para pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de farmacos. Isto tanto
porque podem ser utilizadas diretamente como agentes terapéuticos, como também de fonte
de matéria-prima para sintese ou ainda podem servir de prot6tipos para novos modelos
farmacologicamente ativos (Brasil, Ministério da Salde, 2006).

Englobando todas as novas entidades quimicas aprovadas como farmacos chega-se a
um total aproximado de 1.184 das substancias pesquisadas entre 1981-2006; 5%
correspondem a produtos naturais, 47% correspondem a derivados semi-sintéticos de
produtos naturais, mimicos de produtos naturais e sintetizados com grupos farmacoféricos

baseados em produtos naturais, 18% s&o bioldgicos e vacinas e 30% sao totalmente sintéticos
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(Newman; Cragg, 2007). A originalidade de muitas estruturas de produtos naturais atrai a
atencdo para seu uso como ponto de partida para semi-sintese e sintese total (Butler, 2005).

Modificagcbes de produtos naturais por meio da semi-sintese levaram a produtos
obtidos por combinacBes de diversos tipos de modificacbes. O antibacteriano meticilina é
obtido atraves de modificacdes semi-sintéticas da penicilina G, gerando uma estrutura com
maior estabilidade quimica. A telitromicina é um antibacteriano com modificacbes semi-
sintéticas da eritromicina (Nussbaum et al., 2006). Derivados semi-sintéticos da vancomicina
e teicoplanina contendo substituintes hidrofobicos na subunidade do carboidrato mostraram-se
ativos contra linhagens bacterianas resistentes a vancomicina. O desenvolvimento de
quimioterapicos de origem sintética e o descobrimento de novos antibidticos potentes isolados
de fontes naturais representam contribuic@es inestimaveis na luta contra resisténcia bacteriana
(Nussbaum et al., 2006).

A maioria dos farmacos antifingicos tem origem nos produtos naturais. As
equinocandinas atuam inibindo a biossintese de componentes da parede celular dos fungos.
Os antifangicos caspofungina, micafungina e anidalafungina tém sido bastante Uteis no
tratamento de infeccdes fungicas apresentando menores efeitos adversos que a anfotericina.
Caspofungina e micafungina sdo derivados semi-sintéticos disponiveis no mercado

internacional (Harvey, 2008), porém, ainda ndo totalmente disponiveis no mercado brasileiro.

1.2. Atividades de Esteres do Acido Protocatecuico

O éacido protocatecuico (acido 3,4- dihidroxibenzoico, figura 1), € um derivado do
acido benzoico encontrado em frutas, nozes e vegetais, tais como azeitonas e arroz (Soares,
2002).

A presenca dos compostos fenolicos tem sido muito estudada por estes apresentarem
atividades farmacol6gicas e também por inibirem a oxidacdo lipidica e a proliferacdo de
fungos. Os é&cidos fenolicos sdo algumas das substancias que constituem o grupo dos
compostos fenolicos. Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na estrutura (Soares, 2002).
Estudos de laboratério com animais demonstraram que o acido protocatecuico é um eficaz

anticarginogénico com propriedades antioxidantes, protege contra o estresse oxidativo, exerce



efeitos preventivos nas doencas cardiovasculares que estdo associados aos radicais livres

(Reis, 2010).
1 Acido protocatecuico R=H
2 Protocatecuato de metila R =CHs
3 Protocatecuato de etila R = CH,CH;
4  Protocatecuato de propila R = (CH,),CHs
5 Protoctecuato de butila R = (CH3)3CH3
6 Protocatecuato de pentila R = (CH,),CHs3
) 7 Protocatecuato de hexila R = (CH,)sCHa
8 Protocatecuato de heptila R = (CH5)sCHs3
HO R 9 Protocatecuato de octila R = (CH2);CH3
O 10 Protocatecuto de nonila R = (CH,)sCHj3
11 Protocatecuato de decila R = (CH2)9CH3
HO Protocatecuato de _
12 dodecila R=(CHz)uCHs
Protocatecuato de _
13 tetradecila R = (CH2)13CH;
Protocatecuato de _
14 hexadecila R = (CH2)1sCH;
Protocatecuato de _
15 oetadecila R = (CH2)17CH;
0
Y 0
0 16 Acido 34 - B
o) diacetoxibenzéico
0

Figura 1. Estruturas quimicas do &cido protocatecuico (1) e seus ésteres (2-16).

1.3. Dermatofitoses

Milhdes de seres humanos e animais sofrem de infecc¢Ges superficiais causadas por um
grupo de fungos filamentosos altamente especializados, os dermatofitos, que infectam
exclusivamente estruturas queratinizadas (Burmester et al., 2011). Os dermatéfitos sdo um
grupo de fungos que, em vida parasitaria, vivem a custa de queratina da pele, unhas e pélos.

Enquadram-se os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton que se caracterizam
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de acordo com a formacdo e morfologia dos seus conidios (Cabafies, 2000; White et al.,
2008; Peres et al., 2010).

Embora as infec¢fes dos dermatofitos sejam restritas as superficies da epiderme, estes
podem ser invasivos e provocar infeccbes graves e disseminadas em pacientes
imunodeprimidos, com desenvolvimento de granulomas (Peres et al., 2010). Nesses casos, a
doenca deixa de ser superficial e atinge camadas mais profundas da derme causando lesfes
granulomatosas. Em geral, os dermatéfitos vivem confinados no extrato corneo da epiderme e
apéndices cutaneos, principalmente nas areas Umidas do corpo a exemplo das regides entre 0s
dedos do pé, virilhas e abaixo do seios (Chuang et al., 2007).

Esses fungos produzem queratinases que sdo enzimas proteoliticas capazes de
hidrolisar queratina, principal proteina constituinte do cabelo, unhas e pele. A infeccdo pode
ter sintomas leves a graves dependendo da resposta imunologica do hospedeiro (Akcaglar et
al., 2011; Weeks J. et al., 2003). A queratina, o colageno e a elastina constituem 25% da
massa dos mamiferos. A enzima necessaria para hidrolisa-los é a queratinase produzida pelos
dermatofitos em tecidos infectados e, por isso, esta inerente a viruléncia dos dermatofitos
(Simpanya, 2000). As queratinazes e outras enzimas sao liberados no processo da patogénese
e 0s queratindcitos sdo ativados, desencadeando uma resposta inflamat6ria mediada por
citocinas e receptores, compreendendo a imunidade inata, bem como adquirida, incluindo
neutréfilos, macréfagos, anticorpos e células T (Brasch, 2009).

A colonizacdo por um dermatofito e a sua capacidade em causar uma infec¢do no
hospedeiro dependem de varios fatores. Dentre os quais se destacam o fato de ndo serem
responsivos aos mecanismos de protecdo do hospedeiro que incluem a secura, o pH
ligeiramente &cido e a continua regeneracdo da pele, o efeito fungicida dos acidos graxos, o
estado da camada queratinizada e de outros fatores como a competicdo com a microbiota
normal da epiderme (Erbagci, 2004).

A instalacdo da infeccdo inicia-se pela inoculacdo do artrosporo depositado sobre a
pele, favorecido por lesdo cutdnea ou escoriacdo pré — existente (Sidrim & Rocha, 2004) e
notavel habilidade enzimatica para degradar a queratina (Abdel-Rahman, 2000; Simpanya,
2000; Macedo et al., 2005). Além disso, também pode infectar véarias espécies animais,
determinando de modo geral, lesGes secas, arredondadas e comumente ndo pruriginosas que
se distribuem focalmente na superficie cutanea sem causar transtornos gerais aos animais
afetados (Pereira & Meireles, 2001). Os animais servem como reservatorios de dermatofitos e
suas infecgdes tém consideravel importancia zoonotica (Cabaries, 2000).
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Os dermatofitos ndo fazem parte da flora normal dos humanos nem sdo
microrganismos oportunistas, mas verdadeiros patégenos que infectam os tecidos
queratinizados, unhas ou cabelo de individuos saudaveis (Baeza et al., 2007; Monod, 2008).
Os dermatofitos em seu estado saprofitico digerem a queratina in vitro, utilizando assim como
substrato. Possuem a capacidade de invadir tecidos vivos e provocar determinadas lesdes, cuja
severidade se relaciona, em parte, a reacdo do hospedeiro ao organismo invasor, e aos fatores
tais como: viruléncia da espécie ou da estirpe infectante; reacdo do hospedeiro aos produtos
metabolicos produzidos pelo fungo; local anatdmico da infeccdo e fatores locais ambientais
(Simpanya, 2000).

Espécies de dermatofitos séo caracterizadas com base em seu nicho ecoldgico:
geofilicos, zoofilicos e antropofilicos. As espécies geofilicas sdo encontradas no solo e
raramente produzem infec¢cdes em seres humanos. As espécies zoofilicas colonizam animais e
podem ser transmitidas ao ser humano, sendo responsaveis por cerca de 30% das
dermatofitoses humanas e geralmente provocam inflamacdo aguda. J& as espécies
antropofilicas representam cerca de 70% das infec¢Ges nesses hospedeiros causando infeccdes
crénicas de progressao lenta, sugerindo que o fungo tenha se adaptado ao hospedeiro humano
(White et al., 2008; Peres et al., 2010).

O aspecto clinico varia de acordo com o local da lesdo e com o agente etioldgico
envolvido. Frequentemente produzem lesdes circinadas descamativas, eritematosas, as vezes
vesiculosas, pustulosas, podendo ou ndo apresentar hiperqueratose. Nas unhas, o0
acometimento pode ser subungueal invasivo ou localizado. No couro cabeludo sdo observadas
as formas tonsurantes, com alopécia que regride apds a cura e a favica, crostosa e pustulosa,

que acomete o foliculo piloso causando alopécia definitiva (Weitzman & Summerbell, 1995).

1.3.1. Epidemiologia

A distribuicdo dos dermatofitos varia em diferentes paises e depende de varios fatores
como estilo de vida, tipo da populacéo, condi¢Bes sdcio — econdmicas, migracdo de pessoas,
idade, presenca de animais domésticos e condicdes climaticas (Dolenc-Voljc, 2005). Elas

podem alcancar altos niveis endémicos e necessitar de intervencdes publicas especificas
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(Seebacher; Bouchara; Mignon, 2008). A Academia Americana de Dermatologia estima que
uma parcela de 10-20 % da populacdo é afetada por dermatofitos (Pfaller; Sutton, 2006).

Epidemiologicamente, as espécies T. rubrum e T. interdigitale se destacam como 0s
principais agentes etioldgicos de dermatofitoses em humanos. No Brasil trabalhos de
inimeros pesquisadores, apontam registros do predominio dessas espécies como um dos
principais agentes causadores de dermatofitoses em humanos, nas mais diversas
manifestacdes clinicas (Rezende et al., 2008).

Em um trabalho desenvolvido por Simonnet e colaboradores, na Guiana Francesa,
com 726 pacientes, foi verificado que (28,2 %) apresentaram diagnostico presuntivo de
onicomicoses (infeccdes das unhas), (27,8 %) Tinea capitis, (22,0 %) micoses superficiais
cutaneas dos pés, e de outras areas do corpo (21,9 %). Trichophyton rubrum foi o dermatofito
mais comum recuperado de casos de onicomicose (67,4 %), Tinea pedis (70,6 %) e Tinea
corporis (52,4 %). A prevaléncia do T. rubrum e ocorréncia de onicomicoses e micoses dos
pés, na Guiana Francesa sdo similares aos resultados reportados da Europa, enquanto que a
frequéncia de tinea do couro cabeludo e da importancia de T. tonsurans em tais infec¢cdes sdo
semelhantes aos da situacdo nas Américas ( Simonnet et al., 2011).

No Brasil, o Sul e Sudeste revelaram uma alta incidéncia de infecgfes causadas por
dermatdfito T. rubrum, seguido por M. canis e T. interdigitale, enquanto no Nordeste, T.
tonsurans, T. rubrum e M. canis apresentam maior predominancia (Purim; Freitas & Leite,
2009).

Em um estudo na regido norte do Rio Grande do Sul, constituido por 100 individuos,
verificou-se que entre os atletas, a frequéncia das onicomicoses e tinea pedis foi de 32% e,
para o grupo de ndo atletas, foi de 20%. Os patdgenos identificados foram dermatofitos (84,8
%), leveduras (15,2 %) e o organismo mais comumente identificado foi T. rubrum, seguido
pelo T. interdigitale (Sabadin et al., 2011).

Existe uma predominancia de T. rubrum como principal agente etiol6gico em varias
regides geograficas do mundo como Japdo, Estados Unidos, México e em regides do Brasil
(Welsh et al., 2006). No entanto, alguns estudos mostram o0 aparecimento de outros
dermatdfitos como principais agentes causadores de infeccdo; entre eles o T. interdigitale e M.
canis (Dolenc-Voljc, 2005).

O T. rubrum pode produzir praticamente todos os quadros clinicos de dermatofitose e
tem como caracteristicas principais a tendéncia para cronicidade e a resisténcia aos
tratamentos convencionais (Siqueira et al., 2006). A frequéncia desse agente aumenta com o

processo de urbanizacdo levando a sua predominancia como causador da dermatofitose em
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grandes centros urbanos (Ruiz & Zaitz, 2001). O reconhecimento dos dermatdéfitos ao nivel de
espécie e as informacbes sobre a sua ecologia tém um papel importante nos estudos
epidemiolégicos e na salde publica; especialmente para espécies que produzem surtos
familiares ou institucionais (Sugita et al., 2006).

1.3.2. Tratamento

Para tratamento de infecgbes flingicas de pele, os medicamentos tdpicos sdo
apropriados apenas para infecgOes iniciais ou leves, especialmente causadas por T. rubrum,
principal causador da tinea pedis. Os principais farmacos administrados topicamente séo
ciclopirox e amorolfina. Ciclopirox atua na inibicdo da absorcdo de potassio, fosfato e
aminoacidos enquanto a amorolfina atua na inibicdo do ergosterol da membrana celular do
fungo (Shirwaikar et al., 2008).

Nas onicomicoses e infec¢des causadas por dermatéfitos zoofilicos, que levam ao
desenvolvimento principalmente de tinea capitis e corporis, a terapia usual € sistémica (Tosti
et al., 1998; White et al., 2008). Os principais farmacos utilizados no tratamento da
onicomicose sdo terbinafina, itraconazol e griseofulvina (Garmendia et al., 2008).

A terbinafina é um antifingico pertencente a classe das alilaminas, que age sobre a
enzima esqualeno-epoxidase bloqueando a biossintese do ergosterol da membrana celular dos
fungos. E o farmaco mais utilizado para o tratamento das onicomicoses, pois apresenta alta
eficacia e atividade fungicida. A terapia combinada (oral e topica) melhora os resultados do
tratamento (Garmendia et al., 2008)

A griseofulvina inibe o crescimento dos dermatéfitos de todos os géneros. E utilizada
exclusivamente para controlar o desenvolvimento da infeccdo dos tecidos queratinizados
apresentando, apenas, acdo fungistatica nas doses usuais. O mecanismo de acao deste farmaco
estd associado a interferéncia na polimerizacdo dos microtibulos causando anomalias na
divisdo celular por interferir na formacdo do fuso acromatico. Atua também no crescimento
anormal, provavelmente pela alteracdo do transporte intracelular associado aos microtubulos
(Odds, 2003).

Na terapia antifungica hd dois grupos de azois que sdo utilizados na clinica: os
imidazois (cetoconazol, miconazol, clotrimazol e econazol) e os triazois (fluconazol,

itraconazol, voriconazol e posaconazol). O uso dos imidazdis é restrito ao tratamento de
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micoses superficiais. Na medicina dermatoldgica, para o tratamento de infecgdes crénicas ou
severas, 0s farmacos como terbinafina, itraconazol e fluconazol sdo mais utilizados

(Fernandez-Torres et al., 2001, Fernandez-Torres et al., 2003a).

1.3.3. Resisténcia

Os relatos de recidivas estdo geralmente associados a interrupcdo da terapia
antifungica e a resisténcia clinica a droga terbinafina que ja vem sendo descrita na literatura.
Mukherjee e colaboradores descreveram um caso de resisténcia clinica a terbinafina
(Mukherjee et al., 2003). O isolado foi retirado de um paciente com onicomicose cujo
tratamento oral com terbinafina ndo foi eficaz. O quadro exibiu, ainda, resisténcia cruzada a
varios outros farmacos, incluindo naftina, butenafina, tonoftato e tolciclato, sugerindo
mecanismo de resisténcia alvo-especifica. O relato quanto a resisténcia a terbinafina j& foi
discutido e este se refere a mutacdo no gene esqualeno epoxidase levando a substituicdo do
aminoacido L393F (Osborne et al., 2005). A resisténcia a terbinafina em espécies mutantes de
Aspergillus spp, também foi referida, e neste indicou que houve mutacéo no gene que codifica
a enzina esqualeno epoxidase (ErgA), resultando em alta resisténcia a esse antifungico
(Rocha et al., 2006; Espinel-Ingroff., 2008). Em estudos referentes aos mecanismos de
resisténcia & terbinafina com o fungo T. rubrum, dois transportadores do tipo ABC, TruMDR1
e TruMDR2, mostraram-se importantes no processo de resisténcia, na secrecdo de enzimas e
na patogenicidade desse dermatdfito (Fachin et al ., 2006; Martinez-Rossi, 2008; Maranhao et
al., 2009).

A resisténcia clinica a griseofulvina ou recidivas pés-terapias sdo comuns nas
dermatofitoses. A resisténcia in vitro dos dermatofitos a griseofulvina é pouco relatada. Para
T. rubrum, em estudo realizado por Zomorodian e colaboradores, foi verificado uma
diminuicdo da expressao do gene que codifica a beta-tubulina, sob condi¢des de pressdo desta
droga e a diminuicdo foi dependente da concentragdo. Esta informacao contribuiu para um
melhor conhecimento do mecanismo de acéo e, consequentemente, pode auxiliar na utilizacéo

mais racional deste farmaco (Zomorodian et al., 2007).
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1.4. Ensaios de sensibilidade

O teste de sensibilidade as drogas antifungicas tem importante valor, principalmente
do ponto de vista clinico, pois se pode prever éxito na terapéutica utilizada (Galgiani et al.,
1992).

Os testes antifungicos devem identificar resisténcia in vitro entre uma populacédo de
fungos suscetiveis ou deve detectar o desenvolvimento de resisténcia durante a terapia (Favel
et al.,1995).

Os protocolos desenvolvidos pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI;
antigamente o National Comittee for Clinical Laboratory Standards [NCCLS]) preconizam
métodos de ensaio reprodutiveis da atividade de antifingicos contra leveduras (M27-A3,
M27-S3, M44-P e M44-A-S2 documentos) e fungos filamentosos (M38-A2) (Canton et al.,
2009).

As metodologias para tais avaliacGes sdo variaveis, sendo realizadas a difusdo em agar
e a diluicdo em agar e caldo (Stoppa et al., 2009). Esses métodos tém por principio varios
parametros como tamanho do indculo, concentracfes definidas de agentes antiflngicos e
diferentes condigdes que permitam o crescimento do microrganismo sem que haja
interferéncia da atuacdo da droga (Colombo et al.,1995).

Muitos estudos no Brasil e no mundo tém sido publicados com objetivo de validar as
metodologias atualmente empregadas para determinacdo de sensibilidade as drogas
antifangicas. Os trabalhos tém auxiliado o sucesso da terapéutica medicamentosa, pois
estabelece uma relagéo entre a concentracao inbitoria minima e a susceptibilidade do fungo a
droga (Pappalardo & Melhem, 2003).
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1.5. Sinergismo

Um arsenal de medicamentos fitoterdpicos resulta de combinaces de extratos, que
podem assumir diferentes efeitos, incluindo aditivos, sinérgicos e antagénicos (Adams et al.,
2006). Como alternativa ao tratamento de doencas fungicas, a exemplo do que ocorre nas
micoses invasivas, uma op¢do que vem sendo reportada € a terapia combinada. Informacdes
sobre a eficacia das combinagdes sdo esparsas e consistem basicamente de resultados de
estudos in vitro e em modelos animais experimentais. Entretanto essa terapia pode ser uma
alternativa a monoterapia para pacientes com infec¢des invasivas que sao dificeis de tratar.
Podem ser exemplos as originadas por espécies multi — resistentes e aquelas que nédo
respondem ao tratamento convencional (Cuenca-Estrella, 2004).

A combinacéo sinérgica de farmacos antifungicos com substancias de origem vegetal
para aperfeicoar seu desempenho bioldgico tem sido estudada com o intuito de viabilizar o
uso de farmacos que apresentam consideravel toxicidade (Han, 2007). Duas drogas que
produzem efeitos semelhantes podem produzir efeitos exagerados ou diminuidos quando
usados simultaneamente. A avaliacdo quantitativa € necessaria para equacionar casos de
simples acdo aditiva. Esta distingdo é baseada na definicdo classica de aditividade
farmacologica significando que cada componente contribui para o efeito de acordo com sua
prépria poténcia. Assim, as relacdes de poténcia dos agentes, ndo necessariamente constantes
em todos os efeitos niveis, permitem um calculo utilizando pares para determinar a dose
equivalente a um ou outro agente e os efeitos usando o equivalente na relacdo dose-resposta
do composto de referéncia (Tallarida, 2001). Desta forma, a atividade de extratos antifungicos
vegetais pode ser melhorada por meio da combinacgéo entre diferentes substancias de diversas
plantas. Através dos estudos de sinergismo é possivel validar e confirmar presenca de
interacfes demonstradas entre extratos de diferentes plantas e também entre componentes de
um mesmo extrato (Biavatti, 2009).

Em uma investigacdo realizada por Yamada e colaboradores verificou-se que a
monoterapia com voriconazol ou anfotericina B lipossomal, ambos indicados para o
tratamento de aspergilose invasiva, apresentava baixa resposta durante o tratamento da doenca
(YYamada et al.,2010). Quando estas foram associadas a micafungina, ambas tiveram um efeito
potencializado contra a infec¢do. A associacdo de drogas também foi estudada em isolados de

casos de infecgdes disseminadas causadas por T. asahii, sendo avaliada a atividade
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antifangica de voriconazol, caspofungina e anfotericina B isoladamente e em combinacao.
Melhores resultados foram obtidos com a associacdo de caspofungina e anfotericina B,
sugerindo que o tratamento com farmacos combinadas pode ser uma alternativa

terapeuticamente til (Li et al., 2010).

1.6. Protedmica

Os mecanismos de acdo de muitos compostos com atividade antifingica de fontes
vegetais ainda ndo foram elucidados. Uma estratégia seria a utilizacdo de sistemas
protedmicos para prospeccao de novos alvos moleculares (Sleno & Emili, 2008).

O termo proteoma foi introduzido no inicio dos anos 90 por Wilkins para indicar a
proteina total e complementar expressa pelo genoma de uma célula, tecido ou organismo
(Wilkins & Pasquali et al., 1996; Wilkins & Sanchez et al., 1996). O proteoma celular é muito
complexo, formado por um grande nimero de proteinas que variam conforme o contexto,
momento ou evento metabdlico ao qual estd submetido o organismo (Wilkins, et al, 1995). As
analises protedmicas tornaram-se muito importantes no campo funcional do genoma,
principalmente devido ao conhecimento adquirido dos varios genomas sequenciados.
Entretanto estas informacdes ndo foram suficientes para explicar os eventos bioldgicos e
encontrar alvos para novos farmacos (Anderson & Seilhamer, 1997). As analises protebmicas
requerem uma grande variedade de técnicas analiticas incluindo separacfes eletroforéticas e
espectrofotometria de massas para identificagdo. Sua aplicacdo pode ser na identificacdo de
biomarcadores na pesquisa clinica, analise da interacdo entre as proteinas, modificagdes pos-
traducionais, além da identificacdo de alvos terapéuticos potenciais (Westermeier et al, 2005).
A Bioinformaética e a Bioestatistica sdo essenciais para tais avaliacbes, bem como para o
delineamento dos dados gerados (Smith et al., 2009).

A protedmica tornou-se uma tecnologia relevante para o estudo de microrganismos,
tecidos, organelas celulares ou células. Varias abordagens tém sido usadas para estudar, por
exemplo, o desenvolvimento do tumor, descoberta de biomarcadores (Acero et al., 2011) para
orientar a terapia alvo molecular e monitorar a atividade e resposta terapéutica a um grande
numero doencas (Rifai et al., 2006).

A protedbmica possui diversas aplicaces e finalidades na area microbioldgica. Um

exemplo é a analise de componentes de superficie do Aspergillus fumigatus na identificacao



31

de candidatos protéicos para a producédo de vacinas e novas macromoléculas alergénicas (Asif
et. al., 2006). Outros proteomas além de fungos tém sido estudados. Os pesquisadores
Caldelari e seus colaboradores analisaram o proteoma de Streptococcus gordonni, por
eletroforese bidimensional e verificaram que o microrganismo resistente apresentou duas
proteinas com intensidade aumentada, as quais mostraram relacdo com resisténcia a penicilina
(Caldelari et al., 2000).

Assim, no presente trabalho se buscou novas substancias com atividade contra as
espécies de fungos dermatofiticos mais prevalentes a partir de ésteres do acido protocatecuico.
Além disso, também se pretendeu verificar o efeito de combinagdes destes com farmacos
antifngicos utilizado no tratamento destas infecgdes. Também foi utilizada a abordagem
protedmica a fim de realizar a detec¢do de novos alvos terapéuticos potenciais e elucidar o0s
mecanismos de acdo de moléculas por meio da verificacdo das proteinas diferencialmente

expressas apés contato com esses compostos.
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2. JUSTIFICATIVA

E sabido ser o Brasil um pais rico em biodiversidade com enorme potencial de
desenvolvimento biotecnoldgio nas mais diferenciadas linhas de produtos, principalmente os
farmacologicos. Produtos naturais bioativos s@o o ponto de partida para o desenvolvimento de
novos farmacos, sintese dessas substancias e de derivados planejados, permitindo que se
identifique o farmacdforo e possibilitando o planejamento de farmacos sintéticos. De acordo
com a revisdo bibliografica elaborada para essa pesquisa, 0s estudos com extratos e
substancias derivadas de produtos naturais descrevem apenas sua poténcia, ndo aprofundando
0s estudos no sentido de reconhecer e validar alvos para elucida¢do do mecanismo funcional
dos principios ativos. Assim, no presente projeto foi realizada a bioprospeccéo de ésteres do
acido protocatecuico. Foi avaliado também o sinergismo entre esses derivados sintéticos na
busca de novos farmacos combinados com atividade que mimetizem concentracao
anteriormente toxica. Verificou o perfil de proteinas do isolado clinico de T. rubrum antes e
apos o contato com terbinafina e protocatecuato de nonila a fim de elucidar as provaveis
proteinas- alvo. A importancia dessa anélise pode gerar a identificacdo de novos alvos
interessantes neste grupo de fungos e na pesquisa de novos protétipos fungitoxicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Avaliar atividade anti-dermatofitica e sinérgica do acido protocatecuico e seus ésteres,
caracterizar as propriedades bioldgicas destes e verificar perfil protéico das células fangicas

antes e ap6s o contato com substancias que apresentaram maior poténcia.

3.2. Objetivos Especificos

o Realizar a bioprospec¢do de derivados sintéticos do acido protocatecuico, avaliando
atividade antifungica;

e Avaliar a interacdo entre protocatecuatos e farmacos antifungicos;

o Realizar testes de citotoxicidade dos protocatecuatos selecionados;

e Realizar a avaliacdo do perfil protéico total e diferencial para futura caracterizagéo e
identificacdo das proteinas que tiverem sua expressdo modificada quando em contato
com composto sintético do acido protocatecuico e droga de referéncia utilizada no

tratamento das dermatofitoses;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencéo dos compostos (1-16)

Os compostos foram cedidos por meio do projeto Biota-FAPESP e Bioprospecta-
Fapesp, em associacdo com grupo de pesquisa da Dra. Dulce H. S. Silva e Dr. Luis O.
Regasini, do Instituto de Quimica da UNESP-Araraquara.

4.1.1. Sintese dos protocatecuatos (2-15)

Uma aliquota de 3,0 mL de uma solucdo de N, N —dicicloexilcarbodiimida (DCC, 1,0
mmol) em dioxano anidro foi adicionada, na temperatura de 5°C, a uma solucao de 0,2 mmol
de acido protocatecuico (1) e 20 mmol dos respectivos alcoois n- alquilicos em 6,0 mL de
dioxano anidro. O meio reacional foi mantido sob agitagcéo durante 48 horas, sendo o solvente
evaporado sob pressdo reduzida. O residuo foi lavado com acetato de etila (3x) e filtrado. O
filtrado foi submetido a extracdo liquido — liquido com uma solucgéo saturada de acido citrico
(3 x) e, posteriormente, com solucdo saturada de bicarbonato de sodio (3x). A fase organica
foi seca em sulfato de magnésio anidro e evaporada sob presséo reduzida. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica eluida com diferentes misturas de
hexano e acetato de etlila, fornecendo os ésteres alquilicos planejados (2-15) (Ximenes et al.,
2010).

4.1.2. Sintese do acido 3,4 —diacetoxibenzdico (16)

Para a sintese do derivado acilado (16), o acido protocatecuico (1) foi dissolvido em
10,0 mL de piridina anidra e anidrido acético (1:1) sob atmosfera inerte de gas hidrogénio. O
meio reacional foi mantido sob agitacéo por 48 horas a temperatura ambiente, sendo seco sob

pressao reduduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna eluida com
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cloroférmio: metanol (85:15), redendo o acido protocatecuico acilado (16) (Morais et al.,
2010).

4.1.3. Dilui¢éo dos compostos

Para diluicdo dos compostos sintéticos foram utilizados microtubos tipo Eppendorf e
como diluente utilizou-se DMSO, solubilizados com o auxilio do vortex. Foram realizados
calculos para determinacdo da quantidade de cada substancia testada para que a concentracdo
inicial na placa de microdilui¢do fosse 250 pug/mL.

Para os experimentos realizados neste trabalho foram preparadas solugdes de
antifangicos, que foram diluidos conforme preconizado o documento M38-A proposto pelo
CLSI (2002) com algumas modificacdes.

O fluconazol foi diluido em &agua estéril para preparo da solucdo-estoque, a
griseofulvina e terbinafina foram dissolvidos em DMSO. Apds as diluicbes conforme
recomendacdes do protocolo M38-A foram obtidas para fluconazol solugbes com
concentracdes finais de 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,125 ug/mL em RPMI. Para a
griseofulvina e terbinafina, foi obtido concentragdes finais de 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625, 0,0313 e 0,0156 ug/mL em RPMI.

4.2. Cultivo dos dermatofitos

Neste estudo foram selecionados dois isolados clinicos de T. rubrum, denominados
Trl e Tr2, uma cepa ATCC T. rubrum ATCC MYA 3108 (Tr3), dois isolados clinicos de T.
interdigitale (Tm1 e Tm2), T. interdigitale ATCC 40131 (Tm3). A manutengdo de todas as
cepas foi realizada por repiques periodicos. Os dermatdfitos foram cultivados em Agar
Sabouraud Dextrose (Difco TM) por 7 dias, a temperatura ambiente. As caracteristicas dos
dermatofitos estdo descritas a seguir.
Trl e Tr2: Cepas pertencentes a micoteca do Laboratério de Micologia do Departamento de
Anédlises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), previamente isoladas a partir dos exames de rotina encaminhados ao mesmo

laboratorio.
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Tr3: Linhagem isolada de paciente com dermatofitose, (ATCC MYA-3108) cedida
gentilmente pela Profa. Dra. Ana Lucia Fachin da Unidade de Biotecnologia (UNAERP),
antes da ruptura do gene TruMDR2.

Tm1l e Tm2: Cepas pertencentes a micoteca do Laboratdrio de Micologia do Departamento de
Anélises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), previamente isoladas a partir dos exames de rotina, foram encaminhadas ao mesmo
laboratorio.

Tm3: Cepa de T. interdigitale ATCC 40131, pertencente a micoteca do Laboratério de
Micologia do Departamento de Analises Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista (UNESP).

4.3. Preparo do indculo

Apbs o crescimento de 7-10 dias em temperatura ambiente, em tubos contendo Agar
Sabouraud Dextrose (ASD), as coldnias fangicas foram cobertas com 5 mL de salina estéril
(NaCl 0,85%). Os esporos foram suavemente suspendidos com o auxilio de uma alga em anel
descartavel e depois transferidos para um tubo estéril onde permaneceram por 30 minuntos,
com o objetivo de se obter a separacdo dos microconideos. A partir desta suspenséo, foi
realizada a contagem dos esporos em Camara de Newbauer, com o objetivo de se obter um
inoculo final com 5 x10° UFC/AmL.

4.4. Avaliacdo da suscetibilidade de dermatdéfitos aos antifiingicos pela técnica de
microdiluicio

Para posterior determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi utilizada
adaptacdo da metodologia segundo o CSLI M38-A (2002), com modificacdes. Para tanto,
nesta técnica foram utilizadas microplacas de 96 pogos. O meio de cultura utilizado foi o
RPMI com 2% de glicose tamponado com MOPS pH 7,2. A coluna 1 foi utilizada para
controle negativo do teste, contendo assim apenas meio de cultura (200 pL). A partir da
coluna 2 até 11, nas fileiras A a H, foram colocadas dilui¢fes decrescentes dos compostos em
estudo. Na coluna 2, colocou-se 0 RPMI suplementado com 2% de glicose em quantidade

calculada previamente de acordo com a concentracdo do composto diluido em DMSO.
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Colocou-se entdo a substancia na coluna 2, sendo que o volume final nesse poco foi de 200
uL. Posteriormente na coluna 2 foram retirados 100 pL e repassados a coluna 3 e assim
sucessivamente até a coluna 11 para a qual foram retirados 100 pL e descartados, obtendo-se
entdo a diluicdo do composto sintético. Por fim, foram colocados 100 uL da suspenséo de
células na concentraco de 5,0 x 10° UFC/mL em cada poco, nas colunas 2-12.

Foi feito também o controle com os farmacos, colocando 100 pL da suspenséo de
células em cada pogo na coluna 2 a 11. Posteriormente, foram adicionados 100 puL do
antifangico em suas respectivas diluices conforme determinado na portaria M 38- A do
CSLI. As placas foram incubadas a 35°C e a leitura foi feita depois de 168 horas. Foi
realizada leitura visual e espectrofotométrica a 490 nm. Utilizou-se o indicador de viabilidade
celular (AlamarBlue®) para confirmacdo da CIM. Para os derivados azélicos a CIM foi
definida como a concentracdo que apresentou uma inibicdo de 50% e para a terbinafina e
griseofulvina, uma inibicdo de 80% do crescimento fungico, comparadas ao controle do
inéculo. CIMsy e CIMgy foram definidas como as CIMs capazes de inibir 50% e 80% dos

isolados, respectivamente.

4.5. Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

A determinacdo da Concentragcdo Fungicida Minima foi realizada em placa de Petri
contendo agar Sabouraud. A placa de Petri foi previamente demarcada de acordo com as
posicdes das diluicbes dos compostos e controles positivos na placa de microdiluicdo. Uma
aliquota do contetdo dos pocos da placa de microdiluigdo foi transferida com auxilio de um
palito estéril para o respectivo local na placa de Petri. Apds 96 horas de incubacdo a 35°C, foi
verificado o crescimento de colonias e as respectivas concentracfes. Foi determinada como
CFM, ou seja, a menor concentracdo do composto em estudo ou farmaco antifingico em

situacdo tal que ndo tenha ocorrido o desenvolvimento dos microrganismos.
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4.6. AvaliacOes das Associagdes

As associagdes entre os protocatecuatos e farmacos antifungicos foram estudados
empregando os meétodos do tabuleiro de xadrez e associacdo equimolar. O método do
tabuleiro do xadrez foi empregado para o estudo com os farmacos fluconazol e griseofulvina,

enguanto a associagao quimica foi utilizada para os estudos com miconazol e nistatina.

4.6.1. Método do tabuleiro de xadrez

O método do “tabuleiro de xadrez” foi baseado no procedimento estabelecido pelo
CLSI. A técnica de microdiluicdo em caldo para o teste de sensibilidade antifungica foi
executada (CLSI, 2002). O meio de cultura utilizado foi 0 RPMI-1640 com L-glutamina sem
bicarbonato de sodio e acrescido de 2% de glicose, tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,2.
Em cada orificio da microplaca, foram adicionados 50 uL de cada composto em dosagem 4
vezes a concentracdo final, nas fileiras de A a G e colunas de 2 a 11. A anélise combinatdria
foi realizada envolvendo as associacdes entre protocatecuatos e farmacos antifungicos. Por
exemplo, as concentracdes finais do agente antifungico griseofulvina variaram de 0,0625
ug/mL & 0,0007 ug/mL e para o protocatecuato de nonila variaram de 15,6 pg/mL a 0,03
ng/mL. Em cada poco foram adicionados 100 L de suspenséo fangica (5,0 x 10° UFC/mL);
como controle negativo foram utilizados 200 uL de RPMI (coluna 1 orificio A até D) e, para
controle positivo, 100 uL de RPMI com 100 pL de indculo (coluna 1 orificio E até H ). Na
coluna 12 foi colocado o fluconazol, utilizado como controle de droga e, na linha H orificio 2
até 11, foi colocado somente o protocatecuato de nonila, e adicionaram-se 100 pL de indculo
em todos os orificios; assim se obteve a CIM individual de cada substancia. As concentracoes
finais em pg/mL das duas substancias associadas podem ser visualizadas na figura 2. As
placas foram incubadas a 35°C e a leitura foi feita apds 168 horas. Foram realizadas leituras

visuais e espectrofotométricas a 490 nm.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C- 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,25
15,6 78 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 0,06 0,03

C- 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 0,031 125
15,6 7.8 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 0,06 0,03

C- 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,0625
15,6 7.8 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 0,06 0,03 CIM

C- 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,0312
15,6 7.8 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 0,06 0,03

G 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,015
15,6 7.8 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 \ 0,06 0,03

G 0,0015 0,0015 0,0015 0,0015 0,0015 0,0015 | 0,0015 | 0,0015]| | 0,0015 | 0,0015 0,007
15,6 7.8 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 \ 0,06 0,03

G 0,0007 0,0007 0,0007 0,0007 0,0007 0,0007 | 0,0007 | 0,0007 |\ 0,0007 | 0,0007 0,003
15,6 7.8 39 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 0,06 0,03

(CA+ 62,5 31,2 15,6 78 3,9 1,95 0,97 0,48 0,24 0,12 0,001

CIM / \
/ \
CIM da combinacéo
CIM da nonila

CIM da griseofulvina

Figura 2. Exemplo de esquema de combinagdo de compostos na placa de microdilui¢do de 96
pocos. Teste combinatério com griseofulvina (em negrito) e protocatecuato de nonila (em
italico). C-: Controle Negativo; C+: Controle Positivo. * CIM e CIM Concentragdo Inibitoria
Minima de griseofulvina e do protocatecuato de nonila, respectivamente.

Para verificar o efeito combinatdrio da griseofulvina e protocatecuato de nonila, adotou-

se 0 indice de concentracdo inibitdria fracionada (ICIF), o qual pode ser sinérgico, aditivo,

indiferente ou antagbnico (Johnson et al., 2004). Para o célculo do IFIC seguiu-se a férmula:

ICIF = a/lb + alc, onde; a = CIM (protocatecuato + farmaco antifingico), b = CIM

(protocatecuato) e ¢ = CIM (farmaco antifingico).
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4.6.2. Associagdo equimolar

A associacdo equimolar foi realizada por meio da mistura simples dos pds, segundo as
respectivas massas molares, miconazol (MM =416 g/mol) e nistatina (MM= 926 g/mol).
Exemplo geral; para a associacdo equimolar de miconazol (MM = 416 g/mol) +
protocatecuato de dodecila (MM=322 g/mol), foram misturados 4,2 mg de miconazol e 3,2
mg de protocatecuato de dodecila. Dessa forma, a mistura final apresentou em 7,4 mg (4,2 mg
+ 3,2 mg), quantidades similares do protocatecuato em estudo e o farmaco antifingico, ambos
em pmol.

A associagédo entre os protocatecuatos, miconazol e nistatina foi classificada segundo
os valores de indice de concentracdo inibitdria fracionada (IFIC) de modo semelhante aquele
empregado para a analise de associacdo entre protocatecuatos, fluconazol e griseofulvina
(método do tabuleiro de xadrez).

A classificacdo da associacdo equimolar foi definida como antagonica, indiferente,
aditiva e sinérgica. Foi realizada segundo os valores de ICIF de modo idéntico aquele
utilizado para os estudos utilizando o método do tabuleiro de xadrez.

Para avaliacdo das combinagdes pelo método de tabuleiro de xadrez e associacao
equimolar utilizou-se as seguintes classifica¢fes: sinérgica quando o ICIF é menor ou igual a
0,5; aditiva quando ICIF é maior que 0,50 e menor/igual a 1,0; indiferente quando ICIF é

maior que 1 e menor/igual 4; e antagénica quando ICIF é maior 4,0 (Johnson et al., 2004).

4.7. Tratamento das células fungicas e extracéo de proteinas

Os fungos filamentosos foram cultivados em meio YEPD na concentragdo de 5 x 10°
UFC/mL e incubado em temperatura ambiente durante 7 dias até atingirem a fase log da curva
de crescimento. Entdo foi adicionada terbinafina em uma concentracdo 50 vezes superior a
CIM previamente determinada ficando em contato por mais 7 dias. O mesmo procedimento
foi realizado para o protocatecauto nonila na concentracdo 10 vezes acima da CIM. O cultivo
foi lavado com &gua destilada para a retirada do meio de cultura e do extrato. Ao “pellet”
foram acrescidos 5 mL da solucdo 10 mM Tris-HCI e triturado em nitrogénio liquido. O

“pellet” foi colocado em contato com solucdo desnaturante composta por uréeia 4 M, SDS 2%,
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[-mercaptoetanol 2% segundo Pendrak, et al., (2000). Como controle foram usados os fungos
filamentosos cultivados em meio YEPD e ndo entraram em contato com o0s demais

compostos.

4.7.1. Doseamento proteico

A dosagem das proteinas apds a extracdo foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976). Aliquotas de 100 puL de amostra foram adicionadas em 5 mL do reagente
diluido (1:4) em tubos e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. Na sequéncia foi
feita a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. As concentracfes das proteinas foram
calculadas por meio da comparacdo com uma curva-padrdo e realizados os célculos para

obtencédo de 600 ug de proteina por mL.

4.7.2. Analise do perfil protéico por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

Os perfis protéicos foram analisados quanto a sua alteracdo ap0s a exposicao a
terbinafina e ao protocatecuato de nonila por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio, SDS-PAGE, sob condicdes redutoras, utilizando sistema de tampéo
descontinuo de Laemmli, (1970) e Studier, (1973).

4.7.3. Eletroforese Bidimensional

4.7.3.1. Focalizacao Isoelétrica (Primeira dimensao)

As proteinas foram separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico (pl), sendo

submetidas a focalizacdo isoelétrica, utilizando-se o sistema Ettan IPGphor 3 (GE
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Healthcare). As fitas utilizadas para a caracterizacdo das proteinas presentes na amostra foram

de 13 cm de comprimento, ndo lineares, com gradiente de pH variando de 3-10.

4.7.3.2.  Preparo da amostra

De acordo com os calculos realizados durante a dosagem pelo método de Bradford,
pipetou-se o0 volume adequado de amostra e adicionou-se TCA 10% em acetona, para
realizacdo da precipitacdo, a qual foi feita a 4 °C durante 12 horas. Em seguida, foi
centrifugada a amostra a 10.000 RPM por 15 minuntos, trés vezes com acetona 90%. Depois
de lavar trés vezes descartou-se a acetona e adicionou-se De-Streak, IPG Buffer e solugédo de
reidratacdo, até total dissolucao.

As fitas foram reidratadas com 250 uL de amostra, a qual contém 600 pg de proteina,
durante 10-20 horas, em temperatura ambiente, no aparato adequado para reidratacdo
(Immobiline Dry Strip Reswelling Tray — GE Healthcare). As fitas foram cobertas com Cover
Fluid (GE Heathcare) evitando-se a evaporacao durante a reidratacao.

Em seguida, realizou-se a focalizacdo de acordo com as seguintes condic¢des: 500V por
1 hora, 1000V por 1 hora, 8000V por 2 horas e 30 minutos, 8000V por 30 minutos. Apos a
focalizacdo, as fitas foram retiradas do aparelho e armazenadas & temperatura de —80°C.

4.7.3.3. SDS-PAGE (Segunda dimensao)

Apos a focalizagdo isoelétrica, as fitas foram mantidas por 20 minutos em solucéo de
equilibrio com 100 mg DTT e, em seguida, por mais 20 minutos em outra solucdo de
equilibrio com 250 mg de iodacetamida, solugdes de reducdo e alquilacéo, respectivamente. A
segunda dimensao, que foi realizada para a separacdo das proteinas de acordo com a massa
molecular, foi em gel de poliacrilamida 12,5 % de acordo com Laemmli, 1970. As fitas foram
inseridas sobre o gel de acrilamida e fixadas com uma solucdo de agarose 0,5 % (m/v). A
separacao eletroforética foi realizada a 10 °C, sendo que no primeiro estagio foi utilizada uma
corrente de 15 V por 15 minutos e, no segundo estagio, uma corrente de 30 V por gel durante,

aproximadamente, 4 horas.
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4.7.4. Revelacdo do gel pelo azul de Comassie

Apos a eletroforese, os geéis controle e com perfil protéico da terbinafina e nonila,

foram corados com Coomassie Azul Brilhante G-250 segundo Neuhoff et al., (1988).

4.8. Teste de citotoxidade - MTT

A citotoxicidade do acido protocatecuico e seus ésteres foi avaliada por MTT [-3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio]. Foram utilizados macrdfagos alveolares de
camundongos (AMJ2-C11) (Banco de Células do Rio de Janeiro). Estas foram cultivadas em
garrafas de plastico em DMEM (Sigma®), suplementadas com soro fetal bovino (SFB) 10% e
antibioticos sob a temperatura de 36,5 °C. A concentracdo de 10 x 10° células/mL foi
utilizada para formacéo de células em monocamada. Os protocatecuatos foram mantidos em
contato com as células por 24 horas. Apos o periodo de incubacdo, as células foram tratadas
com o reagente MTT (Sigma-Aldrich®) e incubadas novamente por mais 4 h. Apés a
formacdo de “cristais de formanza” adicionadou-se 100 uL de isopropanol para solubilizar o
precipitado e permitir a leitura do resultado, alterando a média de cor (Mosmann, 1983). A
absorbancia de *“formazana” foi mensurada pelo leitor de ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay) em 560 nm. Como um teste controle positivo foi usado cisplatina.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo da atividade antifangica dos compostos sintéticos esterificados

Na tabela 1 estdo resumidos os resultados do coeficiente de particdo atraves do log P
(logaritmo do coeficiente de particdo em um sistema bifasico) (Leal et al., 2009), atividade in
vitro do &cido protocatecuico e seus ésteres frente as espécies de dermatdfitos. Para cada
protocatecuato foi calculado aos diferentes valores de CIM e CFM, estabelecendo a relagao
entre lipofilicidade e atividade antiflngica. Este estudo foi realizado a fim de indicar
caracteristicas quimicas responsaveis pela atividade bioldgica, incluindo a importancia de
grupos hidroxila livres e o comprimento da cadeia lateral. O &cido protocatecuico mostrou
atividade fraca contra Trichophyton spp. (CIMs entre 125 e 250 ug/mL) e o seu derivado
acilado diacetato benzéico mostrou-se totalmente inativo (CIM > 250 ug/mL). No entanto, a
presenca dos grupos hidroxila mostrou-se ser necessaria, mas nao suficiente para um efeito
antifangico potente. Os ésteres mais potentes possuiam uma largura de seis a nove carbonos
na cadeia alquilica lateral, como observado entre os protocatecuatos de hexila, heptila, octila e
nonila. A poténcia aumentou com o nimero de carbonos na cadeia lateral até atingir um ponto
méaximo. Neste caso depois de nove carbonos os compostos perderam significantemente a
atividade, fenémeno conhecido como efeito de corte ou “cutoff effect” (Kubo et al, 2002).
Todos os resultados indicaram uma correlagcdo clara e positiva entre os valores de CIM,
comprimento da cadeia alquilica e sua contribuicdo para lipofilicidade. Trichophyton
mentagophytes (Tm2), teve o menor valor de CIM (0,97 ug/mL). Para as cepas T. rubrum, o
protocatecuato de heptila demonstrou um valor de MIC igual a 1,95 ug/mL. O protocatecuato
de octila mostrou alta poténcia contra T. rubrum MYA 3108 (Tr3), exibindo um valor de
CIM de 0,97 ug/mL. Para as cepas Trl e Tr2, esse composto apresentou CIM de 1,95 e 7,8
ug/mL, respectivamente. Para o protocatecuato de nonila o melhor resultado foi mostrado
paraas cepas Trle Tr3, coma CIM de 1,95 ug/mL.
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5.1.1. Avaliacao da atividade antifungica dos compostos sintéticos esterificados

Tabela 1. Tabela representativa contendo o calculo do coeficiente de particdo, a CIM e CFM dos protoctecuatos frentes aos seis isolados.

Dermatofitos
Protocatecuatos log P R Trl Tr2 Tr3 Tml Tm2 Tm3

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Acido protocatecuico ) 0,81 H 250 250 250 250 250 250 250 >250 >250 >250 125 125
Acido 3,4-diacetoxibenzdico ) 0,76 = 250 250 >250 >250 >250 >250 250 250 >250 >250 250 250
Protocatecuato de metila 3) 1,08 CHs 625 625 31,2 312 31,2 312 62,5 250 625 625 31,25 625
Protocatecuato de etlia 4) 1,41 CH,CH3 312 312 31,2 312 31,2 312 31,2 625 312 312 3125 125
Protocatecuato de propila (5) 1,90 (CH2).CH; 156 156 31,2 312 31,2 312 156 625 625 625 156 312
Protocatecuato de butila (6) 232 (CHz):CH; 156 156 780 7,80 780 780 780 625 156 156 156 156
Protacatecuato de pentila 7 2,73 (CHz)«.CH; 7,80 7,80 780 7,80 780 7,80 39 156 780 7,80 780 156
Protocatecuato de hexila ®) 3,15 (CH2)sCHs 390 3,90 195 3,90 390 390 195 390 39 390 390 7,80
Protocatecuato de heptila 9) 357 (CH2)sCHs 195 195 19 195 19 195 195 39 097 097 390 3,90
Protocuato de octila (10) 3,99 (CHz):CH; 195 195 780 7,80 097 097 195 3,90 195 1,95 390 3,90
Protocuato de nonila (11) 4,40 (CH2)sCHs 195 195 390 3,90 195 1,95 390 39 39 390 390 3,90
Protocatecuto de decila (10) 4,82 (CHz)CHs 39 39 39 39 39 3% 78 78 39 39 390 39
Protocatecuto de dodecila (13) 5,65 (CHz)uCH;  >250 >250 125 125 >250 >250 250 250 625 625 31,25 625
Protocatecuato de tetradecila (14) 6,49 (CH)uCHs  >250 >250 125 125 >250 >250 >250 >250 125 250 >250 >250
Protocatecuato de hexadecila (15) 732 (CHusCHs  >250  >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Protocatecuato de octadecila (16) 8,16 (CHz)»CH;  >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
Griseofulvina = 0,0312 0,0625 0,0625 0,0625 0,125 0,125

Célculo do coeficiente de particdo ( Log P) dos protoctecuatos; Concentracdo Inibitéria Minima (CIM); Concentracdo Fungicida Minima (CFM), isolados clinicos de T. rubrum (Trl e Tr2); T. rubrum ATCC MYA
3108 (Tr3), isolados clinicos de T. interdigitale (Tm1 e Tm2) e T. interdigitale ATCC 40131 (Tm3). Os niimeros entre parénteses sao as numeracdes de cada composto. O teste foi realizado em quintuplicata, em
experimento independente.
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Os resultados revelaram que dos 16 compostos testados, 10 (62,5%) tiveram atividade
potente contra dois isolados clinicos de T. rubrum (Trl e Tr2), T. rubrum MYA 3108 (Tr3) e
Tml (tabelas 2 e 3) e 11 (68,7%) contra o isolado clinico T. interdigitale ATCC 40131 (Tm3)
(tabela 3). Os valores de referéncia de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foram
considerados como inferiores 62,5 ug/mL. Com relacdo a griseofulvina, os valores
encontrados foram MIC 0,0312 pug/ml para Trl; 0,0625 pg/mL para Tr2, Tr3 e Tml; 0,125
pg/mL paraTm2 e Tma3.

Tabela 2. Concentracao inibitoria minina In vitro (CIM%) e concentragédo fungicida
minima (% CFM) do &cido protocatecuico e seus ésteres para Trl, Tr2 e Tr3.

Dermatofitos

Trl Tr2 Tr3
Concentracdes CIM % CFM % CFM % CFM % CFM % CFM %
(ug /mL)
0,97- 62,5 10 (625%) 10 (62,6%) 10 (625%) 10 (62,5%) 10 (625%) 10 (62,5%)
125- 250 2 (12,5%) 2 (12,5%) 3(18,7%) 3 (18,7%) 1 (6,25 %) 1 (6,25%)
>250 4(25%) 4 (25%) 3(18,7%) 3(18,7%) 5(31,2%) 5 (31,2%)
Total 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%)

Tabela 3. Concentracéo inibitéria minima In vitro (CIM%) e concentracao fungicida minima
(CFM%) do acido protocatecuico e seus ésteres para Tml, Tm2 e Tm3.

Dermatofitos

Tml Tm2 Tm3
Concentracdes CIM% CFM % CIM % CFM % CIM% CFM %
(ug /mL)
0,97-62,5 10 (62, 5 %) 9 (56, 2%) 11(68,7%) 11 (68,7%) 11 (68,7 %) 11 (68,7%)
125- 250 3(18,7%) 3 (18,7%) 1 (6,25 %) 1 (6,25%) 2(125%) 2 (12,5%)
>250 3 (18,7%) 4(25,0%) 4(250%)  3(25,0%) 3(18,7%) 3 (18,7%)
Total 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%) 16 (100%)

O espectro da atividade antifungica de todos o0s compostos sintéticos dos
protocatecuatos testados contra as seis linhagens de dermatofitos estd demonstrada na figura
3, onde observou-se a atividade especifica para cada linhagem de dermatéfitos. Nota-se que
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os valores de CIM correspondem a CFM em geral e que ha uma tendéncia a serem mais ativos
contra a espécie T. rubrum na concentracdo de 0,97-1,95 pg/mL, porém, a maioria dos

compostos apresenta atividade antifungica forte contra ambas as espécies.



Figura 3. Valores de CIM e CFM dos protocatecuatos contra duas espécies de Trichophyton spp.
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5.2. Avaliacéo da atividade combinatoria de fluconazol e protocatecuatos

Os valores de CIF (concentracdo inibitoria fracionada) de fluconazol e dos protocatecuatos de
pentila (7), hexila (8), heptila (9), octila (10) e nonila (11) estéo representados na tabela 4. As
combinacg0es de fluconazol e protocatecuatos de pentila, hexila, heptila, octila e nonila foram
testadas frente a trés linhagens de dermatofitos, por meio da técnica de checkerboard. Quando
as combinacOes foram analisadas individualmente (tabela 4), quase todas (FLU+7; FLU+8;
FLU+9; FLU+ 10; FLU+ 11) foram aditivas. A combinacdo FLU+8 demonstrou-se
indiferente para Trl. Para Tm2 todas as combinacdes foram aditivas. O protocatecuato de
heptila associado ao fluconazol (FLU+ 9) demonstrou atividade sinérgica para Tm3 e
aditividade para as demais associagOes (FLU+7; FLU+8; FLU+10 e FLU+11).
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Tabela 4. Atividade de fluconazol combinado com os protocatecuatos de pentila (7), hexila (8), heptila (9), octila (10) e nonila (11) contra cepas

de dermatofitos (ug/ml).

Fungos  CIM (ug/mL) FIC index (tipo de associacdo) Reducéo
Composto sozinho Composto combinado
FLU 7 8 9 10 11 FLU+7 FLU+8 FLU+9 FLU+10 FLU+11 FLU+7  FLU+8 FLU+9 FLU+10 FLU+11 FLU+7 FLU+8 FLU+9 FLU+10 FLU+11
Trl 20 78 39 19 19 19 012780 200048 01219 200006 200003 10(A) 11() 10(A) 10(A) 10(A) 1ix 0x 17x 0x 0x
0x 8x 0x 32x 64x
Tm2 10 39 19 39 19 39 100003 100003 100003 100003 100003 10(A) 10(A) 10(A) 10(A) 10(A) 0x 0x 0x 0x [
129x 129x 129x 129x 129x
Tm3 05 78 39 39 39 39 050-003 012-1,9 012-097 01219 050003 10(A) 072(A) 048(S) 072(A) 10(A) 0x 32x 32x 32x 0x
258x 2x 4x 2x 129x

Efeito sinérgico (S), aditivo (A), indiferente (I). Trl- T. rubrum, Tm2- T. interdigitale isolado clinico e Tm3- T. interdigitale ATCC 40131.
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5.3. Avaliacdo da atividade combinatdria de griseofulvina e protocatecuato de nonila

As combinac6es de griseofulvina e nonila foram avaliadas contra seis linhagens de
dermatdfitos. O resultado da combinacgéo de griseofulvina e protocatecuato de nonila
demonstrou que houve atividade sinérgica frente a Trl e Tr2. Para as demais linhagens Tr3,
Tm1, Tm2 e Tm3 a associacdo mostrou atividade aditiva.

Tabela 5. Valores de CIM da griseofulvina e do derivado nonila testados por uso simples e
combinados contra os isolados de dermatofitos (ug/mL). O indice combinado fracionado

(ICIF) das duas substancias também esta representado na tabela.

CIM (ng/ml)
Dermatofitos CIM CIM da combinagdo FICI (interp.) Reduco
(composto sozinho)
Griseo 11 Griseo 11 Griseo + 11
Trl 0,0312 3,90 0,0030 0,12  0,12(S) 10x  32x
Tr2 0,0625 3,90 0,0300 0,03 0,48 (S) 2X 129x
Tr3 0,0625 1,95 0,0007 1,95 1,0 (A) 89 x 0x
Tml 0,0156 3,90 0,0007 3,90 1,0 (A) 22X 0x
Tm2 0,0625 3,90 0,0007 3,90 1,0 (A) 89x 0x
Tm3 0,125 3,90 0,0007 3,90 1,0 (A) 170x  Ox

Efeito sinérgico (S), aditivo (A).
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5.4. Avaliacdo da atividade antifungica da combinacgéo equimolar de miconazol e
protocatecuatos

Os resultados da combinacéo equimolar de miconazol e os protocatecuatos de pentila,
hexila, heptila, nonila, dodecila, tetradecila, hexadecila e octadecila na proporcéo equimolar
(1:1) estdo representados na tabela 6. Quando se associou quimicamente 0s protocatecuatos
com miconazol, foram encontradas atividade antifungica sinérgica para Tm1l. Para Trl foram
encontradas duas interagcOes aditivas (protocatecuato de hexadecila + miconazol e
protocatecuato de octadecila + miconazol) e sinérgica para as demais associa¢fes. Para Tm3
houve cinco atividades indiferentes (protocatecuato de pentila + miconazol, protocatecuato de
hexila + miconazol, protocatecuato de dodecila + miconazol, protocatecuato de tetradecila +
miconazol, protocatecuato de hexadecila + miconazol), duas interacGes aditivas (heptila +
miconazol, nonila + miconazol). Interagdo antagonica foi evidenciada na associacdo

(octadecila + miconazol).



5.4.1. Avaliacao da atividade antifungica da combinacao equimolar de miconazol e protocatecuatos
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Tabela 6 - Atividade in vitro da combinagdo de miconazol com protocatecuatos de pentila (PEN), hexila (HEX), heptila (HEP), nonila (NON),

dodecila (DOD), tetradecila (TET), hexadecila (HEX) e octadecila (OCT) contra trés linhagens de dermatéfitos (ug/mL).

Composto sozinho Composto combinado FIC index Reducéo

Trl Tml Tm3 | Trl Tml Tm3 Trl Tml Tm3 Trl Tml Tm3
MCcz 0,25 0,25 0,25
PEN 7.8 39 78 0,03 (MC2) 0,03 (PEN) 0,015 (MCZ) 0,015 (PEN) 0,97 (MC2) 0,97 (PEN) 0,12 (S) 0,06 (S) 4,0 (1) 8x 260x 16x 260x * 8x
HEX 39 195 | 39 0,003(MCZ) 0,003(HEX) | 0,03 (MCZ) 0,03 (HEX) 0,97 (MCZ) 0,97 (HEX) 0,12 (S) 0,13 (S) 2.1 (I 83x  1.300x | 8x 65x * ax
HEP 1,95 1,95 39 0,0004 (MC2) 0,0004(HEP) | 0,03 (MCZ2) 0,03 (HEP) 0,97 (MC2) 0,97 (HEP) 0, 0018 (S) 0,13 (S) 4,1(A) 625x  4.875x | 8x 65x * 4x
NON 195 | 39 39 0,03(MCZ) 0,03(NON) 0,06 (MCZ) 0,06 (NON) 0,97 (MCZ) 0,97 (NON) 0,13 (S) 0,25 (S) 21 (A) 8X 65x ax 65x * ax
DOD >250 | 7.8 312 | 0,03(MCZ) 0,03(DOD) 0,03(MCZ) 0,03 (DOD) 0,48 (MCZ) 0,48 (DOD) | 0,12 (S)* 0,12 (S) 19(1) 8x * 8 260x 65
TET >250 | >250 | >250 | 0,015(MCZ)  0,015(TET) 0,03 (MCZ) 0,03 (TET) 0,48 (MCZ) 0,48 (TET) 0,12(S)* 0,12(S)° 1,92 ()7 16x * 8X * o *
HEX >250 | >250 | >250 | 0,007(MCZ)  0,007(HEX) 0,015 (MCZ) 0,015 (HEX) | 0,48 (MCZ) 0,48 (HEX) 0084 (A)° | 018(S)° | 192(1)° 35x * 16x * * *
oCT >250 | >250 | >250 | 0,007(MCZ)  0,007(OCT) 0,03 (MCZ) 0,03(0CT) | 0,97 (MCZ) 0,97 (OCT) 0084 (A)° | 036(S)° 11,6 (AN) ° | 35x * 8x * > *

# Para o célculo do FIC para os compostos dodecila (somente para Tr1), tetradecila, hexadecila e octadecila foi arbitrariamente definido na concentragéo de
125 pg/mL. Efeito sinérgico (S), aditivo (A), indiferente (1), antagonico (AN). * Dados néo calculados.
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5.5. Avaliacdo da atividade antifungica da combinacéo equimolar de nistatina e
protocatecuatos

Os resultados da combinacdo equimolar de nistatina e os protocatecuatos de pentila,
hexila, heptila, nonila, dodecila, tetradecila, hexadecila e octadecila estdo representados na
tabela 7. Quando se associou quimicamente os protocatecuatos de pentila, hexila, heptila,
nonila, dodecila, tetradecila, hexadecila e octadecila, foi encontrada apenas uma interagéo
aditiva entre dodecila e nistatina contra Tm1, para as demais associa¢fes foram evidenciadas
interagOes antagodnicas e indiferentes contra Trl, Tml e Tm3. Os resultados demonstraram
que este polieno ndo possui uma melhor acdo antifingica quando associada a oito

protocatecuatos diferentes.
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Tabela 7. Atividade in vitro de nistatina com protocatecuato de pentila (PEN), hexila (HEX), heptila (HEP), nonila (NON), dodecila (DOD),
tetradecila (TET), hexadecila (HEX) e octadecila (OCT) contra trés linhagens de dermatéfitos (ug/mL).

Composto sozinho Composto combinado FIC index

B Trl Tml Tm3 Trl Tml Tm3

Trl Tml Tm3

NIS 20 2,0 05
PEN 78 3.9 78 1,95 (NIS) 1,95 (PEN) 3,90 (NIS) 3,90 (PEN) 3,90 (NIS) 3,90 (PEN) 12 (I) 29 () 8.3 (AN)
HEX 3,9 1,95 3,9 1,95 (NIS) 1,95 (HEX) 3,90 (NIS) 3,90 (HEX) 3,90 (NIS) 3,90 (HEX) 1,4(1) 3.9(1) 8,8 (AN)
HEP 1,95 1,95 3.9 1,95 (NIS) 1,95 (HEP) 3,90 (NIS) 3,90 (HEP) 3,90 (NIS) 3,90 (HEP) 1,9(1) 3.9(1) 8.8 (AN)
NON 1,95 39 39 1,95 (NIS) 1,95 (NON) 1,95 (NIS) 1,95 (NON) 3,90 (NIS) 3,90 (NON) 1,9 (1) 14(1) 8.8 (AN)
DOD >250 | 7,8 31,2 0,97 (NIS) 0,97 (DOD) | 1,95 (NIS) 1,95 (DOD) 1,95 (NIS) 195(DOD) | 82(AN)® | LO(A) 40 (1)
TET >250 >250 >250 0,97 (NIS) 0,97 (TET) 3,90 (NIS) 1,95 (TET) 1,95 (NIS) 1,95 (TET) 8,2 (AN)? 1,98 (1) ? 19,5 (AN) 2
HEX >250 | >250 | >250 | 1,95 (NIS) 1,95 (HEX) | 7,80 (NIS) 7,80 (HEX) 3,90 (NIS) 3,90 (HEX) 16,6 (AN) @ | 66,3 (AN) 39 (AN) 2
OoCT >250 >250 >250 1,95 (NIS) 1,95 (OCT) 7,80 (NIS) 3,90 (OCT) 3,90 (NIS) 3,90 (OCT) 16,6 (AN) * | 66,3 (AN) ? 39 (AN) ?

# para o célculo do FIC para o protocatecuato de dodecila (somente para Trl), tetradecila, hexadecila e octadecila foi arbitrariamente definido na
concentragdo de 125 pg/mL. Efeito sinérgico (S), aditivo (A), indiferente (1), antagdnico (AN).
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5.6. Resultados do ensaio de citotoxicidade dos protocatecuatos de pentila, hexila,
heptila, octila e nonila

Os resultados dos ensaios para avaliacdo do potencial citotoxico dos protocatecuatos
de pentila, hexila, heptila, octila e nonila pelo método de MTT estdo representados na tabela
8. Para anélise da atividade citotoxica foi determinado um valor de 1Csy na concentragdo de
7,8 ug/mL. Como controle positivo de atividade citotdxica foi utilizada cisplatina. O valor de
ICso dos protocatecuatos de pentila, hexila, heptila, octila e nonila foram 40,1 ug/mL, 33,3
ug/mL, 8,04 ug/mL, 8,90 ug/mL, 8,10 ug/mL, respectivamente. Conforme observado na
tabela 8 demonstra-se a quantidade necessaria para inviabilizar 50% dos macrofagos e 100%
das células fungicas. De acordo com o0s resultados 0s protocatecuatos possuem baixa

citotoxicidade.

Tabela 8. Avaliacdo da atividade citotoxica em macrofagos alveolares e indice de
seletividade a partir da relacdo entre o Clspe CFM.

Compostos Citotoxicidade IS
Clso (ug/mL)
Trl Tr2 Tr3 Tml Tm2 Tm3

Pentila 40,1 51 51 51 2,6 51 2,6
Hexila 8618 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 4,2
Heptila 8,04 4,1 4,1 4,0 2,0 8,2 2,0
Octila 8,90 4,5 1,1 9,2 2,3 4,5 2,3
Nonila 8,10 4,1 2,1 4,1 2,1 2,1 2,1

cisplatina — — — — — — —

IS: indice de seletividade obtido a partir da relacdo entre o IC50 (macréfagos alveolares) por

CFM para cada linhagem de dermatofito.

A concentracdo de 7,8 ug/mL analisada confere com valores de CFM dos fungos
estudados Trl,Tr2,Tr3,Tm1,Tm2 e Tm3 demonstrando assim que o efeito desses

protocatecuatos podem ser promissores para o desenvolvimento de novas drogas antifingicas.
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5.7. Resultados da avaliagio do proteoma total e diferencial de T. rubrum nas situac6es
de contato com as substancias antifingicas

5.7.1. Anélise do perfil protéico por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) dos extratos proteicos totais de T. rubrum

Os componentes totais do fungo tratado com nonila e sem tratamento foram analisados
por eletroforese SDS-PAGE. O perfil eletroforético mostrou diferencas quanto a intensidade e
numero de bandas. Na figura 1 € possivel verificar modificacGes no perfil das duas situactes
nafaixade>97 a<14 kDa.

KDa
97

67

45

30

20

14

Figura 4. Componentes totais de Trl (1), Tm3 (2), Trl sem tratamento (3) e Trl tratado com
nonila 10x (4).
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5.8. Analise do proteoma total de T. rubrum (Tm1) por eletroforese bidimensional dos
geéis controle (Tm1 sem contato com substancia antifungica) e Tm1 tratado com
terbinafina

A eletroforese bidimensional foi realizada com os componentes totais de T. rubrum
sem tratamento e tratada com terbinafina. A concentracdo de terbinafina que produziu o efeito
no proteoma deste fungo foi de 49 ug/mL. As figuras 5 e 6 mostraram as bandas selecionadas
que apresentaram variagcdes no perfil do protedma nas diferentes situacdes e nas diferentes
faixas de pH. Elegeu-se uma concentracdo 50 vezes maior que a CIM para terbinafina. Foram
detectadas proteinas na eletroforese bidimensional com massas moleculares entre >80 e < 9
kDa e Pl entre 4 e 7. A andlise diferencial da expressdo em T. rubrum revelou em maioria
diminuicdo na expressao das proteinas quando em contato com terbinafina. Esses dados estéo

descritos na tabela 9.
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T. rubrum sem tratamento

3-10 NL

Figura 5. Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais de T. rubrum na faixa
de pH de 3 a 10 sem tratamento. Gel corado pelo azul de Comassie.
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T. rubrum tratado com terbinafina

3-10 NL

Figura 6. Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais de T. rubrum tratado
com terbinafina 50 x acima da CIM. Gel corado pelo azul de Coomassie.
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Figura 7. Eletroforese bidimensional do extrato protéico total de T. rubrum isolado clinico na
faixa de pH de 3 a 10, comparada com T. rubrum tratado com terbinafina 50 x . Em A, B, C,
D, E e F tem-se visdo ampliada das proteinas.
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5.9. Analise do perfil diferencial do controle (Tm1 sem contato com substancia
antifingica) e Tm1 tratado com terbinafina

Foi realizada a selecdo dos spots para verificagdo de variacbes de intensidade de
bandas de acordo com as diferentes situagdes. A analise foi realizada pelo software Image
Master 2D Platinum.

Tabela 9. Proteinas demonstradas na figura 7 com seus respectivos pontos isoelétricos (pl),

massas moleculares (MM) e alteracGes observadas com o tratamento com terbinafina.

Spot Pl MM (kDa) Alteragéo de expressao

1 47045 76039 Diminuiu 1,81 vezes com terbinafina
2 49788 68389 Dimimuiu 1,65 vezes com terbinafina
3 57890 58465 Dimimuiu 2,63 vezes com terbinafina
4 56411 58465 Diminuiu 2,66 vezes com terbinafina
° 60057 57888 Diminuiu 1,63 vezes com terbinafina
6 58774 58465 Diminuiu 1,95 vezes com terbinafina
! 58869 51143 Diminuiu 1,71 vezes com terbinafina
8 55663 51143 Diminuiu 3,04 vezes com terbinafina
9 57781 43970 Aumentou 1,08 vezes com terbinafina
10 56512 43536 Diminuiu 1,2 vezes com terbinafina
11 55727 44408 Diminuiu 1,06 vezes com terbinafina
12 54025 19682 Diminuiu 1,95 vezes com terbinafina
13 46523 38250 Diminuiu 44,5 vezes com terbinafina
- 63260 34449 Diminuiu 1,36 vezes com terbinafina




15 66481 34285 Diminuiu 1,6 vezes com terbinafina

16 45739 34122 Diminuiu 9,08 vezes com terbinafina
17 65857 33041 Diminuiu 7,29 vezes com terbinafina
18 55848 31278 Diminuiu 2,59 vezes com terbinafina
19 58405 31018 Diminuiu 2,77 vezes com terbinafina
20 58400 28560 Diminuiu 1,97 vezes com terbinafina
21 58400 28560 Diminuiu 2,52 vezes com terbinafina
22 56959 19787 Diminuiu 1,78 vezes com terbinafina
23 54025 19682 Diminuiu 1,95 vezes com terbinafina
24 68212 15168 Diminuiu 1,01 vezes com terbinafina
25 60839 15311 Diminuiu 1,11 vezes com terbinafina
26 68212 9866 Diminuiu 1,85 vezes com terbinafina
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5.10. Anélise protéica por eletroforese bidimensional controle (Tm1 sem contato
com substancia antifungica) e Tm1 tratado com protocatecuato de nonila

A eletroforese bidimensional foi também realizada com o0s componentes protéicos
totais de T. rubrum sem tratamento (figura 8) e comparada com o tratado com o
protocatecuato nonila (figura 9) para verificar a diferenca de expressdo de proteinas e seus
respectivos pontos isoelétricos (pls) e massas moleculares. A concentracdo de nonila que
produziu o efeito no protedma deste fungo foi 19,5 ug/mL. Elegeu-se uma concentragdo 10
vezes maior que a concentragdo inibitoria minima para nonila. Foram detectadas proteinas
com massas moleculares entre > 43 e < 13 kDA e Pl entre 5 e 6. A andlise diferencia da
expressao protéica de T. rubrum revelou uma diminuicdo na expressdao geral das proteinas
quando em contato com o protocatecuato de nonila (figura 10). Na figura 10, para o controle
foi selecionada uma regido (A) que abrangeu 12 spots, regido (B) 9 spots, regido (C) 3 spots e
regido (D) 2 spots. Quando adicionado o éster, todas as regides tiveram spots com expressdo
diferenciada como visto na regido (A) spot 1 houve uma dimuicdo de 2,19 vezes, na regiao
(B) spot 2 houve um aumento de 2,98 vezes, para 0s demais spots da regido B e incluindo as
regides C e D os spots selecionados tiveram uma diminui¢do que ficou entre 1,16 a 1,30
vezes. Os dados diferenciais da expressdo dos spots nas duas situacOes estdo descritos na
tabela 10.



T. rubrum sem tratamento

A
v

3-10 NL

Figura 8. Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais de T. rubrum na
faixa de pH de 3 a 10 sem tratamento. Gel corado pelo azul de Coomasie.
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T. rubrum tratado com nonila

A
v

3-10 NL

Figura 9. Eletroforese bidimensional dos componentes protéicos totais de T. rubrum tratado
com nonila 10 x acima da CIM. Gel corado pelo azul de Coomassie.
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Figura 10. Eletroforese bidimensional do extrato proteico total de T. rubrum isolado clinico
na faixa de pH de 3 a 10, comparada com T. rubrum tratado com protocatecuato de nonila 10
Xx.EmA, B, C e D tém-se visdo ampliada das proteinas.



5.11. Anélise do perfil diferencial do gel controle e gel tratado com nonila
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Tabela 10. Proteinas demonstradas na figura 10 com seus respectivos pontos isoelétricos

(p!), massas moleculares (MM) e alteragdes observadas com o tratamento com nonila.

Spot pl MM (kDa) Alteracdo de expressao

1 55263 42342 Diminuiu 2,19 vezes com nonila
2 60931 25091 Aumentou 2,98 vezes com nonila
3 54600 23659 Aumentou 1,30 vezes com nonila
4 55303 23296 Diminuiu 1,16 vezes com nonila
5 56849 16372 Diminuiu 1,21 vezes com nonila
6 53650 16372 Diminuiu 1,21 vezes com nonila
7 52201 16451 Diminuiu 1,26 vezes com nonila
8 60770 13033 Aumentou 1,24 vezes com nonila




69

6. DISCUSSAO

O acido protocatecuico (&cido 3,4-dihidroxibenzéico) é conhecido por apresentar
atividade antioxidante, anticancerigena e cardioprotetora (Reis et al., 2010). Produtos naturais
representam uma excelente fonte de novas entidades quimicas para a busca e otimizacdo de
compostos antimicrobianos (Barret, 2002). Um novo farmaco de origem natural é submetido a
otimizacGes farmacoldgicas, por meio de modificacdes estruturais (Nussbaum et al., 2006).

A série de protocatecuatos foi sintetizada e testada quanto a sua atividade antifungica
contra seis linhagens de Trichophyton.

Os resultados mostraram que os derivados sintéticos do acido protocatecuico foram
capazes de inibir, in vitro, todas as linhagens estudadas. Os valores de CIM e CFM estdo
proximos, sugerindo comportamento fungicida (Tabela 1). Todos os protocatecuatos testados
diferem no tamanho de cadeia de carbono, os dados s&o interpretados como significativos,
pois as alteragdes na porcdo hidrofobica desses ésteres estdo relacionadas com sua atividade
antifangica. A melhor atividade antifingica foi expressa pelos protocatecuatos de pentila,
hexila, heptila, octila e nonila para todas as seis linhagens de dermatofitos testadas. O
fendmeno de corte na inibicdo do crescimento (CIM) e efeito fungicida (CFM) foi observado
entre os protocatecuatos decila e dodecila. Os resultados indicaram uma evidente correlagdo
entre os valores de CIM, comprimento da cadeia alquilica e contribui¢do para lipofilicidade.
Kubo et al., 2002, verificou que 0 maximo de atividade encontrada foi para o galato de decila
(CIM = 12,5 ng/mL), e que a cadeia alquilica maior, os ésteres foram inativos, ocorrendo o
fendmeno de corte. A atividade antifungica dos galatos, neste estudo, é dependente da
subunidade catecdlica, juntamente com a cadeia alquilica hidrofobica. Neihei et al., 2004
avaliaram a série de alquila diidroxibenzoatos (protocatecuatos) e sua atividade fungicida
contra Saccharomyces cerevisiae. Os protocatecuato nonila e octila foram mais eficazes
contra esta levedura com a CFM de no minimo 12,5 ug/mL. A atividade se correlacionou com
0 comprimento da cadeia alquilica. Leal e colaboradores estudaram a atividade antifangica de
uma série de acido géalico e seus analogos correlacionando a atividade antifingica desses
compostos & importancia do grupamento hidroxila, influéncia do comprimento da cadeia e
hidrofobicidade dos galatos (Leal et al., 2009).

O arsenal antifangico para o tratamento de infecgdes fungicas continua a ser limitado.

Uma abordagem possivel para superar a resisténcia de drogas antifungicas é combinar duas ou
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trés classes de antifingicos, especialmente se as drogas tém diferentes mecanismos de acao
(Varquez et al., 2007).

NOs investigamos a atividade aditiva, sinérgica, indiferente ou antagOnica de
protocatecuatos em combinacdo com fluconazol e griseofulvina (tabelas 4 e 5). A combinacéo
fluconazol e os protocatecuatos de pentila, hexila, heptila, octila e nonila foi aditiva para os
isolados clinicos T. rubrum (Trl), T. interdigitale (Tm1) e T. interdigitale ATCC 40131
(Tm3) (FICI = 0,75-1,0), exceto a combinacdo com fluconazol mais protocatecuato de heptila,
que revelou um efeito sinérgico contra Tm3 (FICI = 0,49).

A eficéacia do fluconazol foi melhorada utilizando a terapia combinada (Ahmad et al.,
2010). Spitezer et al., 2011 testou uma biblioteca de compostos bioativos com fluconazol
contra espécies de fungos patogénicos. Compostos ndo reconhecidos na clinica como agentes
antifangicos causou inibicdo potente do crescimento em conjunto com fluconazol. Aala e
colaboradores (2010) encontraram atividade potente entre alicina em combina¢do com
fluconazol ou cetoconazol, com demonstracdo de interacdo sinérgica ou aditiva contra
dermatofitos. Galgoczy et al., 2008 avaliaram a atividade antifingica in vitro contra cepas de
dermatofitos combinando a proteina (PAF) de Penicillium chrysogenum com fluconazol
(FCZ). PAF e FCZ agiram sinergicamente e/ou aditivamente em todos os fungos testados,
exceto M. gypseum, onde n&o foram detectadas interagdes. De acordo com Kobayashi et al.,
2011 a combinacéo de lactoferrina com fluconazol demonstrou atividade sinérgica contra
cepas resistentes de Candida albicans.

Neste trabalho, interagdes sinérgicas foram encontradas in vitro entre griseofulvina e o
protocatecuato de nonila contra dois isolados clinicos de T. rubrum (Trl e Tr2). O célculo do
ensaio do tabuleiro de xadrez de microtitulagéo (FICI) foi de 0,12 e 0,48 para dois isolados
clinicos de T. rubrum, respectivamente. O efeito sinérgico (ou sinergismo) pode permitir a
utilizacdo de doses mais baixas de agentes individuais, agindo assim de forma mais eficaz e
segura (Gupta et al., 2003). Em busca de novas combinacdes de antifingicas, Biavatti et al.,
2009 investigaram 30 farmacos, que foram combinados em pares, nove sdo usados como
fungicidas e 21 sdo usados para outras indicacGes. Foram identificadas 435 combinacOes
possiveis com 22 combinagfes sinérgicas, dos quais nenhum era conhecido como agentes
antifangicos. Novos ensaios terapéuticos sdo importantes para desvendar os dados bioldgicos
e, portanto, resultar na descoberta de uma nova combinacao de drogas (Borisy et al., 2003).

Devido a falta de novas classes de farmaco ou diferentes alvos moleculares, combinacdes
de drogas pode ser uma importante estratégia para a terapia antifungica (Endo et al., 2010).

Nosso estudo investigou a combinacdo equimolar entre protocatecuatos e miconazol contra trés
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linhagens de dermatofitos. Foram encontradas interacdes sinérgicas e aditivas. Wei et al., 2011
investigou a atividade antimicética da planta berberina (BBR), isoladamente e em combinacgéo
com miconazol (MCZ) e fluconazol (FCZ). Foi observado sinergismo entre BBR e MCZ ou
FCZ. A avaliacdo combinatoria de drogas conhecidas define uma estratégia para a descoberta de
novas estratégias terapéuticas (Spitezer et al., 2011). Foi também testado associacdo entre 0s
protocatecuatos e o antifungico nistatina contra linhagens de dermatdfitos. Os resultados
demonstraram que este polieno ndo possui uma melhor agdo antifingica quando associada aos
oito ésteres do acido protocatecuico.

A combinacdo ideal de drogas se da quando hé interacdes sinérgicas. No entanto, mesmo
na auséncia de sinergismo, pode haver outros possiveis beneficios da terapia combinatoria. Por
exemplo, a combinacdo de duas drogas pode aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a
duracdo do tratamento. Como também, a combinacdo de duas drogas, que exercem seus efeitos
através de dois mecanismos diferentes, o que poderia evitar o aparecimento de resisténcia e
ampliar o espectro da atividade da associacdo. Além disso, com as combinac@es antifingicas, a
terapia combinada podera apresentar toxicidade reduzida (ZHU et al., 2004).

A tabela 8 resume o indice de seletividade obtido a partir da relagdo entre o ICs
(macrdéfagos peritoneais murinos) por CFM para cada dermatofito. Os resultados encontrados
no estudo analisando o IS dos ésteres sobre a cepas de dermatéfitos demonstram que 0s
compostos possuem baixa acdo téxica, o que € indispensavel no caso de um tratamento
seguro. Estudos de toxicidade auxiliam na triagem de uma grande variedade de compostos
com atividade biologica para definir seu potencial de aplicacdo terapéutica mensurando a
toxicidade apresentada dos farmacos (Carbalho et al., 2002).

O termo proteoma foi cunhado por Wilkins e Williams como significando o conjunto
de todas as proteinas expressas por um genoma (Wilkins et al., 1996).

Protedmica pode ser vista como uma metodologia de selecdo da biologia molecular, a
qual tem como objetivo documentar a distribuicdo geral de proteinas celulares, identificando e
caracterizando proteinas individuais de interesse e elucidando as suas associacdes e funcdes.
Sendo assim, protebmica fundamenta-se em principios bioguimicos, biofisicos e de
bioinformatica para quantificar e identificar as proteinas expressas, pois elas se alteram
conforme o desenvolvimento de um organismo assim como em resposta aos fatores do
ambiente (Wilkins et al., 1996).

A protedmica pode ser aplicada em diversas areas de interesse como, por exemplo, na
investigacdo de marcadores moleculares em determinadas doencgas indicando a resposta da

célula ou tecido a estress externos. Por meio da proteémica pode-se fazer uma comparacao do
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perfil protéico de uma célula tumoral com o de uma célula sadia, ou de uma célula cujo
portador esta sob tratamento médico.

Vaérias pesquisas tém sido conduzidas no mundo, na area da salde, para o estudo do
proteoma do figado, rim e para diferentes organismos, como Mycobacterium tuberculosis,
Plasmodium falciparum e Helycobacter pylori, entre outros patdégenos humanos. N0ssO
laboratdrio tem reunido esforcos acerca de estudos protedmicos, para o entendimento da acéo
dos extratos de plantas com atividade sobre células fangicas. Scorzoni (2008) estudou a acéo
dos extratos acetato de etila e etandlico Kielmeyera rubriflora e do fluconazol no perfil
protedmico de Candida albicans e Candida krusei, empregando eletroforese bidimensional.
Nas duas leveduras foram observadas varias alteragdes na expressdo de proteinas. Em C.
albicans tratada com fluconazol foram observadas nove alteracdes na expressao de proteinas e
em C. krusei 11 modificacdes, ja com ambos os extratos verificou-se aumento ou diminuicao
de 66 proteinas. Aparentemente, ambos os extratos foram mais eficientes para alteracdo da
expressdo protéica de C. krusei, sugerindo a existéncia de alvos especificos. Leite, 2010
observou que varias proteinas tiveram expresséo diferenciada quando C. neoformans ATCC
90012 foi tratado com pedalitina de Pterogyne nitens, bem com o fluconazol. O mesmo
ocorreu quando foi comparado o perfil protéico da cepa ATCC com o isolado clinico
resistente a fluconazol.

Utilizando abordagem protedmica, 0s extratos totais de T. rubrum sem tratamento,
tratado com terbinafina e protocatecuato de nonila foram avaliados. A concentracdo de
terbinafina que produziu um efeito significativo no proteoma deste fungo foi 49 pg/mL, e
para protocatecuato de nonila foi 19,5 pg/mL. Neste estudo, procurou-se verificar quais
proteinas estariam envolvidas na resposta do fungo T. rubrum frente a terbinafina e ao
protocatecuato nonila. Existe uma crescente necessidade de se obter drogas efetivas contra
novos alvos, sendo as proteinas potenciais alvos na descoberta de novas drogas. A analise das
proteinas, obtidas pelo software Image Master 2D Platinum resultou na deteccdo de 168 spots
com massa molecular (MM) entre 80 e 9 kDa, e pontos isoelétricos compreendendo a faixa 4
a 7. Apos o contato de T. rubrum com terbinafina, foram reveladas modificacbes na expressao
de 26 proteinas, a maioria tiveram diminuicdo na expressdo. Foi também realizado o
tratamento com 0s componentes protéicos com o protocatecuato de nonila, onde se revelaram
modificacdes na expressdo de oito proteinas, com massas moleculares entre > 43 e < 13 kDA
e Plentre 5 e 6. Este fato pode ser ocasionado devido ao estresse provocado pelo contato com
0 composto, sugerindo assim um provavel mecanismo de defesa do fungo. Assim seus alvos

protéicos poderiam ser evidenciados. Estas provavelmente se constituem de alvos
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importantes, sendo necessario o sequenciamento dos spots em prioridade. Estudos posteriores
a respeito da identificacdo e funcionalidade destas proteinas seriam extremamente importantes
para se verificar se estas sdo essenciais ao fungo, constituindo-se, portanto possiveis alvos.
Leng, 2008, analisou 0 proteoma dos conideos de T. rubrum e foi identificado um total de
1026 proteinas. Todas as proteinas identificadas foram comparadas com as do banco de dados
NCBI. A classificagdo funcional revelou que as proteinas identificadas estdo envolvidas em
quase todos os principais processos biologicos. Algumas proteinas especificas e esporos
foram correlacionados a sobrevivéncia e dispersdao de conidios de T. rubrum, e muitas
proteinas sdo importantes para a germinacdo de conidios e resposta as condi¢cbes ambientais.
Os resultados sugerem que o proteoma dos conideos T. rubrum é consideravelmente
complexo, sendo caminho para um estudo mais aprofundado dos mecanismos moleculares da
germinacao de conidios T. rubrum e a manutencdo da dorméncia de conidios.

No geral, nossos resultados podem contribuir com informacdes sobre testes
sensibilidade e sinergismo de dermatofitos in vitro, visando o desenvolvimento e otimizacéo
de farmacos antifingicos. A identificacdo pontual das proteinas alvos de T. rubrum apontadas
neste estudo € de fundamental importancia para o entendimento das bases moleculares e
mecanismo de acdo das agentes antifingicos incluindo protocatecuatos. Os avangos para
obtengdo da formulacdo estrutural de novos agentes antifungicos foram evidentes diante de
nossos resultados. Consideramos que estes protocatecuatos, principalmente pentila e nonila
sdo os candidatos para o desenvolvimento de novos agentes antifungicos propostos para a

terapéutica combinada, incluindo as dermatofitoses causadas por T. rubrum e T. interdigitale.



7. CONCLUSOES

Por meio da anélise dos resultados obtidos com o presente estudo, pode-se concluir que:
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o Os derivados sintéticos do acido protocatecuico foram capazes de inibir, in vitro, o

crescimento das espécies T. rubrum e T. interdigitale, sendo evidenciado

comportamento fungicida;

o A capacidade antifingica dos protocatecuatos € dependente do tamanho da cadeia de

seus ésteres alquilicos e sua consequente lipofilia;

o As melhores atividades antifingicas foram expressas pelos protocatecuatos de pentila,

hexila, heptila, octila e nonila;

o De acordo com resultados prévios a associacao fluconazol e protocatecuato de heptila,

revelou um efeito sinérgico contra o fungo T. interdigitale (Tm3);

o A combinacéo de griseofulvina e protocatecuato de nonila se mostrou sinérgica para o

T. rubrum (Trle Tr2);

o Para Trl foram encontradas duas interagcdes aditivas protocatecuato de hexadecila +

miconazol e octadecila + miconazol) e sinérgica para as demais associacoes,

evideciandos por suas associa¢des equimolares;

o A associacdo entre 0s protocatecuatos e nistatina evidenciou interagdes antagonicas e

indiferentes;

o Os protocatecuatos de hexila, pentila, nonila, octila ndo demonstraram efeito

citotoxico na concentracdo de 7,8 pg/mL, demonstrando que 0s protocatecuatos

possuem baixa toxicidade;

o A concentracdo de terbinafina que produziu o efeito no proteoma de T. rubrum foi de

49 pg/mL, apresentando 26 proteinas diferencialmente expressas de forma mais

significativa;

o A concentracdo do protocatecuato de nonila que produziu o efeito no proteoma em T.

rubrum foi de 19,5 png/mL, apresentando oito proteinas diferencialmente expressas de

forma significativa;

o Estudos acerca da toxicidade in vitro, demonstraram que o0 emprego dos

protocatecuatos pode ser promissor para o desenvolvimento de novos protétipos,

visando a otimizacdo de novos farmacos.
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