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Selenocianatos-inddlicos como uma nova classe de moléculas antifingicas

Autor: Priscilla Maciel Quatrin

Orientador(a): Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

RESUMO

As infecc¢des fungicas tornaram-se um problema global de saude publica, em virtude
do aumento no numero de pacientes imunocomprometidos, aliado aos relatos
frequentes de resisténcia ao arsenal limitado de antifingicos disponiveis. Esse
cenario estimula a pesquisa por novas opc¢des terapéuticas, tanto para micoses
superficiais, quanto sistémicas. H& um interesse cientifico crescente pela
prospeccdo de uma nova classe de moléculas antifungicas, para confrontar o
panorama atual das infec¢des flungicas. Nesse sentido, esse estudo investigou o
potencial antifangico de uma nova classe de moléculas, conhecida como 3-
Selenocianatos-indodlicos, frente Candida spp. e fungos dermatéfitos do género
Trichophyton, Microsporum e Nannizzia. O screening de um conjunto de moléculas
da classe dos 3-Selenocianatos-inddlicos foi realizado de acordo com os protocolos
M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008), para determinar a concentracao inibitéria minima
dos compostos (CIM). Dois compostos destacaram-se, 0 4a e 4b, que apresentaram
média geométrica de CIM de 4,1 e 6,0 pg/mL contra Candida spp. e 1,2 e 2,2 ug/mL
contra os dermatdfitos, respectivamente, sendo o composto 4a fungicida para C.
albicans e T. rubrum. Os ensaios toxicoldgicos revelaram que estes compostos nao
séo citotoxicos e nem mutagénicos e, foram classificados como néo irritantes pelo
teste HET-CAM. Foi verificado um potencial genotoxico dos compostos em
concentracdes elevadas, observado pelo ensaio cometa, que pode ser sugestivo de
um mecanismo de acdo direcionado para o nucleo das células fangicas. Nesse
estudo também foi padronizado um modelo ex vivo de onicomicose utilizando cascos
suinos, para avaliar o desempenho pré-clinico de formulacdes topicas. Por esse
modelo foi possivel verificar a atividade antifangica do composto 4a e da terbinafina,
ambos incorporados em uma base de esmalte comercial, que inibiram
completamente o crescimento de T. rubrum, fungo prevalente em onicomicoses.
Com esses resultados pré-clinicos, concluimos que a classe dos 3-Selenocianatos-
indélicos é promissora e atrativa para o desenvolvimento de novos farmacos
antifingicos, pela sua acdo de amplo espectro, para o tratamento de micoses
sistémicas e superficiais.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (197 p.) agosto, 2021.
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Selenocyanate-indoles as a new class of antifungal molecules

Author: Priscilla Maciel Quatrin

Advisor: Prof. Dr. Alexandre Meneghello Fuentefria

ABSTRACT

Fungal infections have become a global public health problem due to the increase in
the number of immunocompromised patients, combined with frequent reports of
resistance to the limited arsenal of available antifungals. This scenario encourages
the search for new therapeutic options, both for superficial and systemic mycoses.
There has been an increasing scientific interest in prospecting a new class of
antifungal molecules, to confront the current panorama of fungal infections. In this
sense, this study investigated the antifungal potential of a new class of molecules,
known as indole 3-Selenocyanate-indoles, against Candida spp. and dermatophyte
fungi of the genus Trichophyton, Microsporum and Nannizzya. The screening of a set
of 3-Selenocyanate-indoles molecules was performed according to protocols M27-A3
and M38-A2 (CLSI, 2008), to determine the minimum inhibitory concentration of the
compounds (MIC). Two compounds stood out, 4a and 4b, which presented geometric
mean MIC of 4.1 and 6.0 pg/mL against Candida spp. and 1.2 and 2.2 pg/ml against
dermatophytes, respectively, being the 4a fungicide for C. albicans and T. rubrum.
Toxicological tests revealed that these compounds are neither cytotoxic nor
mutagenic and were classified as non-irritating by the HET-CAM test. A genotoxic
potential of the compounds at high concentrations was verified, observed by the
comet assay, which may be suggestive of a mechanism of action directed to the
fungal cell nucleus. In this study, an ex vivo model of onychomycosis using porcine
hoofs was also standardized to assess the preclinical performance of topical
formulations. Through this model, it was possible to verify the antifungal activity of
compound 4a and terbinafine, both incorporated in a commercial enamel base, which
completely inhibited the growth of T. rubrum, a fungus prevalent in onychomycosis.
With these preclinical results, we conclude that the 3-selenocyanate-indoles class is
promising and attractive for the development of new antifungal drugs, due to its
broad spectrum action, for the treatment of systemic and superficial mycoses.

1Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas
da Saulde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (197 p.) august,
2021.
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1. INTRODUCAO

Estimativas indicam que mais de 300 milhdes de pessoas sé&o
afetadas por infecgdes fangicas graves, resultando na morte anual de mais de
um milhdo de pessoas no mundo, principalmente pelo nimero crescente de
pacientes imunocomprometidos. A supressdo imunolbégica resultante de
doencas como a AIDS, de tratamentos quimioterdpicos contra o cancer, de
terapias imunossupressoras realizadas em transplantados, além da
corticoterapia, sdo fatores relacionados com o aumento significativo no nimero
de infeccbes fungicas oportunistas, que englobam desde infeccdes
mucocutaneas até infeccbes sistémicas, com risco elevado de mortalidade.
Aliado a isso, os relatos frequentes de resisténcia a terapia antifungica
disponivel comprometem o manejo clinico das micoses agudas e cronicas, em
funcado do uso indiscriminado dos agentes antifungicos.

Entre os fungos associados com infeccdes sistémicas que podem
ser fatais, h4 um destaque para as espécies de Candida, em especial a C.
albicans, que também s&o responsaveis por causar infeccbes superficiais,
como a onicomicose e infec¢cdes em mucosas. Varias espécies de Candida sao
oportunistas, causando infeccdes em imunocomprometidos, quando ha um
desequilibrio na homeostase dos tecidos. Os azoéis e as equinocandinas sao
opcOes terapéuticas utilizadas globalmente no tratamento de infeccdes
causadas por estas leveduras, entretanto, os relatos de resisténcia a esses
antifiingicos séo crescentes e os efeitos ja podem ser observados na clinica.

Por outro lado, os fungos dermatéfitos sdo a causa mais comum de
infeccbes fungicas superficiais, pois sdo queratinofilicos, ou seja, possuem a
capacidade de infectar e degradar tecidos queratinizados como a pele, a unha
e 0 cabelo. Em relacdo aos principais agentes etioldgicos da dermatofitose
humana no mundo, hd um destaque para o Trichophyton rubrum, Trichophyton
interdigitale, Trichophyton mentagrophytes, Epidermophyton floccosum e
Microsporum canis. Entre eles, T. rubrum é o prevalente, pois € isolado entre
50-80% dos casos, especialmente em onicomicoses.

O arsenal de antifungicos atualmente disponivel € limitado, e inclui

os polienos, azéis, alilaminas, equinocandinas e flucitosina. A vista disso, torna-



se imprescindivel a pesquisa por novos compostos que sejam efetivos para
combater as infeccbes fangicas. O selénio é um oligoelemento que
desempenha um importante papel em diversas fungbes bioldégicas do
organismo, como na defesa antioxidante, na sintese de horménios tireoidianos,
sintese de DNA, entre outras fun¢des. Muitos compostos organoselénio com
diferentes grupos funcionais foram descritos na literatura, incluindo
selenocianatos, selenoureias, selenoésteres, selenetos, disselenideos e
nanoparticulas de selénio, com potencial antimicrobiano. Os inddis também
possuem diversas propriedades farmacolégicas, com destaque para sua acao
antimicrobiana e, por esse motivo, os derivados inddlicos sintéticos vém sendo
projetados em muitos estudos. Além disso, possuem uma arquitetura molecular
que é atrativa para a projecao de novos compostos de interesse medicinal.
Aliar as propriedades farmacoldgicas do selénio e dos indbis pode ser uma
opc¢ao promissora na busca por novas moléculas antifingicas eficientes.
Portanto, o niumero restrito de antifingicos disponiveis, aliado a um
namero crescente de infecgdes fungicas, bem como aos relatos de resisténcia
e toxicidade dos antifUngicos atuais, expfe a necessidade urgente de
desenvolvimento de novas classes de antifungicos. Assim, através deste
trabalho, foi possivel verificar de forma pré-clinica que a nova classe dos 3-
Selenocianatos-inddlicos é candidata promissora a novos antifingicos, por
apresentar uma acdo de amplo espectro contra leveduras e fungos
dermatofitos, tornando-se uma classe de moléculas atrativa para o

desenvolvimento de novos farmacos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antifingica, citotoxica e genotdxica dos 3-
Selenocianatos-indolicos frente a Candida spp. e fungos dermatofitos dos
géneros Trichophyton, Microsporum e Nannizzia, bem como a padronizacao de
modelos ex vivo de infec¢des fangicas, para verificar a acdo tdpica dos agentes

antifangicos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Selecionar os compostos de selénio com atividade
antifingica;

2.2.2. Determinar a toxicidade dos compostos selecionados em
linfécitos humanos através de testes in vitro e 0 potencial irritante atraves de
testes in vivo;

2.2.3. Andlise do mecanismo de acdo dos compostos
selecionados através de ensaios com ergosterol e sorbitol;

2.2.4. Determinar a relacdo concentracdo e tempo de morte
celular, bem como o perfil fungicida ou fungistadtico dos compostos
selecionados;

2.2.5.  Padronizar um modelo ex vivo de onicomicose utilizando
casco suino, para verificar a acao de antifingicos tépicos de forma pré-clinica;

2.2.6. Avaliar a atividade antifungica do composto mais efetivo
inserido em uma base de esmalte, utilizando o modelo ex vivo de onicomicose;

2.2.7. Padronizar um modelo ex vivo de infeccdo em pele,
utiizando a orelha suina, para verificar de forma pré-clinica a acédo de

antifangicos topicos;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Infec¢cdes causadas por Candida spp. e opcdes terapéuticas

As leveduras do género Candida estdo envolvidas com casos graves
de doencas fungicas, sendo a C. albicans o principal agente causador de
infeccbes em mucosas. Essa espécie também esta associada com a maioria
dos casos de candidiase invasiva nosocomial no mundo, além de infec¢des
superficiais como a candidiase orofaringea em pacientes imunocompetentes
(Pfaller & Diekema, 2010; Guinea, 2014). Muitas espécies de Candida sdo
endossimbiontes dos seres humanos e causam infec¢des principalmente em
pacientes que possuem 0 sistema imunoldgico debilitado. Esse
comprometimento  imunoldgico, aliado ao aumento no numero de
procedimentos médicos invasivos, sao fatores importantes que estao
relacionados com os casos frequentes de infec¢ao por Candida spp.

Segundo o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) essas
leveduras representam uma séria ameaca a saude humana, em razdo do
aumento dramatico da resisténcia aos antifungicos (CDC, 2013). As espécies
de Candida que residem em hospedeiros saudaveis e que causam infeccdes
oportunistas sao: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei (Spampinato & Leonardi, 2013).

A C. albicans é responsavel por cerca de 80% das candidiases,
entretanto, um aumento crescente de infec¢gdes causadas por Candida nao-
albicans vem sendo observado, em especial por C. glabrata e C. parapsilosis,
além de C. tropicalis, C. krusei C. dubliniensis e C. auris (Schelenz, et al.,
2016; Friedman & Schwartz, 2019). Altas taxas de mortalidade estéo
relacionadas com essas infec¢des, variando entre 20% e 60%, dependendo
dos fatores de risco de cada paciente (Calderone & Clancy, 2012). Os fatores
de risco relacionados com a candidiase invasiva englobam os procedimentos
cirirgicos (em especial a cirurgia abdominal), queimaduras, internacdo
prolongada em unidade de terapia intensiva, administracdo de antibiéticos de
amplo espectro e de agentes imunossupressores (Sydnor & Perl, 2011).

A C. albicans apresenta grande versatilidade ao se transformar de
um microrganismo comensal inofensivo em um patdégeno. Sua viruléncia esta

relacionada com sua capacidade de expressar moléculas de superficie como



adesinas, formar biofilmes, secretar enzimas hidroliticas, alterar sua morfologia,
além de possuir uma adaptabilidade metabodlica. Tais fatores de viruléncia
possibilitam uma répida adaptacdo da levedura em diferentes nichos do
hospedeiro, causando infeccbes em pacientes comprometidos, pela utilizagao
de antibioticoterapia, ou com o sistema imunoldgico debilitado (Ciurea et al.,
2020). Estes microrganismos desenvolveram estratégias de evasdo para
escapar do sistema imunoldgico. As células do sistema imunologico podem
reconhecer o polissacarideo B-glicano da parede celular, porém o B-glicano é
protegido na camada externa de manoproteina presente na parede celular,
enganando dessa forma os mecanismos de reconhecimento do hospedeiro
(Hofs, Mogavero & Hube, 2016).

As células leveduriformes podem ser encontradas de formas
diferenciadas, como células de levedura de brotamento unicelular ou formas
filamentosas, como hifas ou pseudo-hifas, que desempenham funcdes distintas
no processo infeccioso (Gow, Brown & Odds, 2002). Pseudo-hifas sé&o
caracterizadas como cadeias de células que ndo sofreram separacdo nas
juncdes entre as células. Em contrapartida, as hifas verdadeiras sédo divididas
por septos (Tang et al., 2016). As diferentes espécies de Candida podem sofrer
uma transicdo morfolégica reversivel que possibilita uma melhor penetracao na
barreira epitelial do hospedeiro (Ciurea et al., 2020). A formacédo de hifas é
considerada um fator de viruléncia, pois facilita o processo de invasdo durante
a infeccdo pela perfuracdo das células do hospedeiro (Dalle et al., 2010). C.
glabrata ndo forma hifas, entdo para colonizar e causar infeccdes, € necessaria
uma brecha nas barreiras naturais do hospedeiro. Essa invasdo pode
acontecer de forma acidental ou iatrogénica (Silva et al., 2012).

O numero de casos de pacientes com candidemia entre o0s
continentes apresentam diferencas importantes. A maioria dos casos
mundialmente reportados ocorrem na Asia (cerca de 50%), seguido pelas
Ameéricas, Europa e Africa. Essas incidéncias estdo relacionadas com o
compromisso dos sistemas de saude de cada regido, escasses de recursos,
controle de infeccdo inadequado, diagndstico errbneo pelo uso excessivo de
terapia empirica e pouco conhecimento sobre as infec¢des fungicas (Kaur &
Chakrabarti, 2017).



A candidiase vulvovaginal, que € caracterizada pela infeccdo da
mucosa genital, ocorre entre 70-75% das mulheres em idade reprodutiva. A
taxa de recidiva ocorre entre 40-50% das pacientes e aproximadamente 5-8%
desenvolvem candidiase vulvovaginal recorrente, caracterizada por quatro ou
mais episodios de infeccdo num periodo de 12 meses. Entre as espécies de
Candida, a C. albicans € a mais prevalente (70-90%) (Beikert et al., 2011; Dias
et al., 2011; Sobel, 2007).

O clotrimazol é um imidazol muito utilizado como tratamento tépico
em casos de candidiase vulvovaginal, desde a década de 1960, e por ser um
antifingico da classe dos azois, sua acao antimicética envolve a inibicdo da
sintese do ergosterol, ocasionando dano estrutural e funcional na membrana
celular (Crowley & Gallagher, 2014). Problemas de toxicidade ou de
biodisponibilidade limitam a utilizacdo da maioria dos imidazéis, sendo entéo
formulados apenas para uso tépico. Os Unicos agentes antifiUngicos da classe
dos azois utilizados em infecgBes sistémicas sdo os triazbis, que incluem o
fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol (Ostrosky-
Zeichner et al., 2010; Miceli & Kauffman, 2015). O fluconazol foi aprovado em
1994 como tratamento oral de dose Unica para a candidiase vulvovaginal.
Também ¢é eficaz para o tratamento de candidiase orofaringea e esofagica,
peritonite, bem como candidiase disseminada (Asha, 2000).

A natureza fungistatica dos azois impde uma forte selecdo de fungos
patogénicos que podem evoluir para a resisténcia ao tratamento. Além disso,
espécies como C. glabrata e C. krusei sdo intrinsicamente menos suscetiveis a
essa classe de antifungicos (Robbins, Wright & Cowen, 2016). Nesse contexto
de resisténcia aos azois, as equinocandinas surgiram como uma importante
opcao terapéutica contra a candidiase. Essa é a Unica classe de antifingicos
que chegou no mercado farmacéutico em décadas, com trés equinocandinas
atualmente disponiveis para uso clinico: caspofungina, micafungina e
anidulafungina (Robbins, Wright & Cowen, 2016). A grande vantagem dessa
classe de antifungicos é o perfil de seguranca para administracdo clinica,
provavelmente pelo alvo especifico inexistente em mamiferos, a parede celular
fungica (Denning, 2003).

Grande parte das infec¢des causadas pelas diferentes espécies de



Candida sao resultado da formacédo de um biofilme, caracterizado pela
presenca de um grupo de microrganismos envoltos por uma matriz extracelular,
que serve como uma barreira para a penetracdo dos antifungicos, formando
uma estrutura tridimensional em superficies bidticas ou abidticas (Harriott et al.,
2010). Estudos indicam a presenca de resisténcia desses biofilmes a
anfotericina B e ao fluconazol na clinica e em ensaios in vitro (Perlin,
Rautemaa-Richardson & Alastruey-lzquierdo, 2017). Dispositivos implantados e
os tecidos dos hospedeiros podem ser colonizados por Candida spp.,
causando infecc¢des. Estudos relatando a formacgao de biofilme por C. albicans,
demonstram um perfil de resisténcia aos antifungicos de até 1000 vezes maior
em comparacdo com células in vitro, sem biofilme (Wisplinghoff et al., 2004;
Harriott et al., 2010).

A C. glabrata é frequentemente envolvida em relatos de resisténcia
em hospitais, e é a segunda mais frequente isolada em infec¢cdes causadas por
Candida. Junto com a C. tropicalis e C. parapsilosis, sado as trés espécies mais
frequentemente envolvidas com a candidiase oral (Silva et al., 2012). Mesmo
sem a capacidade de mudar de levedura para hifas, a C. glabrata possui
importantes fatores de viruléncia incluindo a formacédo de espessos biofilmes,
que contribuem para a sua patogenicidade (Rodrigues et al.,, 2017). A C.
glabrata € menos suscetivel aos antifungicos azoéis e, muitos isolados
resistentes ao fluconazol causam septicemia (Pfaller et al., 2012).

Em relacdo as infeccbes por C. parapsilosis, observa-se um
aumento recente no numero de casos, sendo um problema importante entre os
recém-nascidos e em pacientes receptores de transplantes ou que recebem
nutricdo parenteral (Silva et al., 2012). Essa espécie também € isolada com
frequéncia nas maos dos profissionais de saude, facilitando a disperséo pelo
ambiente hospitalar, gerando surtos de infeccéo (Silva et al., 2012). Como essa
espécie possui a capacidade de formar biofilmes em dispositivos médicos,
além de colonizar materiais protéticos e dispositivos intravasculares, bem como
secretar enzimas hidroliticas e sofrer troca fenotipica, os surtos hospitalares
sao frequentes, com altas taxas de mortalidade (Neji et al., 2017). Infeccdes
por C. tropicalis s&o comumente observadas em pacientes com neutropenia e

malignidade hematoldgica. Os fatores de viruléncia dessa espécie incluem a



potente adeséo as células epiteliais e endoteliais bucais, secrecao de enzimas
liticas (proteinases, fosfolipase, hemolisinas), bem como a troca fenotipica.
Além disso, € uma espécie fortemente produtora de biofilme (Silva et al., 2012).
E importante ressaltar que a C. tropicalis possui expressiva resisténcia ao
fluconazol (Zuza-Alves, Silva-Rocha & Chaves, 2017).

Os relatos de resisténcia cada vez mais frequentes observados para
Candida spp. resultam em um risco mais elevado de infeccbes e o impacto
dessas cepas resistentes a terapia disponivel é uma preocupacéo global de
salude publica. Esse fato pode estar relacionado com o progndstico ruim para
0s pacientes e com infeccdes recorrentes, além do aumento dos custos com os
cuidados de saude (Pfaller, 2012).

3.2. Infeccdes causadas por fungos dermatéfitos e opcdes
terapéuticas

InfecgBes superficiais conhecidas como dermatofitoses ou tineas,
sdo causadas por fungos dermatofitos que apresentam como principal
caracteristica uma alta afinidade por estruturas queratinizadas presentes nas
unhas, na pele e no cabelo (Gnat, Nowakiewicz & Ziezba, 2019). Esses fungos
séo divididos em trés grupos ecologicos: geofilicos, zoofilicos e antropofilicos.
Os geofilicos geralmente sao saprofiticos e raramente causam infec¢cdes em
animais e humanos. Os zoofilicos vivem em estreita associacdo com 0s
animais e podem causar infeccées em humanos. Os antropofilicos infectam os
seres humanos, que sdo os hospedeiros primarios, mas também podem causar
infeccbes em animais (de Hoog et al., 2017).

Entre as tineas, a Tinea corporis (pele glabra), Tinea pedis (pés),
Tinea cruris (virilha) e Tinea unguium (unhas) sdo as predominantes em seres
humanos (Lakshmipathy & Kannabiran, 2010). Demais tineas incluem a Tinea
barbae (rosto e pescoco), Tinea capitis (couro cabeludo, cilios e sobrancelhas),
Tinea favosa (cabelo e pele) e Tinea manuum (méao) (Lopes, Tavaria & Pintado,
2020). A prevaléncia dessas infec¢gfes estd aumentando nos ultimos anos, em
especial nos paises tropicais, tornando-se um problema de saude mundial
(Sahoo & Mahajan, 2016; Kéhler et al., 2017).

Os dermatofitos sao divididos em sete géneros: Trichophyton spp.,



Epidermophyton sp., Nannizzia spp., Paraphyton spp., Lophophyton sp.,
Microsporum spp. e Arthroderma spp. (Lopes, Tavaria & Pintado, 2019) T.
rubrum é a espécie patogénica mais frequentemente relatada em casos de
dermatofitose, entretanto, ha uma tendéncia crescente de infeccdes
ocasionadas por T. interdigitale e T. mentagrophytes (Dabas et al., 2017;
Rudramurthy et al., 2018; Singh et al., 2018). Nas Américas, T. rubrum, T.
tonsurans e T. mentagrophytes sado as espécies mais frequentemente isoladas
nessas regides (Nweze & Eke, 2017).

O T. rubrum é um fungo antropofilico, a palavra rubrum (do latim:
vermelho), refere-se a pigmentacdo marrom-avermelhada que pode ser
visualizada no reverso da cultura. Esse fungo raramente afeta o cabelo ou a
raiz do cabelo, sendo o estrato corneo da epiderme e a queratina das unhas o
alvo desses dermatofitos (Nenoff et al., 2014). A morfologia de T. rubrum pode
apresentar variacdes, por exemplo, a superficie da cultura pode ser penugenta
ou semelhante a camurca; a pigmentacao da cultura pode variar entre branco a
creme e vermelho escuro; a pigmentagcéo do reverso pode variar de incolor a
amarelado, amarelo-marrom a vermelho-vinho. Em relagdo aos microconidios,
podem estar ausentes, escassos ou em muita quantidade; a forma também
pode variar, de clavado delgado a piriforme; os macroconidios podem ser
ausentes, ou podem variar de escassos a muitos (The University of Adelaide,
2016). Na Figura 1 é possivel visualizar a micromorfologia da cultura do T.

rubrum, contendo microconidios em forma de arame farpado.
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Figura 1: Micromorfologia da cultura do T. rubrum.
Fonte: Fuentefria et al. (2019).
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Ja o T. mentagrophytes, fungo zoofilico, destaca-se como o segundo
agente causador mais prevalente de dermatomicoses. A taxonomia desse
fungo sofreu varias mudancas nos ultimos anos, sendo que hoje em dia, cinco
espécies fazem parte do complexo T. mentagrophytes: T. mentagrophytes, T.
interdigitale, T.  erinacei, T. quinckeanume T. benhamie, sendo as
caracteristicas microscopicas dessas espécies praticamente idénticas (Frias-
De-Ledn et al.,, 2020). A preferéncia ecoldgica é diversificada entre essas
espécies, por exemplo, o fungo zoofilico T. mentagrophytes produz colbnias
pulverulentas, em contrapartida, o T. interdigitale, que produz micélio aéreo
com numerosos conidios, € antropofilico (Kim et al., 2018).

Na prética clinica, € comum que os isolados antropofilicos obtidos do
pé, de colbnias aveludadas, sejam denominados T. interdigitale, ja os isolados
pulverulentos, independente da origem, sdo classificados como T.
mentagrophytes (Symoens et al.,, 2011). Porém, essa estratégia de
identificagdo da espécie é insuficiente, sendo recomendada a identificacdo
molecular em combinagcdo com a analise morfolégica para diferenciar as
espécies do complexo (Packeu et al., 2013). Geralmente, dermatdfitos
caracterizados pela presenca de colbnias pulverulentas ou brancas como
algodé@o, com pigmento amarelado no reverso, macroconidios multisseptados,
microconidios piriformes agrupados em cachos e hifas espirais, sédo
classificados como T. mentagrophytes na clinica (Rivas & Muhlhauser, 2015).

Em geral, o tratamento indicado para os casos de dermatomicoses
causadas pelo complexo T. mentagrophytes é eficiente contra todos os
membros do complexo, porém, vem sendo observado um aumento no nimero
de infeccbes causadas por T. interdigitale resistente a terbinafina, o tratamento
de escolha (Pires et al., 2014; Singh et al., 2018). Na Figura 2 podemos

observar a micromorfologia da cultura de T. mentagrophytes.
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Figura 2: Micromorfologia da cultura de T. mentagrophytes.
Fonte: Fuentefria et al. (2019).

O processo infeccioso dos dermatofitos ocorre através da introdugéo
de artrésporos ou conidios em lesfes presentes na pele ou unhas, bem como
em cicatrizes e queimaduras. O fungo invade a camada queratinizada (estrato
corneo) e produz a exoenzima queratinase, induzindo uma reacéo inflamatéria
no sitio infeccioso (Lakshmipathy & Kannabiran, 2010). Outras enzimas
também sdo secretadas durante o processo de invasdo fungica, que
possibilitam a utilizacdo de queratinas, outras proteinas, lipidios e DNA como
fonte nutricional (Brasch, 2010; Gnat, tagowsk & Nowakiewicz, 2020).

Algumas pessoas sdo mais propensas a infeccées por dermatdfitos,
sendo alguns dos fatores de risco: possuir animais de estimacao, utilizar
instalacdes desportivas publicas, uso de calcado oclusivo, possuir diabetes
mellitus, doencas vasculares, além do envelhecimento da populacdo
(Havlickova, Czaika & Friedrich, 2009). O contato com animais é um fator
importante que esta envolvido com o aumento no nimero de infecgbes por
dermatofitos, em especial pela alta incidéncia de animais de estimacdo
presentes em casa, que muitas vezes sao hospedeiros assintomaticos
(Gnat, Lagowski & Nowakiewicz, 2020).

As condig¢des clinicas de uma dermatofitose incluem coceira, dor,
descamacdo, formacdo de vesiculas e eritema, que variam de acordo com o
sistema imunoldgico do hospedeiro, tipo ecoldgico e espécie patogénica, além

da localizacdo do processo infeccioso (Tainwala & Sharma, 2011). Esta micose
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pode ser confundida com outras doencas dermatologicas como dermatite de
contato, foliculite bacteriana, psoriase e eczema (Moriarty et al., 2012;
Rashidian et al., 2015; Dogra & Narang, 2017).

O primeiro antifingico utilizado no tratamento de dermatofitoses foi a
griseofulvina, introduzida na década de 1950. O cetoconazol foi introduzido na
década de 1980, e o fluconazol, terbinafina e itraconazol foram introduzidos
anos depois (Sheehan et al., 1999). A partir da década de 1990, a terbinafina e
o itraconazol foram as op¢Oes terapéuticas de escolha para o tratamento das
dermatofitoses, exceto para Tinea capitis, que ainda apresenta como opc¢éo
terapéutica efetiva a griseofulvina. Um fator importante que contribui para a
efichcia do tratamento, é a afinidade do antifingico pela queratina, que é
observada no tratamento com cetoconazol, itraconazol e terbinafina, tornando
esses farmacos as principais opcoes de escolha em relacdo a griseofulvina e
fluconazol (Sardana et al., 2017; Khurana, Sardana & Chowdhary, 2019).

Novas opc¢Oes terapéuticas foram introduzidas nos ultimos anos, e a
prospeccdo de novos antifungicos € uma tendéncia crescente. O tratamento
tépico € indicado para casos de Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea pedis e
Tinea manuum. Agentes topicos pertencentes a classe dos azois (clotrimazol,
miconazol, econazol, oxiconazol) e a classe das alilaminas (terbinafina e
naftifina) sdo muito utilizados (Gupta & Cooper, 2008). A terapia oral é
empregada com frequéncia em casos de onicomicose e Tinea capitis,
entretanto, em casos leves de onicomicose, ha evidéncias de que o tratamento
tépico com ciclopirox ou amorolfina apresenta eficacia terapéutica (Gupta &
Cooper, 2008). E importante salientar que o tratamento topico é indicado para
combater infeccdes leves, presentes em pequenas areas do corpo. Quando ha
um maior comprometimento da regido do corpo infectada, ou quando a
infeccdo € crbnica ou recorrente, a terapia oral pode ser mais eficaz (Lopes,
Tavaria & Pintado, 2019). As equinocandinas apresentaram atividade in vitro
contra os dermatdfitos, porém, faltam estudos avaliando o uso clinico desses
antifangicos (Bao et al., 2013).

Os dermatofitos podem exibir tolerancia ou resisténcia aos agentes
antifungicos disponiveis, independente do método de administragéo, causando

falhas terapéuticas. Alguns mecanismos de resisténcia sdo observados nos
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fungos dermatofitos, como as bombas de efluxo, enzimas de desintoxicacao,
além de modificacbes nos alvos dos farmacos (Cowenet al., 2014;
Martinez-Rossi et al., 2018). As bombas de efluxo bombeiam os antifingicos
para fora das células fangicas, reduzindo dessa forma suas concentracdes
intracelulares, resultando na perda de efetividade do farmaco (Putman et
al., 2000; El-Awady et al., 2016).

Estudos relatam que a expressdo aumentada de genes
responsaveis pela desintoxicacdo celular nos dermatofitos, apds exposicédo aos
antifingicos, sdo capazes de proteger esses fungos dos efeitos adversos dos
farmacos (Persinoti et al., 2014). Essa capacidade aumentada em secretar
exoenzimas pode estar relacionada com a patogenicidade dos dermatofitos e
com suas respostas ao estresse celular e, consequentemente, aos
mecanismos de desintoxicacdo (Braschet al., 1991; Gnatet al., 2018;
Gnat, tagowski & Nowakiewicz, 2020).

E imprescindivel que os agentes antifingicos apresentem a
capacidade de penetrar facilmente nas estruturas queratinizadas,
permanecendo por tempo suficiente a fim de obter um efeito terapéutico. Caso
contrario, exposicbes a concentracbes subletais dos farmacos podem gerar
tolerdncia ou resisténcia aos agentes antifingicos em dermatdfitos
(Rajagopalan et al., 2018; Monod et al., 2019).

3.3. Onicomicose

A onicomicose € caracterizada por uma infeccdo fangica que
acomete as unhas, e é considerada a onicopatia mais frequentemente relatada
(Brown, Turner & Wevrett, 2018). Fungos dermatéfitos (Trichophyton spp.,
Microsporum spp., Epidermophyton spp.), filamentosos (Scopulariopsis spp.,
Aspergillus spp., Fusarium spp.) e leveduriformes (Candida spp.) sdo os
principais agentes causadores desta onicopatia (Westerberg & Voyack, 2013).
A maioria das infecgBes ungueais causadas por dermatofitos (60-70%) séo
causadas por T. rubrum e T. mentagrophytes (Gupta et al., 2020).

Os dermatofitos continuam sendo os principais agentes causadores
de onicomicose, entretanto, fungos ndo dermatofiticos estdo sendo relatados

com frequéncia, principalmente em regides com clima quente (Raghavendra et
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al., 2015; Rafat et al., 2019). A patogénese da onicomicose envolve o contato
direto da unha com o fungo e, como a lamina ungueal ndo possui imunidade
mediada por células eficiente, a unha torna-se vulneravel as infec¢des fungicas
(Lipner & Scher, 2019). Alguns fungos sao capazes de produzir enzimas com
atividade proteolitica, lipolitica e queratinolitica, que auxiliam na invaséo
fungica da unha e degradam a lamina ungueal (Grover & Khurana, 2012).

Os sinais clinicos desta onicopatia s8o espessamento e
descoloracdo da unha (amarela, branca, marrom), acimulo de escamas
subungueais, presenca frequente de onicélise (separacdo da unha do leito
ungueal) e comprometimento da pele adjacente em alguns casos (Lipner &
Scher, 2015; Vlahovic, 2016). O dermatofitoma que se apresenta como uma
faixa branca, amarela, marrom ou laranja na lamina ungueal é caracteristico de
onicomicose (Lipner & Scher, 2019) e pode ser visualizado na Figura 3. O
agravamento desses sintomas causados pela progressao da infeccéo faz com
gue a unha se desfaga, podendo afetar negativamente a qualidade de vida das
pessoas acometidas (Lipner & Scher, 2014). Fatores de risco como a presenca
de trauma na unha, psoriase, diabetes, circulacdo periférica comprometida,
portadores do HIV e imunossupressdo, aumentam a suscetibilidade ao
desenvolvimento de onicomicose, sendo mais frequente no halux, onde a unha
cresce de forma mais lenta em relagcédo as unhas das maos (Gupta et al., 1997;
Elewski, 1998; Lipner & Scher, 2015).

Figura 3: Dermatofitoma em paciente com onicomicose subungueal lateral
distal. Fonte: Leung et al. (2020).
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As unhas dos pés sdo as mais afetadas, especialmente o halux e,

7z

geralmente, mais de uma unha é infectada e a Tinea pedis esta presente

frequentemente, como podemos observar na Figura 4.

Figura 4: Onicomicose associada a Tinea pedis.
Fonte: Leung et al. (2020).

A onicomicose pode ser dividida em cinco subtipos clinicos, que
dependem do padrdo de invasdo do fungo. A onicomicose subungueal lateral
distal é o subtipo mais comum, nesse caso, a invasdo do fungo inicia pelo
hiponiquio e progride para atingir o leito ungueal distal e a lamina ungueal. E
comum a presenca de hiperceratose e onicolise (Grover & Khurana, 2012;
Piraccini & Alessandrini, 2015). A onicomicose superficial branca é
caracterizada pela presenca de pontos ou manchas brancas na superficie da
unha (Grover & Khurana, 2012). Na onicomicose subungueal proximal, o fungo
infecta a porgcdo inferior da prega ungueal proximal e na sequéncia, o
crescimento fungico progride distalmente (Lipner & Scher, 2019). Outro subtipo
de onicomicose conhecido como endonyx, € caracterizado por afetar somente
a lamina ungueal, sem comprometimento do leito ungueal e as unhas
apresentam descoloragao branca leitosa, sem evidéncias de hiperqueratose ou
onicolise (Tosti et al., 1999). O dltimo subtipo, a onicomicose distréfica total, é
caracterizada pela destruicdo completa da lamina ungueal. Esse subtipo é
comumente relatado em um estagio final de onicomicose, onde a unha
encontra-se severamente distréfica, fragmentada e espessa (Grover &
Khurana, 2012; Piraccini & Alessandrini, 2015). Na Figura 5 podemos observar

0s cinco subtipos de onicomicose.
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Figura 5: Subtipos de onicomicose. A: Onicomicose Lateral Distal Subungueal;

B: Onicomicose Superficial Branca; C: Onicomicose subungueal proximal; D:
Onicomicose Distrofica Total; E: Onicomicose Endonyx. Fonte: Tosti et al.
(1999); Grover, Jakhar & Sharma (2020); Leung et al. (2020).

A combinacéo da microscopia com a cultura é considerada o padréo
ouro para o diagnéstico micolégico (Gupta et al.,, 2020). O exame direto
utilizando KOH pode apresentar pouca sensibilidade, além de ndo determinar a
viabilidade do fungo, em contrapartida, a cultura é a Unica técnica capaz de
determinar o agente patogénico e sua viabilidade (Baran, 2019).

Dependendo da apresentacéo clinica na unha, diferentes formas de
coletas devem ser realizadas. No caso de onicomicose subungueal distal e
lateral, a amostra deve ser coletada na area mais proximal entre o leito ungueal
e a lamina ungueal. A onicomicose subungueal proximal requer o debridamento
da lamina ungueal, para alcancar os restos ungueais subjacentes. Ja a
onicomicose superficial de coloracdo branca requer a raspagem da porcéo
dorsal da lamina ungueal (Baran, 2019).

Algumas definicbes sado utilizadas no que diz respeito a cura da
onicomicose, pois existem diferencas entre a cura clinica e micoldgica. A cura é
definida como clinica quando for possivel observar a unha 100% clara, ja a
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cura micologica €é definida quando a analise microscopica com KOH e a cultura
da amostra apresentem resultados negativos. A cura completa é definida
guando a unha apresente a coloragdo normal, 100% clara, em conjunto com a
cura micolégica (Gupta et al., 2020).

As opcoes terapéuticas para onicomicose incluem antifungicos orais,
topicos e dispositivos como lasers. Os antifingicos orais possuem altas taxas
de sucesso, porém, estdo associados a efeitos colaterais que podem
comprometer o sistema hepatico, cardiaco e renal. Além disso, podem interagir
com outros farmacos e causar efeitos adversos graves. Nesse sentido, ha uma
tendéncia pela utilizacdo da terapia topica, pois 0 risco para 0 paciente é
minimo (Lipner, 2019). A Food and Drug Administration (FDA) aprovou a
terapia utilizando lasers para eliminagcdo temporéaria e/ou melhoria das unhas,
mas ainda ndo foram definidas diretrizes para esse método terapéutico, e 0s
resultados de eficacia apresentam a maior variacdo entre todas as opcoes de
tratamento disponiveis (Ma et al., 2019).

Os antifungicos orais prescritos com mais frequéncia para o
tratamento da onicomicose s&o a terbinafina e o itraconazol, devido as suas
altas taxas de cura, necessitando de uma administracdo que dura em torno de
12 semanas. A terbinafina apresenta eficiéncia na erradicacdo de dermatofitos,
e de alguns fungos ndo dermatofiticos, entretanto, ndo é eficaz como os azéis
no tratamento de onicomicose por Candida spp. O posaconazol pode ser uma
alternativa em casos de resisténcia ao tratamento com terbinafina, itraconazol
ou fluconazol (Gupta, Sauder & Shear, 1994; Ranawaka et al., 2016).

Os antifungicos tépicos sao desenvolvidos com o objetivo de
penetrar na lamina ungueal e atingir o leito ungueal, onde o fungo reside
(Gupta et al.,, 2020). Ciclopirox, amorolfina, efinaconazol e tavaborol estdo
atualmente disponiveis para uso clinico, mas vale ressaltar que na América do
Sul apenas o ciclopirox e a amorolfina encontram-se disponiveis (Gupta et al.,
2019). O efinaconazol € um triazol efetivo contra fungos dermatdfitos, néo
dermatofiticos e Candida spp., e tem como caracteristica uma baixa afinidade
pela queratina, garantindo uma maior disponibilidade do medicamento livre no
sitio infeccioso (Gupta et al., 2020). A terapia com tavaborol foi aprovada

recentemente (somente pelo FDA), sendo indicada para onicomicoses
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ocasionadas por T. rubrum ou T. mentagrophytes. Um fator interessante nesse
antifngico € que o0 mesmo apresenta um novo mecanismo de acado, que
envolve o bloqueio da sintese de proteinas fungicas, pela inibicdo da leucil-
tRNA sintetase (Sharma & Sharma, 2015).

Ja o ciclopirox a 8% € um verniz para as unhas que demonstra
efeitos promissores contra dermatofitos, alguns fungos ndo dermatofiticos e
Candida spp. Seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo de enzimas
dependentes de metais, pois apresenta em sua estrutura uma molécula que
quela cations trivalentes (Lee et al., 2005; Belenky, Camacho & Collins, 2015),
comprometendo o transporte ativo da membrana celular fungica, além da
integridade dessa membrana, inibindo enzimas necessarias para a respiracao
celular (Gupta, Uro & Cooper, 2010). A amorolfina é eficaz contra dermatdfitos,
algumas leveduras e alguns fungos ndo dermatofiticos, pela inibicdo da enzima
14A-redutase e 7A-8A-isomerase, interferindo nas vias de sintese de esterois
fungicos (Gupta et al., 2020).

A eficacia do laser no tratamento da onicomicose é relatada de
forma inconsistente, sendo que as taxas de cura pelo tratamento oral ou tépico
sdo maiores do que o laser. O importante beneficio do laser € melhora na
aparéncia das unhas, tornando-as mais claras em pacientes com onicomicose.
N&o héa evidéncias suficientes que confirmem que essa modalidade terapéutica
seja capaz de erradicar completamente os fungos patogénicos (Gupta & Stec,
2019). Na revisdo de Ma et al (2019), foi demonstrado que o tipo de laser
influencia na eficacia terapéutica, com destaque para o laser de CO2, que
quando comparado ao laser Nd: YAG de 1064 nm, observa-se um aumento da
temperatura com possivel efeito esterilizante (Bhatta et al., 2014). Neste
mesmo estudo, os autores relataram que o laser perfurado de CO:2 apresenta
uma eficicia terapéutica superior no tratamento da onicomicose em relacdo ao
laser fracionado de CO2. O tratamento com laser é interessante para 0s
pacientes que possuem intolerancia aos antifingicos, bem como para pessoas
com doencas hepéticas, renais e gestantes (Ma et al., 2019).

E importante ressaltar que a terapia com laser, combinada com a
administracdo de antifungicos topicos é mais eficaz no tratamento da

onicomicose do gque a terapia usando somente o laser (Zhou et al., 2016). O
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laser pode proporcionar uma maior penetracdo dos farmacos na lamina
ungueal, no entanto, mais ensaios clinicos randomizados sdo necessarios para
avaliar de forma precisa a eficacia do laser (Ma et al., 2019). Como essa
modalidade de tratamento é direcionada, o tecido circundante ndo é afetado,
eliminando possiveis efeitos colaterais sistémicos, sendo uma importante
vantagem do laser (Gupta et al., 2018).

Outra modalidade terapéutica, conhecida como terapia fotodinamica,
envolve o uso de um fotossensibilizador de comprimentos de onda especificos,
que forma espécies reativas de oxigénio, gerando citotoxicidade (Alberdi &
Gbomez, 2019). O fotossensibilizador é absorvido pelo fungo, que torna-se mais
suscetivel a apoptose ou necrose. Exemplos de fotossensibilizadores incluem:
acido 5-aminolevulinico (5-ALA), metilaminolevulinato (MAL), porfirinas, cloreto
de aluminio-ftalocianina, azul de metileno, azul de toluidina e rosa bengala
(Bhatta et al., 2016; Morgado et al., 2017). Assim como o laser, os dados sobre
a terapia fotodindmica sé@o escassos, sendo necessarios estudos randomizados
para confirmar a eficacia dessa terapia em pacientes com onicomicose (Leung
et al., 2020). Com a intencdo de aumentar a penetracdo de antifiungicos nas
unhas, bem como para reduzir a carga fungica, pode ser realizada a abrasao
ou o corte das unhas. A extragdo da unha também é realizada em alguns
casos, entretanto, € um procedimento doloroso e pode resultar em uma
desconfiguracdo da lamina ungueal (Angelo et al., 2017; Leung et al., 2020).

A intervencdo farmacoldgica e a orientacdo transmitida pelo clinico
aos pacientes sdo fatores imprescindiveis para evitar a recidiva da
onicomicose. Em casos especificos, como pacientes diabéticos ou com um
quadro grave de onicomicose, € importante haver uma profilaxia apés a
erradicacao da infeccado, pela aplicacdo de antifungicos tépicos na planta dos
pés e ao redor das unhas (Ko et al., 2011). Outra questdo que deve ser levada
em consideracdo é o descarte ou a desinfec¢cdo de calcados e meias, pois

correspondem a fomites (Hammer, Mucha & Hoefer, 2011).

3.4. Mecanismo de acdo dos antifungicos e novos alvos
terapéuticos

O arsenal de antifungicos disponivel para o tratamento de infecgbes
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é limitado, pois grande parte dos compostos que possuem eficacia contra os
fungos sédo toxicos para as células de mamiferos, em funcdo da similaridade
entre as células eucaridticas (Hokken et al., 2019). Nas tabelas 1 e 2, estéo
resumidos os principais antifungicos utilizados na clinica e seus respectivos

alvos terapéuticos.

Tabela 1: Principais classes de antifingicos e seus alvos celulares.

Classe Farmaco Alvo Alvo molecular
Azbis Fluconazol, itraconazol, Biossintese de 14a-esterol
voriconazol, posaconazol, ergosterol desmetilase
isavuconazol, cetoconazol
Equinocandinas Anidulafungina, Biossintese de Subunidade
caspofungina, micafungina 1,3 B-glicano catalitica do

complexo 1,3 B-

glicano sintase

Polienos Anfotericina B, nistatina, Biossintese de Ergosterol em
natamicina ergosterol membranas
fungicas
Alilaminas Terbinafina, naftifina Biossintese de Esqualeno
ergosterol epoxidase
Anélogos de Flucitosina Caminho de Moléculas de
pirimidina resgate de DNA / RNA
pirimidina
Benzofurano Griseofulvina (dermatéfitos) Microtubulos Inibicdo da

heterociclico

agregacéo de

microtubulos

Fonte: Hokken et al. (2019).

Tabela 2: Antifungicos topicos indicados para dermatofitoses.

Classe Farmaco Alvo Alvo molecular
Azbis Clotimazol, miconazol, Biossintese de 14a-esterol
econazol, luliconazol, ergosterol desmetilase

lanoconazol, efinaconazol,

cetoconazol, sertaconazol,




oxiconazol, eberconazol,

fenticonazol, bifonazol

Alilaminas Terbinafina, butenafina, Biossintese de Esqualeno
naftifina ergosterol epoxidase
Morfolina Amorolfina Biossintese de 14A-redutase e
ergosterol 7A-8A-isomerase
Tiocarbamato Tolnaftato Biossintese de Esqualeno
ergosterol epoxidase
Hidroxipiridona Ciclopirox Quelacéao de Inibic&o de
cations catalase e
metalicos peroxidase.
trivalentes Transporte de
elétrons
mitocondrial e
producéo de
energia
Oxaborol Tavaborol Inibicdo de aminoacil-tRNA
sintese de sintetases
proteinas

Fonte: Khurana, Sardana & Chowdhary (2019).

De acordo com as tabelas 1 e 2, observa-se que a maioria dos
antifingicos atualmente disponiveis possuem alvos restritos a membrana
plasmatica e a parede celular, entretanto, novos alvos vém sendo estudados
para o desenvolvimento de novas terapias. Relembrando, o ergosterol € um
lipidio envolvido com a permeabilidade e fluidez da membrana plasmética, bem
como com a funcionalidade das proteinas integrais da membrana fangica. O
ergosterol € o alvo de diversos antifungicos, seja pela inibicdo da sintese de
2017).

anteriormente, os azois inibem a enzima 14-a desmetilase, que é essencial na

ergosterol ou ligando-se a ele (Scorzoni et al., Como visto
biossintese do ergosterol, pela conversdo de lanosterol em ergosterol. Essa
inibicdo resulta na perda de integridade da membrana celular fangica e inibicdo
do crescimento (Kathiravan et al., 2012).

A classe alilamina também inibe a biossintese do ergosterol, porém,
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pela inibicdo da enzima esqualeno epoxidase, resultando no acumulo de
esqualeno e na auséncia de outros derivados de esterol (Kathiravan et al.,
2012). Essa classe de antifungicos é muito eficiente no tratamento de infec¢des
por dermatofitos, pelo maior acumulo na pele e no leito ungueal em
comparacdo com O sangue, e isso pode ser explicado pela caracteristica
lipofilica das alilaminas (Ngo et al., 2016).

Os polienos como a nistatina e anfotericina B, ao se ligarem ao
ergosterol, formam um complexo capaz de romper a membrana, gerando o
extravazamento de ions e de outros conteudos citoplasmaticos (Odds, Brown &
Gow, 2003). Outro mecanismo de acéo dos polienos € a cascata de reacdes de
oxidacdo bem como de interacdes com as lipoproteinas, que desestabilizam a
membrana atraves da liberacdo de radicais livres (Mesa-Arango et al., 2014).

Em relacdo a parede celular, € importante lembrar que a mesma é
constituida principalmente por quitina, glicanas, mananas e glicoproteinas,
atuando como uma barreira protetora para os fungos, pois dificulta a entrada de
farmacos que possuem como alvo a mebrana celular. Além disso, a parede
celular possui um papel fundamental para adesdo e patogénese dos fungos
(Bowman & Free, 2006). A inibicdo da quitina e a inibicdo da sintese de [3-
glicanas séo os principais mecanismos de a¢éo dos antifingicos direcionados a
parede celular (Kathiravan et al., 2012).

As equinocandinas possuem mecanismo de acdo especifico com
alvo na parede celular, pelo bloqueio da enzima glicano sintase que,
consequentemente, inibe a sintese de B-1,3 glicanos (Odds, Brown & Gow,
2003). Esse bloqueio reduz a incorporacdo de mondmeros de glicose ligando
B-1,3 e B-1,6 glicanos, gerando a lise celular pelo enfraquecimento da parede
celular (Kathiravan et al., 2012). A toxicidade das equinocandinas € minima,
uma vez que seus alvos ndo estdo presentes nas células de mamiferos (Patil &
Majumdar, 2017). As polioxinas sdo uma classe de moléculas que tém como
alvo a quitina sintase, que esta envolvida com o alongamento da cadeia de
guitina, sendo considerado um alvo atraente (Kathiravan et al., 2012). A quitina
encontra-se em pequenas quatidades nas leveduras (1-2%), mas em
quantidade consideravel nos fungos filamentosos (10-20%) (Bowman & Free,
2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5253656/#B203
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Outro mecanismo de acdo conhecido de alguns antifungicos é a
inibicdo da sintese de acidos nucleicos e microtabulos. A 5-flucitosina atua
inibindo a sintese de acido nucleico, através da conversdo desse antifiingico
em 5-fluorouracil pela enzima citosina desaminase que na sequéncia, é
convertida em acido 5-fluorouridilico. Esse acido inibe a enzima timidalato
sintetase, interferindo na sintese de DNA e incorpora-se ao RNA, prejudicando
a sintese proteica (Odds, Brown & Gow, 2003). J4 a griseofulvina inibe a
funcionalidade dos microtubulos, inibindo a mitose na célula fangica, pela
ruptura do arranjo do fuso mitotico (Kathiravan et al., 2012).

O estresse oxidativo também pode danificar as células fungicas,
como pelo tratamento com anfotericina B. Esse antifungico pode induzir a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
Candida, Cryptococcus e Trichosporon, aumentando o efeito fungicida do
farmaco (Ferreira et al., 2013; Mesa-Arango et al., 2014).

Novos alvos terapéuticos englobam a inibicdo da proteina Hsp90 e a
inibicdo da sinalizacdo de calcineurina (Figura 6). A proteina Hsp90 contribui
para a sobrevivéncia dos microrganismos e € sintetizada como uma resposta
adaptativa a condi¢cdes nocivas, tornando-se um alvo atrativo para a terapia
antifangica (Jacob et al., 2015). A calcineurina é um proteina envolvida com a
regulacdo de processos celulares fundamentais em algumas leveduras e
fungos filamentosos, como no crescimento, transicdo morfolégica, homeostase,
resposta ao estresse, resisténcia, mas especialmente na integridade da parede
celular, pois influencia na biossintese de ergosterol, de quitina e de p-glicanos
(Blankenship et al., 2003; Steinbach et al., 2006; Scorzoni et al., 2017). Os
trifeniletilenos descritos por Butts et al. (2014) foram sugeridos como uma nova
classe de antifungicos que atuam inibindo o ativador da calcineurina em
Cryptococcus neoformans, agindo na homeostase do célcio (Odom, 2014).

Na Figura 6 foram resumidos os alvos dos antifingicos, bem como

0os novos alvos que sdo candidatos a acgdo dos antifungicos.
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Figura 6: Alvos antigos e novos como candidatos a acédo dos antifingicos.
Fonte: Scorzoni et al. (2017).
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3.5. Mecanismos de resisténcia aos antifungicos

O uso generalizado de antifungicos aliado a um arsenal limitado vém
revelando um perfil de resisténcia em fungos clinicamente importantes, como
Candida, Aspergillus e Cryptococcus. Alguns mecanismos adquiridos de
resisténcia aos antinfungicos foram identificados, como alteracdo ou
superexpressao de alvos terapéuticos, regulacdo positiva de transportadores
de farmacos e ativacdo de resposta ao estresse (Shapiro, Robbins & Cowen,
2011). De acordo com Revie et al. (2018), mecanismos diferentes governam a
resisténcia adquirida e intrinseca. O desenvolvimento de resisténcia adquirida
pode ocorrer em funcdo da superexpressdo de alvos terapéuticos,
substituicdes de aminoacidos no alvo terapéutico, impedindo a ligacdo dos
farmacos, sinalizacdo através de vias de resposta ao estresse, regulacao
positiva de bombas de efluxo ou alteracdes nas vias celulares. Essa resisténcia
adquirida pode ser acelerada em funcdo da plasticidade genética do
microrganismo, da existéncia de cepas hipermutadas ou por pressdes
ambientais, pelo uso indiscriminado de fungicidas agricolas, que geram
resisténcia cruzada em isolados clinicos (Revie et al., 2018).

Em contrapartida, a resisténcia primaria ou intrinseca ocorre através
de mecanismos que se sobrepdem aos implicados na resisténcia adquirida,
como a incompatibilidade de alvo terapéutico, sinalizacdo de resposta ao
estresse e a superexpressdo da bomba de efluxo. Também €& importante
destacar que a formacdo de biofilmes diminui a suscetibilidade aos
antifangicos, j& que a estrutura do biofilme dificulta que o farmaco atinja seu
alvo. A combinagdo entre 0s mecanismos de resisténcia adquiridos e
intrinsecos seleciona microrganismos cada vez mais resistentes (Revie et al.,
2018).

Os antifungicos azéis ligam-se ao atomo de ferro encontrado no
grupo heme da enzima 14-a-lanosterol desmetilase, essa ligacdo bloqueia a
desmetilacdo da enzima, interrompendo a producéo de ergosterol e resultando
no acumulo de esterdis toxicos que desestabilizam a membrana e impede o
crescimento dos fungos (Robbins, Wright & Cowen, 2016). A 14-a-lanosterol
demetilase é codificada pela proteina Ergll em leveduras e Cyp51A/Cyp51B

em bolores. A resisténcia aos azoéis envolve especialmente alteracdes ou
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superexpressdo de genes que sao alvos terapéuticos (ERG11/ cyp51A/
cyp51B). Geralmente isolados do género Candida e Aspergillus resistentes aos
azois apresentam substituicdes de aminoacidos préximos ao local de ligacao
do antifungico (Marichal et al., 1999; Balashov et al., 2005).

A superexpressdo de ERG11 é comumente evidenciada em isolados
de C. albicans resistentes aos azdéis. Essa superexpressao esta diretamente
relacionada com a resisténcia, ja que o alvo em abundéancia necessita de maior
quantidade de antifungico para uma completa inibicdo (Franz et al., 1998),
reduzindo dessa forma a suscetibilidade (Akins, 2005). Varios mecanismos sao
responsaveis pela superexpressdo de ERG11 em isolados resistentes aos
azois, um exemplo € a formacdo de um isocromossomo contendo duas cépias
do braco esquerdo do cromossomo 5, no qual encontra-se 0 ERG11, ou pela
duplicacdo de todo o cromossomo (Selmecki et al., 2006).

A superexpressdo de Cyp51A em A. fumigatus foi observada em
isolados clinicos de um paciente que apresentou falha terapéutica utilizando
azol. Apos realizar o sequenciamento do genoma desses isolados, verificou-se
uma mutacdo na subunidade do complexo do fator de transcricdo de ligacao
CCAAT HapE, que gerou uma substituicdo de aminoacido P88L, aumentando
a expressao de cyp51A (Arendrup et al., 2010; Camps et al., 2012).

A ativacdo de bombas de efluxo associadas a membrana fangica é
outro mecanismo de resisténcia encontrado em muitas espécies fungicas. E
importante ressaltar que esse mecanismo ndo é encontrado em fungos
resistentes a classe das equinocandinas ou polienos, pois o alvo desses
antifiingicos encontra-se no exterior da célula fingica (Cannon et al., 2009).

Em relac@o a resisténcia aos azois, dois sistemas de efluxo estdo
envolvidos, a superfamilia de transportadores de ligacdo de ATP (ABC) e a
superfamilia de facilitador principal (MFS) (Cowen et al., 2014). Os
transportadores Cdrl e Cdr2 do cassete de ligacdo de ATP (ABC), bem como o
principal facilitador Mdrl, foram todos implicados na resisténcia clinica aos
azois em muitas espécies de Candida. Além disso, a regulacdo positiva de
Mdrl demonstrou facilitar a evasdo de C. albicans do sistema imunologico do
hospedeiro, por meio do efluxo de histatina, um peptideo antimicrobiano

(Hampe et al., 2017). A regulacdo positiva de CDR1 e CDR2 esté4 envolvida
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com a resisténcia aos azois atraves do efluxo do antifungico, que reduz o
acumulo do mesmo na célula fungica (Sanglard et al., 2009).

Diversos fatores ABC foram identificados em outros isolados
resistentes aos azois, como o CgCdrl, CgCdr2 e CgSng2 em C. glabrata, Afrl
em C. neoformans e AtrF em A. fumigatus (Slaven et al., 2002; Coleman &
Mylonakis, 2009). A expressdo dos transportadores de membrana CgFLR1 e
CgFLR2 em C. glabrata resultaram em um fenotipo resistente a 5-flucitosina,
pelo efluxo do antifingico (Pais et al., 2016).

Diversos estudos demonstram o papel das mitocondrias no
desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos. A perda de funcéo
mitocondrial em C. glabrata proporcionou o aumento na resisténcia ao
fluconazol (Sanglard et al., 2001). Em isolados de A. fumigatus, mutacdes no
complexo mitocondrial I, revelaram que esses isolados eram resistentes aos
azois (Bromley et al., 2016).

Um perfil resistente a classe das equinocandinas € resultado de
mutagdes em regides denominadas “hot spots”, onde foi possivel verificar
substituicdo de aminoacidos no gene FKS1 (encontrado em todas as espécies
de Candida) ou em regides homologas de FKS2 (especifico de C. glabrata)
(Park et al.,, 2005; Garcia-Effron et al., 2009). Essas substituicbes de
aminoacidos reduzem a sensibilidade da enzima glicano sintase as
esquinocandinas, elevando os valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
de 50 a 100 vezes (Cowen et al., 2015). Em C. glabrata é possivel reverter a
resisténcia mediada pela mutacdo em FKS2, pela administracdo de inibidores
de calcineurina, pois a expressdao de FKS2 é dependente de calcineurina
(Katiyar et al., 2012).

Outro mecanismo importante que implica na resisténcia as
equinocandinas € o aumento da sintese de quitina, que reduz a eficacia dos
antifangicos. A expressao do gene reponsavel pela sintese de quitina €
induzida pela exposicdo de diversas espécies de Candida a baixos niveis de
equinocandinas (Walker et al.,, 2008; Walker et al., 2013). Além disso, a
proteina Hsp90, sintetizada em resposta a condi¢cdes de estresse, contribui
para a sobrevivéncia de microrganismos patogénicos, gerando um impacto na

resisténcia tanto aos azoéis como as equinocandinas (Cowen et al., 2015; Jacob
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et al., 2015). Inibidores de Hsp90 em A. fumigatus e A. terreus proporcionaram
um aumento na suscetibilidade a caspofungina e, em C. albicans, essa inibicdo
aumentou a suscetibilidade aos azoéis (Cowen, 2009).

Em isolados resistentes a terbinafina, verificou-se a presenca de
substituicbes de aminoacidos na esqualeno epoxidase, que é o alvo desse
antifingico. Em A. fumigatus, por exemplo, foi evidenciada a substituicdo
F389L no gene ergA, responsavel pelo perfil resistente a terbinafina (Rocha et
al., 2006). Terbinafina, que é comumente utilizada no tratamento de infec¢des
por fungos dermatofitos, j& apresentou relatos de resisténcia em T. interdigitale,
pela substituicdo de aminoacidos no gene da esqualeno epoxidase ergl (Singh
et al., 2018).

A 5-flucitosina € conhecida por induzir rapida resisténcia, nesse
sentido, é utilizada em terapia combinada (Vermes et al., 2000). A resisténcia a
esse antifiungico ocorre, geralmente, por uma mutacédo na permease FCy2, que
impossibilita a entrada da 5FC na célula fangica. Outra possibilidade é a
presenca de mutagbes nas enzimas Furl ou Fcy, que inibe a conversdo da
5FC em 5-fluorouracil (Hokken et al., 2019). Na Figura 7 podemos observar um

resumo sobre 0os mecanismos de resisténcia aos antifingicos mencionados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5253656/#B127
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#b0215
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#b0745
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#b0745
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#b0840
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#b0840
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1087184519301975?via%3Dihub#b0905

1. Biofilm formation

drug resistanceT

4. Mutations in cell wall biosynthesis genes

WW/@%

§ S>PS
g‘ 5

W disturbs =
B-(1,3)-GS complex (;é |

6. Increased drug efflux

%ﬁé%%%%&%é%é%&%ﬁ%

2. Loss of mitochondrial function

@ Azole resistance T
[ ]

7. Upregulation and mutation of target genes
in ergosterol biosynthesis

S

29

3. Stress signaling Increased
caspofungin/fluconazole tolerance

Calcineurin
increased activation

Regulates HOG signaling
——>Hyphal development

Cell wall integrity

000 7559600 T

transcription

5. Inhibited pyrimidine salvage pathway

q B 2
> DY

q 5FU
5FC resistance

Inhibition of protein synthesis

Inhibition of DNA synthesis
8. Lipid metabolism bypass
e @ Azole resistance
@ Bind%o Polyene resistance

ngég %é % gg S§§§<§§e§0<é<><< égif 38 gg 5

I

sk L _

@ @ inactivation @ { ]
IXEH o
[TRITRK cyp5IA ) T Azole resistance T

Transcription | Allylamine resistance

&9

M
2N\
140.-methyl sterols—)Prevennon of

toxic sterol production

0| — T .

drug resistanceT
Transcription

* < e ° - e $

Mutation 5EC Allylamines Azoles Echinocandins Polyenes Ergosterol

Figura 7: Mecanismos de resisténcia aos antifingicos encontrados em fungos.
1: A estrutura do biofilme reduz a penetracdo do antifingico, comprometendo
sua eficacia. 2: Mutacfes que resultam na perda do complexo mitocondrial I,
qgue induz resisténcia aos azébis. 3: A ativacdo de Hsp90 em situacdes de
estresse geram tolerancia aos azdéis e equinocandinas. 4: Mutacdes em
subunidades cataliticas do complexo 1,3 B-glucano sintase interferem na
eficacia das equinocandinas. 5: Mutacdes em FcyB evitam a entrada de
flucitosina na célula. Mutacbes em Fcyl interrompem a conversdo da
flucitosina em 5-fluorouracila, que € téxica. 6: A atividade aumentada de
transportadores de efluxo de farmacos resulta em menor concentracao de
antifngicos no interior da célula. 7: Mutacdes em esqualeno epoxidase ergl
interrompem a atividade de alilaminas e, mutacdes na 14a-esterol desmetilase
Cyp51A interrompem a atividade dos azois. 8: Alteragdes em Erg3 interrompe
a producéo de esterdis toxicos se Cyp51A for inibido por compostos azolicos.
Fonte: Hokken et al. (2019).
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3.6. Modelos alternativos de infecgdes fungicas

Uma etapa importante durante o desenvolvimento de um projeto de
pesquisa € a escolha de um método experimental adequado. Os modelos in
vivo sdo amplamente empregados na pesquisa e envolvem um ndamero
elevado de animais para obtencdo de resultados representativos, sendo
necesséria a aprovacado pelo comité de ética em pesquisa. Os modelos in vitro
também sdo muito empregados, e englobam o cultivo de células que serdo
utiizadas de forma isolada. J& os modelos ex vivo envolvem o uso de
fragmentos de tecidos, como pele, cOrnea, cascos, onde a estrutura do tecido é
preservada, sendo uma alternativa aos modelos murinos. Estes modelos estdo
atrelados aos principios de Russell e Burch, conhecidos por Principio dos 3
R’s, que se referem a reducdo, & substituicdo e ao refinamento do uso de
animais em laboratorio (Clark, 2018).

Modelos ex vivo de infec¢des flngicas sdo desenvolvidos em um
microambiente fisiolégico 3D, onde € possivel preservar caracteristicas
fundamentais dos tecidos. Nos explantes de pele, por exemplo, os foliculos
capilares sdo mantidos, sendo uma vantagem em relacdo aos métodos de
cultura celular in vitro ou 2D (Baumbach et al., 2020). Explantes de pele
oriundos de cirurgias redutivas vém sendo utilizados para avaliar o reparo da
barreira da pele (Danso et al., 2015), bem como a cicatrizagcéo de feridas (Xu et
al., 2012) e doencas inflamatérias (Guilloteau et al., 2010). Alguns modelos ex
vivo de infec¢Bes fungicas foram propostos para estabelecer um quadro
infeccioso na unha e na pele, utilizando lascas de unha humana e fragmento de
pele oriundos de abdominoplastia (Peres et al., 2016).

Peres et al. (2016) padronizaram um modelo ex vivo de infecgéo
fungica em folhas de estrato cérneo e compararam os resultados com a cultura
de células. Os autores observaram que no modelo ex vivo, o T. rubrum foi
capaz de expressar alguns genes, auxiliando no entendimento dos aspectos
moleculares envolvidos com a interacdo entre o patdégeno e o hospedeiro
durante o processo infeccioso. Poyntner et al. (2016) estabeleceram pela
primeira vez uma infeccdo traumética por Exophiala dermatitidis em um modelo
ex vivo de pele humana. Os recortes de pele foram feridos e inoculados com o

fungo e incubados a 37°C para simular a temperatura corporal, durante uma
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semana. A adesdao fangica foi confirmada microscopicamente e foi realizado o
sequenciamento do RNA através da biomassa colhida, para auxiliar no
entendimento dos mecanismos moleculares que este fungo utiliza para infectar
a pele.

A mucosa vaginal suina (Pereira et al., 2017), a cornea humana e de
coelho (Pinnock et al.,, 2017) e o tubulo dentario (Chandra et al., 2010) séo
outros exemplos de modelos alternativos aos métodos in vivo. Esses modelos
sdo protétipos interessantes para analisar o potencial antifingico de novos
farmacos durante a fase pré-clinica. Em relagdo aos modelos ex vivo de
onicomicose, a utilizacdo de cascos de animais é uma escolha atraente, ja que
€ possivel mimetizar a barreira natural que é a unha, sendo um desafio para a
penetracdo dos agentes antifungicos (Elewski et al., 2013). Além disso, hd uma
fonte de queratina presente, que é o principal constituinte da unha humana,
alvo dos dermatofitos, e que é capaz de ligar-se e inativar alguns antifingicos
(Osborne et al., 2004; Schaller et al., 2009).

Na revisdo de Quatrin et al. (2019), foram reunidos diversos artigos
contendo modelos alternativos aos métodos in vivo. Observamos que varios
substitutos para a unha humana foram propostos em ensaios ex vivo, Como 0
casco suino e o bovino, unhas de cadaveres, unhas pulverizadas e filmes de
queratina. Em relacdo as infec¢des cutaneas, além de fragmentos de pele
humana, modelos com pele de porco e gato também foram utilizados. Em
infeccbes na mucosa oral, a mucosa de camundongos, coelhos e porcos sdo
protétipos interessantes para induzir um quadro de candidiase oral (Ohnemus
et at., 2007; Shin et al., 2013; Labib & Aldawsar, 2015).

3.7. Compostos organoselénio

O selénio (Se) é um elemento calcogénio essencial para o
organismo, ingerido através da alimentacdo, é responsavel por preservar a
integridade dos o0ssos e articulagdes. Sua deficiéncia pode causar uma doenca
chamada Keshan, que causa altera¢cdes no musculo cardiaco (Fairweather-Tait
et al., 2011). Esse elemento tem um efeito ambivalente no organismo, pois
pode ser altamente toxico se for ingerido em excesso. Dependendo da forma

guimica do Se, a toxicidade e a biodisponibilidade sédo afetadas. Os compostos
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de Se inorgéanico normalmente sdo mais toxicos do que os compostos de Se
organico (Kobayashi, Suzuki & Ogra, 2018). Em relagcdo ao composto organico
selenocianato (SeCN"), foi relatado que em células de mamiferos ele é um
metabolito do Se (Anan et al.,, 2015). O Se pode apresentar-se em quatro
estados de oxidacdo, que inclui o seleneto, Se elementar, selenito e selenato
(Chasteen & Bentley, 2003), como pode ser observado na Figura 8.

Se” «» Se” «» Se0:” «» Se0,’

seleneto elemento selenito  selenato
Figura 8: Estados de oxidacao do selénio.
Fonte: Chasteen & Bentley (2003).

A sintese de uma nova classe de moléculas com diferentes
propriedades farmacolégicas € um caminho atrativo na busca por novas
opcbes terapéuticas. E de conhecimento cientifico que o0s compostos
organoselénio possuem potente atividade antibacteriana e antifangica
(Mugesh, du Mont & Sies, 2001). Algumas publicacdes demonstram
propriedades interessantes de compostos organoselénio, como no estudo de
Chao e colaboradores (2019), onde foi descrita a atividade de derivados de
selenocianatos contra o Trypanosoma cruzi. Também foram classificados como
agentes leishmanicidas (Etxebeste-Mitxeltorena et al., 2020). O potencial
anticancerigeno de compostos organoselénio também foi demonstrado em
varios estudos (Poerschke & Moos, 2011; Chen et al., 2009; Nie et al., 2020).

A sintese de novos selenocianatos e disselenetos abordada no
estudo de Baquedano et al. (2016), revelou uma potente atividade contra a
forma amastigota de Leishmania infantum. Alguns compostos foram
selecionados para estudos futuros, por apresentarem uma importante atividade
antiparasitaria e baixa toxicidade para células humanas, sendo candidatos
interessantes para o desenvolvimento de um novo medicamento
antiparasitario. Thana et al. (2018) sintetizaram uma série de ebselen contendo
0s substituintes C-Se-N, e avaliaram sua atividade contra Mycobacterium
tuberculosis, revelando resultados promissores com CIM variando de 12,5 a
100 pg/mL.
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Foi demonstrado que o ebselen possui potente atividade antifiUngica
contra Candida spp. e Cryptococcus spp, em concentragdes variando entre 0,5
a 2 pg/mL. Em relagdo ao seu mecanismo de acgdo, o mesmo néo foi
completamente compreendido, mas evidéncias indicam que o ebselen gera um
aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), pelo esgotamento de
glutationa intracelular (GSH), perturbando a homeostase das células fungicas
(Thangamani et al.,, 2017). Em bactérias multirresistentes, incluindo o
Staphylococcus aureus e Enterococcus spp., 0 ebselen também apresentou
acao antimicrobiana (Wojtowicz et al., 2004; Thangamani, Younis & Seleem,
2015). Em Fusarium spp., 0s compostos organoselénio disseleneto de difenila
e ebselen revelaram potente atividade antifingica, de forma isolada e em
combinacdo com antifungicos comerciais (Venturini et al., 2016). Novos
derivados de organoselénio (imidazo [1,2- a] piridina) foram sintetizados no
estudo de Kumar e colaboradores (2017), revelando uma potente acao
antimicrobiana, observada pelos efeitos sinérgicos eficazes em combinacdo
com antibiéticos. O perfil de toxicidade dos derivados em relacdo as células
HEK-293 e HelLa encontram-se dentro da faixa aceitavel (Kumar et al., 2017).

O Selenazol é outro exemplo de composto organoselénio que possui
promissoras propriedades antimicrobianas, contra Candida spp. bem como
frente as bactérias S. aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Al-
Rubaie et al., 2014; tgczkowski et al., 2016). O disseleneto de difenila (PhSe)2
e seus analogos sintéticos, demonstraram uma atividade de amplo espectro
contra C. albicans (CIM: 4-32 pg/mL), C. dubliniensis (CIM: 2-16 pg/mL),
Aspergillus spp. (0,5-64 pg/mL) e Fusarium spp. (2-16 pug/mL) (Loreto et al.,
2011).

3.8. Derivados indodlicos

Os inddis sdo moléculas constituidas por um grupamento de anéis
heterociclicos, amplamente explorados em quimica medicinal. Possuem
diversas propriedades farmacolégicas, como ac¢do anticancerigena (Jia et al.,
2020), antiviral (Zhang, Chen & Yang, 2015; Wang et al., 2019), antibacteriana
(Ciulla & Kumar, 2018; Liu et al., 2020), anti-inflamatoria e antidepressiva

(Chadha & Silakari, 2017). Além disso, apresentaram efetividade no combate
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aos sintomas da enxaqueca, vomitos e hipertensédo (Chadha & Silakari, 2017).
O indol foi identificado nos anos de 1860 por Baeyer e seus colegas de
trabalho e, desde entdo, ganhou expressiva popularidade, por apresentar uma
arquitetura molecular atrativa para a projecdo de derivados inddlicos de
interesse medicinal (Baeyer, 1866; Chadha & Silakari, 2017). A estrutura
quimica do indol engloba a fusdo do benzeno com o anel pirrol (Baeyer, 1869).

Diversas espécies de plantas possuem o indol como um
fitoconstituinte e, além disso, algumas bactérias sdo capazes de produzir o
indol naturalmente. O aminoéacido triptofano possui o indol em sua estrutura
quimica (Hopkins & Cole, 1901). Exemplos de alcaloides inddlicos naturais
aprovados pelo FDA englobam a vincristina, vinblastina, vinorelbina e
vindesina, utilizados para o tratamento do cancer, a ajmalina, que possui
atividade antiarritmica, bem como o parassimpaticomimético fisostigmina,
utilizado para o tratamento do glaucoma e doenca de Alzheimer (Chadha &
Silakari, 2017). Estes compostos naturais inspiraram a sintese de compostos
inddlicos sintéticos. Exemplos sintéticos incluem a indometacina (anti-
inflamatorio), ondansetrona (antieméticos), fluvastatina (hipercolesterolemia) e
zafirlucaste (antagonista do receptor de leucotrieno) (Chadha & Silakari, 2017).

Uma ampla gama de compostos inddlicos de origem natural com
atividade antimicrobiana merece destaque, como 0s originarios da Alstonia
scholaris, utilizado para o tratamento da malaria, ictericia, problemas
gastrointestinais, cancer, entre outros (Chadha & Silakari, 2017). Aspidosperma
sp. € outro genéro botanico de onde pode ser extraido o alcaloide inddlico
aspidospermidine, conhecido por apresentar propriedades antiparasitarias
contra Plasmodium, Leishmania e Trypanosoma (Coatti et al., 2015). O
antibiotico indolicina, originario do briozoario Amathia convolute, é eficaz contra
S. aureus e Helicobacter pylori, sendo outro exemplo de derivado inddlico
(Kanamaru et al., 2001; Hurdle, O'Neill & Chopra, 2004). Um alcaloide extraido
de outro brizoario marinho, conhecido como Flustra foliacea, apresenta
atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis (Wright, 1984).

Derivados indodlicos sintéticos com atividade antimicrobiana foram
projetados em diversos estudos. A dimerizacdo ou hibridizacdo de indois, por

exemplo, consiste de técnicas que foram abordadas na revisdo de Meng et al.
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(2020), para obtencdo de novas moléculas com propriedades antibacterianas
contra S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Essas técnicas revelam um
avanco importante da ciéncia, ja que a escassez de novos antimicrobianos é
uma realidade na atualidade. A sintese de novos analogos do fluconazol, com
substituicdo de uma molécula de triazol por uma molécula de indol foi abordada
no estudo de Lebouvier et al. (2020), onde foi observada uma potente atividade
antifangica contra Candida spp. Singh e colaboradores (2011) também
sintetizaram derivados inddlicos, que apresentaram atividade antifiingica contra
Candida albicans. Compostos inddlicos sintéticos também apresentaram
efetividade contra Aspergillus niger (Sakhuja et al., 2011). Nesse mesmo
estudo, os autores verificaram uma atividade antibacteriana de amplo espectro,
contra S. aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa, Salmonella typhi e Klebsiella pneumoniae, bem como para a
levedura Candida albicans (Sakhuja et al., 2011).

A sintese de agentes antimicrobianos derivados do indol,
caracterizada pela substituicdo eletrofilica da terceira posicdo, bem como do
NH do nucleo do indol, é frequentemente realizada pelos quimicos medicinais.
Além disso, a cicloadicdo na segunda e terceira posi¢cdo revelou potentes
atividades antimicrobianas. Em contrapartida, estudos indicam que substituir a
terceira posicdo do indol por pequenos grupos, como o0 metil, resulta em
compostos com acdo antimicrobiana moderada. Na Figura 9 é possivel
observar as substituicbes que sdo indicadas para a sintese de derivados

inddlicos com atividade antimicrobiana (Chadha & Silakari, 2017).

N

/ O Small groups eg. methyl
Various large
substitutions

Figura 9: Requisitos estruturais para obtencdo de agentes antimicrobianos
derivados do indol. Fonte: Chadha & Silakari (2017).

Relatos indicam que os inddis sdo capazes de inibir a proteina

quinase (Kilig, Isgér & Olgen, 2009; Olgen, 2011) e, além disso, evidenciou-se
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que o indol é metabolizado pelo citocromo P450 2A6 humano (Gillam et al.,
2000). Essas caracteristicas apoiam a utilizacdo de indéis como um arcabouco
farmacéutico para o desenvolvimento de novos farmacos (Suenkel, Fischer &
Steegborn, 2013). As diversas propriedades bioldgicas dos derivados indolicos
demonstram o quao promissor € a presenca desse composto organico na

sintese de novas moléculas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de realizacdo da pesquisa

Os experimentos descritos neste estudo foram realizados na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA) e Instituto Federal Catarinense (IFC-Campus Concordia).
Os experimentos microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa
em Micologia Aplicada (Faculdade de Farmacia/lUFRGS), a sintese das
moléculas foi realizada no Laboratério de Quimica Medicinal de Compostos de
Selénio (QMCSe/UFCSPA) e os ensaios toxicolégicos foram realizados em
parceria com a UNIPAMPA e IFC-Campus Concordia.

4.2. Selecéo dos fungos de interesse

No total, 40 isolados clinicos e ATCC (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, EUA) foram utilizados neste estudo: C. tropicalis
(ATCC 750, 17P, 72P, RL104 e ATCC 950), C. krusei (CK01, CK02, CKO03,
RL102 e DEN43), C. parapsilosis (RL11, RL13, RL33, RL100 e CP007), C.
glabrata (RLO3, RL22, RL37, RL105 e CGO09), C. albicans (CA01, CAO02,
DEBO5, DEBQO9 e ATCC 18804), N. gypsea (MGY 01, MGY 1, MGY 2, MGY 3 e
MGY 50), T. mentagrophytes (TME 1, TME 2, TME 3, TME 40, e TME 46), e T.
rubrum (TRU 2, TRU 3, TRU 45, TRU 47 e TRU 51), pertencentes a micoteca
do Laboratério de Pesquisa em Micologia Aplicada, Faculdade de Farmécia

(Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil).

4.3. Obtencao dos 3-Selenocianatos-indolicos 4a-g
Neste estudo foram avaliados sete compostos derivados do

selenocianato-indodlico (4a-g): (4a) 3-selenocianato-1H-indol; (4b) 5-bromo-3-
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selenocianato -1H-indol; (4c) 5-iodo-3-selenocianato-1H-indol; (4d) metil 3-
selenocianato-1H-indol-5-carboxilato; (4e) 3-selenocianato-1H-indol-4-
carbonitrila; (4f) 2-fenil-3- selenocianato-1H-indol e (4g) 1-metil-2-fenil-3-
selenocianato-1H-indol.

O processo geral de sintese dos compostos foi realizado pela
combinacdo de malononitrila (3 mmol) e SeO2 (6 mmol), que foram agitados
em DMSO (5 mL) a temperatura ambiente por 15 minutos em um frasco de
fundo redondo. Em seguida, o indol (3 mmol) foi adicionado em uma porcao.
Apos 30 minutos, a mistura foi diluida em 20 mL de acetato de etila (AcCOEt) e
lavada com agua (5x 20 mL) seguida de salmoura (1x 20 mL). A fase organica
foi seca com MgSOy, filtrada e o solvente organico foi evaporado sob pressao
reduzida. O produto bruto obtido foi purificado por cromatografia em coluna
usando uma mistura de AcOEt/Hexano para obtencdo do 3-selenocianato-

inddlico 4a-g.

4.4. Ensaio de suscetibilidade aos antifungicos

Foi realizado um screening inicial dos 3-Selenocianatos-indolicos
(4a-g) frente leveduras do género Candida, para verificar o potencial
antifingico dos compostos. ApGs obtencdo dos resultados, duas moléculas
destacaram-se (4a e 4b), pois apresentaram uma atividade de amplo espectro,
com baixas concentra¢des inibitorias. Nesse sentido, ampliamos o niumero de
isolados a serem avaliados, para cinco isolados de cada espécie (C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis) e avaliamos a atividade
antifingica destas moléculas frente a fungos dermatdéfitos dos géneros
Trichophyton, Nannizzia e Microsporum, em cinco isolados de cada espécie.

As solucdes referentes a cada composto foram diluidas em DMSO
(2%), o restante de volume necessério foi completado com meio RPMI 1640,
para obtencdo de uma solugcdo na concentracdo de 100 pg/mL para cada
composto. As CIMs dos compostos foram definidas pelo método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com os protocolos M27-A3 (Candida spp.) e
M38-A2 (fungos filamentosos), ambos padronizados pelo CLSI (2008). Os

indculos foram preparados em solucdo salina estéril 0,85%, posteriormente
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ajustados em espectrofotbmetro (GT7220, Global Trade Tecnology) no
comprimento de onda de 530 nm.

A suspenséo final de levedura foi obtida apos diluigbes 1:50 e 1:20,
sendo a ultima realizada em meio RPMI para obtencdo do inéculo teste duas
vezes mais concentrado (1 x 10% a 5 x 10 UFC/mL), sendo preparados a partir
de culturas cultivadas em agar sabouraud dextrose (SDA) a 35 °C. Esta
concentracdo é diluida 1:1 quando inoculada nos pocos, resultando em um
inéculo final (0,5 x 10% a 2,5 x 103). As microplacas foram incubadas a 35 °C
por dois dias (48h) e a leitura da CIM foi realizada visualmente.

A suspensao final contendo os conidios de fungos filamentosos foi
obtida ap6s diluicdes 1:50 em meio RPMI, para obtencao do inéculo teste duas
vezes mais concentrado (2 x 10° a 6 x 10%), sendo preparados a partir de
culturas cultivadas em agar batata dextrose (PDA) a 32 °C durante sete dias.
Esta concentracdo € diluida 1:1 quando inoculada nos pocos, resultando em
um inéculo final (1 x 10% a 3 x 10° UFC/mL). As microplacas foram incubadas a
32 °C por quatro dias (96h) e leitura da CIM foi realizada visualmente.

Todos os ensaios foram realizados em meio RPMI 1640, contendo
L-glutamina (sem bicarbonato de sédio), tamponado a pH 7,0 com MOPS 0,165
mol/L, em duplicata. Em paralelo foram realizados o controle de esterilidade
(controle negativo) e o controle positivo para viabilidade de células fungicas. A
CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir 100% o
crescimento fungico quando comparada ao controle positivo, por meio da
leitura visual (CLSI, 2008).

4.5. Mecanismo de acao

4.5.1. Ligacao ao ergosterol exdgeno

Para avaliar a capacidade dos 3-Selenocianatos-indolicos (4a e 4b)
formarem um complexo com o esterol da membrana celular fungica, foi
realizado o ensaio de ergosterol exégeno (Escalante et al., 2008). A técnica de
determinacdo exdgena (qualitativa) de ergosterol foi executada com e sem a
adicéo de ergosterol (Sigma-Aldrich) no inéculo fungico, em concentragbes de
100, 150, 200 e 250 mg/mL, para C. albicans (ATCC 18804), C. glabrata
(RL37), C. krusei (CK01), C. tropicalis (ATCC 750), C. parapsilosis (RL13), T.
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rubrum (TRU45), T. mentagrophytes (TME46) e N. gypsea (MGY50). A CIM
determinada na auséncia e presenca de ergosterol exdégeno foi realizada
conforme os protocolos M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008). O ergosterol foi
dissolvido em dimetilformamida (0,1%) (Sigma-Aldrich) e a solugdo foi
adicionada ao meio RPMI-1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de
sédio, tamponado a pH 7,0, Sigma-Aldrich). As microplacas foram incubadas a
35 °C por 48h para Candida spp. e 96h para os dermatofitos. As CIMs foram
determinadas visualmente pela auséncia ou presenca de crescimento fangico.
A anfotericina B foi usada como controle e o ensaio foi realizado em duplicata.
Se 0s compostos apresentarem afinidade pelo ergosterol exdgeno, impedindo

a ligacdo ao ergosterol enddgeno, espera-se que a CIM aumente.

4.5.2. Ensaio de protecédo do sorbitol

Para verificar se os 3-Selenocianatos-inddlicos (4a e 4b) afetam a
integridade da parede celular fungica, foi realizado o ensaio de protecdo do
sorbitol (Escalante et al., 2008). As CIMs dos compostos foram determinadas
com e sem adicao de sorbitol (0,8 M, Sigma-Aldrich) no inéculo fangico, para C.
albicans (ATCC 18804), C. glabrata (RL37), C. krusei (CK01), C. tropicalis
(ATCC 750), C. parapsilosis (RL13), T. rubrum (TRU45), T. mentagrophytes
(TME46) e N. gypsea (MGY50). A CIM determinada na auséncia e presenca de
sorbitol foi realizada conforme os protocolos M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008). O
sorbitol foi dissolvido no meio de cultura RPMI-1640 (contendo L-glutamina,
sem bicarbonato de sodio, tamponado a pH 7,0, Sigma-Aldrich). As
microplacas foram incubadas a 35 °C e as CIMs foram determinadas
visualmente pela auséncia ou presenca de crescimento flngico, no segundo e
no sétimo dia de incubacéo para as leveduras, e no quarto e oitavo dia de
incubagéo para os fungos filamentosos. A anidulafungina foi usada como
controle e o ensaio foi realizado em duplicata. O sorbitol impede a lise e a
ruptura da parede celular fungica, por ser um protetor osmético da parede.
Nesse sentido, se 0 alvo dos compostos for a parede celular, espera-se que a

CIM aumente na presenca do sorbitol.
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4.6. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apenas uma cepa fungica - C. albicans (ATCC 18804) foi
selecionada para realizacdo da microscopia eletronica de varredura (MEV). O
selenocianato-inddlico 4a foi avaliado em uma concentragdo de 3,1 mg/mL
(concentracao subinibitoria). Apos a lavagem das células fungicas com solucéo
salina de tampao fosfato (PBS), as mesmas foram expostas ao glutaraldeido
(2,5%, tipo 1, Sigma Aldrich), diluido com cacodilato de sédio (0,1 M, pH 7,2,
Sigma Aldrich) e mantidas por 1h em temperatura ambiente. Em seguida, 0s
pocos foram lavados trés vezes com cacodilato de sédio (0,1 M, pH 7,2)
contendo sacarose (0,2 M) e MgCl2 (2 mM). As células aderidas foram
desidratadas por imersdo em gradientes de solu¢cdes de acetona. Em seguida,
as amostras foram submetidas a secagem em ponto critico (EM CPD 300,
Leica), imediatamente apos a desidratacao, foram revestidas por pulverizacao
catédica com uma camada de ouro-paladio de 15-20 nm e visualizadas usando
um microscopio eletrénico de varredura (Carl Zeiss EVOs MA10, Oberkochen,
Alemanha) operando a 10 kV (Moraes et al., 2015).

4.7. Time-Kill

O ensaio do Time-kill foi realizado conforme descrito por Klepser et
al. (1998) e Ghannoum et al. (2013) para Candida spp. e dermatofitos,
respectivamente. Em tempos pré-determinados, avaliamos a cinética dos
compostos 4a e 4b em uma relacdo dose-resposta, pelo ensaio do tempo de
morte celular, que tem como objetivo demonstrar se as moléculas apresentam
um perfil fungicida ou fungistatico. Avaliamos a relagdo dose-resposta em uma
cepa representativa de cada género estudado (C. albicans ATCC 18804 e T.
rubrum TRU 45), expostas a diferentes concentracbes dos compostos. A
atividade dos compostos foi avaliada contra os isolados em 0, 4, 12, 24 e 48h
(C. albicans) e 0, 8, 12, 24 e 48h (T. rubrum) nas concentracdes de MIC/2,
MIC, MICx2 e MICx4.

Os indculos fangicos foram padronizados no espectrofotébmetro, com
comprimento de onda de 530 nm. Para C. albicans foi realizada uma diluic&o
de 1:10 em meio RPMI, para obtencdo de um inéculo final na concentracao de
aproximadamente 1 a 5 x 10° UFC/mL. J& para o inéculo de T. rubrum, foi feita
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uma diluicdo de 1:50 em meio RPMI, para obtencdo de um inéculo final na
concentracdo de 1 a 3 x 103 UFC/mL.

Em cada um dos tempos pré-determinados para cada género
fungico, uma aliquota de 100 pL de cada solucéo teste foi diluida em agua
estéril até 10°, para permitir a contagem das UFC no final do experimento.
ApoOs a diluicdo, foram inoculados 20 puL de cada amostra em agar SDA. As
placas foram incubadas a 35 °C/48h para C. albicans e 32 °C/96h para o T.
rubrum. Apos o periodo de incubacao, realizou-se a contagem das UFC e os
resultados foram expressos em logio UFC/mL. Um efeito fungicida é
caracterizado por uma diminuicdo de =299,9% em logio UFC/mL, em
comparacdo com o inéculo inicial (tempo zero). O ensaio foi realizado em
duplicata e um controle positivo de viabilidade de células fungicas foi utilizado

em paralelo.

4.8. Toxicidade (ensaios de viabilidade celular, genotoxicidade e
mutagenicidade)

Para realizacdo dos ensaios de toxicidade, foi aprovado pelo Comité
de Etica da Universidade Federal do Pampa o protocolo de nimero
27045614.0.0000.5323. O procedimento foi realizado com o consentimento do
voluntario e assinatura do termo de aceitacdo de sua participacdo na pesquisa.
A cultura de células foi preparada pela coleta de 1 mL de sangue venoso,
coletado por puncao venosa de um voluntario adulto jovem, maior de 18 anos,
sem uso de medicacdo. Os linfocitos foram obtidos por gradiente de
centrifugacdo e imediatamente foram transferidos para o meio de cultura,
contendo 9 mL de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de estreptomicina/penicilina. Os frascos de cultura de células
foram armazenados a 37 °C por 72h. O controle negativo foi preparado com
500 pL de tampéo PBS 7,4 e o controle positivo com 3 pg/mL de bleomicina.
Os compostos 4a e 4b foram avaliados na concentracdo de 32 pg/mL.

A viabilidade celular foi determinada com base na perda de
integridade da membrana leucocitaria medida pelo método do azul de tripan,
gue é um método amplamente utilizado para verificar citotoxicidade. As células

danificadas absorvem o azul de tripan para o citoplasma, por outro lado, as



42

células viaveis permanecem intactas. As células coradas (mortas) e incolores
(vivas) sdo contabilizadas em camara de Neubauer (Avelar-Freitas et al. 2014)
Cada grupo foi analisado em triplicata. Cerca de 100 células foram analisadas
por lamina para cada grupo em uma camara de Neubauer com aumento de
400x. O teste do micronucleo foi realizado em um microscopio (aumento de
1000x) onde 300 células foram contadas e classificadas quanto a quantidade
de células mononucleares com a presencga de micronucleo. A metodologia foi
realizada de acordo com Schmid (1975) e Fenech (2000), com modificacdes.
Finalmente, o ensaio do cometa seguiu as diretrizes para 0 uso da
técnica (Tice et al., 2000; Nadin, Vargas-Roig & Ciocca, 2001; Hartmann et al.,
2003). No total, 100 nucleoides por lamina (em triplicata para cada grupo)
foram selecionados e analisados. Os nucleoides foram classificados de acordo
com o comprimento da cauda para posterior calculo do indice de danos ao
DNA. Para classificacdo, os nucleoides receberam pontuacdes de 0 (sem

migracgao) a 4 (migracdo maxima).

4.9. Teste em membrana corioalantoica de ovo de galinha (HET-
CAM)
Para avaliar o potencial irritante dos compostos 4a e 4b, foi realizado
0 ensaio em membrana corioalantoica de ovo de galinha (HET-CAM). Ovos
brancos frescos e férteis foram mantidos em condicbes de incubacao
otimizadas (38-39 °C, 55-60% de umidade, 10 dias). No dia 10, a casca do ovo
foi removida com uma ferramenta rotativa (Dremel, WI). Posteriormente, 0,3 mL
de cada composto (32 pg/mL, diluido em solucdo de DMSO 0,5%), bem como
0os controles (controle negativo: NaCl 0,9%; controle positivo: NaOH 0,1 M)
foram adicionados a membrana corioalantoica dos ovos. Em seguida, 0Ss ovos
foram observados continuamente por 5 minutos, para verificar o aparecimento
de hemorragia, lise e coagulacdo. Além disso, a gravidade de cada reacdo
apos 1 e 5 minutos foi registrada. A partir disso, o score de irritacdo (IS) foi
calculado usando a equacao abaixo. O score de irritacdo, quando baseado por
esta formula, apresenta valor maximo de 21. O seguinte critério de
classificacdo é utilizado: nao irritante ou praticamente nao irritante (0 a 4,9);

irritacdo moderada (5 a 8,9) e irritacdo grave ou severa (9 a 21). O ensaio foi
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realizado em triplicata. A metodologia foi realizada de acordo com o Comité de
Coordenacédo Interagéncias sobre a Validacdo de Métodos Alternativos
(ICCVAM, 2010):

(301 — Hemorrhage Time) (301 — Lysis Time) {301 — Coagulation Time)
IS = )::5 + ].‘t? + x9
300 300 300

4.10. Padronizacdo de modelo de onicomicose

4.10.1. Formulac¢des antifungicas utilizadas no experimento

O composto 4a (0,5 mg/mL e 5 mg/mL) e a terbinafina (0,5 mg/mL)
foram selecionados como antifingicos para serem incorporados
separadamente em um verniz para unhas (nitrocelulose, tolueno sulfonamida,
acetato de etila, acetato de butila, 6leo de mamona, alcool isopropilico e
dimeticona), que foi produzido pela Bonatto Ind. Ltda (Cachoeirinha, Brasil).
Este verniz também foi avaliado de forma isolada, para verificar uma possivel
atividade antifungica. O composto 4a foi diluido em DMSO (2%) e incorporado
ao verniz através de homogeneizacdo, para obtencdo de uma formulacdo a
base de esmalte na concentracdo de 0,5 e 5 mg/mL. Da mesma forma foi
preparada a formulacdo contendo terbinafina, mas com concentracéo final de
0,5 mg/mL. ConcentracBes mais elevadas em relacdo a CIM foram necessérias

para avaliar a atividade antifingica em modelo ex vivo.

4.10.2. Preparo dos discos de cascos suinos

Os cascos suinos foram cedidos pela YARGO Suinocultura. Para a
preparacdo dos discos, as patas suinas foram autoclavadas por 15 minutos a
uma temperatura de 121 °C, para facilitar a extracdo dos cascos. Apés a
extracdo, os cascos foram mantidos em uma prensa por 24h, para a obtencéo
de discos planos, que foram seccionados no diametro de 9,5 mm, com o auxilio
de um molde metalico. Uma lixa foi utilizada para padronizar a espessura dos
discos, na média de 1 mm. O indice de variagdo foi calculado, sendo inferior a
2,2%. Antes de iniciar os experimentos, os discos foram autoclavados por 15

minutos, a uma temperatura de 121 °C.
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4.10.3. Infeccéo fangica ex vivo em casco suino

Os discos de casco suino (n=4 por grupo) foram infectados pelo
contato com T. rubrum (TRU 45), apés inoculacdo de 100 pL da suspenséo
fingica (10° UFC/mL) em Agar Batata dextrose (PDA), com auxilio de uma alca
de Drigalski. O periodo de infeccéo foi de cinco dias a uma temperatura de 32
°C. ApoOs a infeccao, os discos foram transferidos para uma placa contendo
SDA para dar inicio ao tratamento. No periodo de tratamento, trés gotas das
formulagbes a base de esmalte foram aplicadas diariamente durante sete dias.
A formulacéo livre de farmaco também foi avaliada.

Apoés o periodo de tratamento, cada disco foi transferido para um
tubo contendo 2 mL de solucéo salina, que foi agitado em vértex por 1 min e
levado ao sonicador por 20 minutos, para desprender as células fungicas. Uma
aliquota de 20 pL desta suspensdo foi inoculada em placas de PDA e incubada
por cinco dias a 32 °C. O ensaio foi realizado em quadruplicata e ao final do
experimento, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colbnias
(UFC). O controle positivo (sem tratamento) foi realizado em paralelo. A
presenca de recidiva foi analisada conforme descrito por Lusiana et al. (2013),
pela transferéncia dos discos para placas de PDA, incubados por um periodo
de sete dias a 32 °C, para verificar a presenca de células fangicas

remanescentes no interior dos discos ap0s os tratamentos.

4.10.4. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo método Anova seguido por
Tukey, através o software GraphPad Prism. Os dados foram transformados em
log.

4.11. Modelo ex vivo de infeccao fungica em pele suina

Para verificar a atividade do composto 4a no tratamento de uma
infeccdo fangica na pele, foi projetado um modelo ex vivo de dermatofitose
utilizando a orelha de suinos. O modelo foi proposto de acordo com o estudo
de Corzo-Ledn, Munro e MacCallum (2019), com modifica¢des. Utilizamos
recortes de pele da orelha suina, seccionados em 1 cm2. O inéculo fungico de
T. mentagrophytes foi preparado através da contagem de conidios em camara

de Neubauer, para obter uma suspensdo fangica na concentragao de 102
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células/mL. Antes de iniciar o ensaio, 0s recortes da orelha suina foram
desinfetados por imersdo em alcool 70% durante um minuto, na sequéncia,
foram depositados em placas de poliestireno de seis pocos. Com o auxilio de
uma agulha a superficie da pele foi perfurada, e em seguida 20 pL do inéculo
fungico foi distribuido de forma uniforme sobre a superficie da pele. Em cada
poco foi adicionado 1 mL do meio de cultura preparado no laboratério (RPMI,
estreptomicina/penicilina (1%) e soro fetal bovino (1%)). O meio de cultura foi
adicionado cuidadosamente para cobrir somente a derme, evitando o contato
com a epiderme.

As placas foram armazenadas em estufa a 37 °C durante trés dias
para o estabelecimento da infeccdo, com substituicdo diaria do meio de cultura.
Esse periodo de trés dias de infeccao foi estabelecido de acordo com Duek et
al (2004), que demonstrou que nesse periodo de infec¢cdo os microconidios de
T. mentagrophytes jA& mostram aderéncia na pele humana. Apds, foi iniciado o
tratamento com miconazol em creme (Vodol) e com o composto 4a (2 mg/mL)
diluido em solucéo salina, que foram aplicados na superficie da pele. ApGs 24h,
cada recorte de pele foi transferido para um tubo do tipo Falcon contendo 2 mL
de salina, suficiente para cobrir a pele. Os tubos foram levados ao vortex por 1
minuto e ao sonicador por 20 minutos, com o objetivo de desprender células
fungicas aderidas na pele, na sequéncia, uma aliquota (10 pL) de cada tubo
Falcon foi inoculada com a alca de Drigalsky em agar Sabouraud com ciclo-
heximida. O ensaio foi realizado em triplicata e ao final do experimento foi
possivel contar as unidades formadoras de colonia (UFC). Em paralelo foi
utilizado o controle positivo (sem tratamento) e o controle negativo de

esterilidade.
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5.5. Resultados néao apresentados na forma de artigo.

Modelo ex vivo de infeccado fungica em pele suina

No modelo ex vivo de dermatofitose, observamos que foi possivel
estabelecer um processo infeccioso em trés dias, apos a perfuragcdo da
superficie da pele com agulha, seguida de inoculacdo da suspensédo fungica.

Observe na Figura 10 o crescimento fungico cobrindo a superficie da pele.

' . HE

Figura 10: Processo infeccioso do T. mentagrophytes em pele suina.

O tratamento com miconazol em creme (Vodol) e com o composto
4a (2 mg/mL) diluido em solugéo salina foi iniciado apds os 3 dias e avaliado
apos 24h. Os resultados observados apés o perido de tratamento podem ser
observados na Figura 11. O miconazol inibiu completamente o crescimento
fungico, enquanto que o composto 4a aparentemente apresentou pouca
inibicdo. O controle positivo apresentou o crescimento esperado, comprovando
o estabelecimento da infeccéo fungica, e no controle negativo foi observado o
crescimento da microbiota da pele suina, que nao foi capaz de ser removida
pela imersdo em alcool 70%. Esses resultados revelaram que o método ex vivo
de infeccdo em pele utilizando orelha suina é promissor para o estabelecimento
de uma infeccdo fungica, bem como para a triagem de novos agentes
antifingicos. A grande vantagem em utilizar a pele suina é a similaridade com
a pele humana, além disso, € um modelo alternativo ao uso de animais em
modelos in vivo. E importante salientar que estes resultados observados s&o
preliminares e que o método possui algumas desvantagens, como a dificuldade
em manter a pele conservada, por esse motivo, ndo foi possivel avaliar o

periodo de tratamento por mais tempo.
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Figura 11: Contagem de UFC/mL apds o tratamento com o composto 4a e com
0 miconazol em creme (Vodol). Legenda: 1,2,3 = controle positivo; 4,5,6 =
Tratamento com o composto 4a; 7,8,9 = Tratamento com miconazol (Vodol);
10,11,12 = Controle negativo.

Como perspectivas, € importante que sejam realizadas diluicbes
para quantificar de forma precisa as UFC/mL ap6s o periodo de tratamento.
Também € importante que sejam avaliados outros agentes antifingicos topicos

disponiveis.
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6. DISCUSSAO GERAL

Em virtude dos frequentes relatos de infec¢des fungicas causadas
por Candida spp., muitas vezes fatais para os pacientes, bem como 0s casos
de dermatofitoses recorrentes e resistentes ao tratamento, a proposta deste
estudo foi verificar o pontencial terapéutico de uma nova classe de moléculas,
os 3-Selenocianatos-indolicos, frente a diferentes espécies de Candida e
fungos queratinofilicos. Essa classe de moléculas possui em comum a
presenca do grupamento SeCN (selenocianato) na terceira posicdo do anel
indol. As substituicbes nessa posicdo sao indicadas para obtencdo de
compostos com atividade antimicrobiana (Chadha & Silakari, 2017). Apés o
screening de uma série de compostos pertencentes a esta classe contra
Candida spp., sete foram selecionados, pois apresentaram atividade
antifangica. Entre os sete compostos, dois destacaram-se pois apresentaram
as menores CIMs, sendo eles os compostos 4a e 4b, que possuem em suas
estruturas os substituintes H e Br na quinta posicdo do anel indol,
respectivamente. A presenca do lodo (4c) ou do grupo funcional CO2CHs (4d)
nesta mesma posicao reduziu a atividade antifungica. Os compostos 4a e 4b
demonstraram efetividade contra todas as espécies de Candida analisadas: C.
albicans (ATCC 18804), C. glabrata (RL37), C. krusei (CK01), C. tropicalis
(CT750), e C. parapsilosis (RL13). Os valores de CIMs encontrados para esses
dois compostos estavam na faixa de 3,12-6,25 pg/mL (4a) e 1,56-6,25 pg/mL
(4b), similar aos valores encontrados para o fluconazol (0,5-8 pg/mL).

Com esses excelentes resultados preliminares dos compostos 4a e
4b, continuamos o0s estudos com ambos, ampliando o numero de
microrganismos a serem analisados, frente a 25 isolados de Candida e 15
isolados de fungos dermatofitos. Mais uma vez os resultados foram
surpreendentes, os dois compostos apresentaram um amplo espectro de acgéao,
tanto para as espécies de Candida (CIMs 1,5-12,5 pg/mL), quanto para os
dermatofitos Nannizzia gypsea, anteriormente conhecido como Microsporum
gypseum (0,1-12,5 pg/mL), Trichophyton mentagrophytes (0,7-12,5 pg/mL) e
Trichophyton rubrum (0,4-3,1 pg/mL).

Estes resultados s&o consistentes com outros estudos publicados

pelo nosso grupo de pesquisa, gue mostraram o potencial antifingico de outras
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classes de selenocianatos, como o0s Selenocianatos-alilicos. Essa classe
revelou resultados promissores contra Fusarium spp. com MICs variando entre
4 a 64 pg/mL (Batista et al., 2017), e contra Candida spp. com a média dos
valores de CIMs variando entre 1,42 a 47,22 pyg/mL (Bazana et al., 2020),
demonstrando o potencial dos compostos organoselénio, inclusive para fungos
filamentosos nao-dermatoéfitos de dificil tratamento, como o Fusarium spp.
Muitos estudos revelaram o potencial antimicrobiano de compostos derivados
do selénio, como no estudo de Loreto et al. (2011), que demonstrou a atividade
antifingica de disseleneto de difenila (PhSe) contra uma variedade de géneros
fungicos, porém com valores de MIC superiores ao encontrado em nosSSso
estudo para Candida spp. (4- >64 pg/mL).

O selénio também ja foi incorporado a uma nanoparticula (SeNP) e
avaliado contra o fungo Pyricularia grisea, demonstrando diminuicdo do
diametro do micélio fungico em relacdo ao controle (Controle: 77,2 £ 2,1mm;
SeNP: 64,0 + 1,4; 52,4 + 2,0 e 36,8 = 1,6). Essas nanoparticulas também
inibiram a infeccdo de folhas de pimentdo e tomate causada por Colletotrichum
capsici e Alternaria solanie, sendo uma potente ferramenta contra pragas
agricolas (Joshi et al., 2019). Outras classes de moléculas contendo o selénio,
como os selenoésteres e selenoanidridos, foram avaliadas contra Candida e
revelaram moderada efetividade: C. krusei (50->200 pg/M) e C. parapsilosis
(100- >200 pg/M) (Spengler et al., 2019).

Publicacdes recentes demonstraram as promissoras propriedades
farmacoldgicas de compostos organicos de selénio sintéticos (Al-Tamimi et al.,
2019; Spengler et al., 2019). Ensaios clinicos com o ebselen, por exemplo,
estdo sendo realizados atualmente para tratar o transtorno bipolar (Sharpley et
al., 2020). Esse composto também foi registrado em dois ensaios clinicos para
tratar pacientes com COVID-19 (Haritha et al., 2020). O ethaselen, que é um
derivado do ebselen, esta em fase de recrutamento de um ensaio clinico, para
o tratamento de cancer de pulméo. O ebselen ainda nao foi aprovado para o
tratamento de uma doenca especifica, entretanto, sua seguranca para 0s seres
humanos indica que o0s compostos organoselénios podem ser opcdes
terapéuticas promissoras (Nogueira, Barbosa & Rocha, 2021). Todos esses

trabalhos exibem a versatilidade farmacoldgica de compostos de selénio, que
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precisam ser explorados para o desenvolvimento de novos farmacos sintéticos.

A estrutura basica dos 3-Selenociatos-indolicos € composta pelo
indol, que possui o grupamento funcional SeCN no anel de pirrol. O indol é
conhecido como uma estrutura privilegiada e versétil, sendo um excelente
composto heterociclico, por apresentar diversas propriedades farmacologicas
(Kumari & Singh, 2019). Esse composto quimico organico (CsHzN), possui em
sua estrutura um anel benzeno, fundido ao anel de pirrol que contém
nitrogénio. E relatado como um importante bloco de construgdo em quimica
medicinal (Kaushik et al., 2013).

Os indois podem ser obtidos de forma natural, oriundos da vinca, da
arvore Alstonia scholaris, da fruta Melodinus cochinchinensis, da esponja
marinha Topsentia, entre outras fontes. A atividade farmacolégica dos
derivados naturais de indois, motivou a sintese de inddis sintéticos, para a
projecdo de novos compostos contra uma diversidade de doencas (Kaushik et
al., 2013). Nesse sentido, as propriedades promissoras dos inddis, aliadas as
propriedades farmacologicas ja elucidadas pelos derivados de selénio, foram
os pilares que levaram ao desenvolvimento de uma nova classe de moléculas,
os 3-Selenocianatos-inddlicos. A combinacdo dessas estruturas quimicas,
demonstraram resultados pré-clinicos favoraveis para o desenvolvimento de
novos farmacos, confirmando que o indol € uma estrutura farmacéutica
importante para a prospeccao de novos agentes antifungicos.

O desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas para o tratamento
de infec¢des fungicas € um grande desafio, pois com excecdo da parede
celular fungica, os fungos sdo metabolicamente semelhantes as células de
mamiferos, resultando em poucos alvos especificos para o0s agentes
patogénicos (Ostrosky-Zeichner et al., 2010). A membrana da célula fungica
contém o ergosterol, um esterol que regula a fluidez, a assimetria e a
integridade da membrana (Kathiravan et al., 2012). O alvo mais importante dos
antifangicos ainda é a biossintese do ergosterol (Dhingra & Cramer, 2017). Em
comparacdo com o0 colesterol, que é o esterol presente na membrana das
células de mamiferos, o ergosterol diferencia-se por uma ligagdo dupla extra
entre carbono-carbono, presente no segundo anel de esterol, além de possuir

uma estrutura ligeiramente diferente no grupo acila (Luchini et al., 2020). Os
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resultados obtidos pelo ensaio de ligacdo ao ergosterol em nosso estudo,
revelaram que os compostos 4a e 4b ndo ligam-se a membrana da célula
fungica, pois ndo foi observado um aumento de CIM na presenca de diferentes
concentracbes de ergosterol, em comparacdo ao aumento da CIM que foi
observada na presenca de anfotericina B.

Um possivel mecanismo de acdo na parede da célula fungica
também néo foi evidenciado pelos compostos 4a e 4b, jA que os resultados
obtidos pelo ensaio de protecé&o do sorbitol ndo demonstraram um aumento de
CIM na presenca de sorbitol, em comparacdo com o que foi observado ao
avaliar a anidulafungina. Esses resultados corroboram com o estudo de
Bazana et al. (2020) ao avaliarem a classe dos Selenocianatos-alilicos frente
Candida spp, que néo identificaram um mecanismo de acdo na membrana
celular ou na parede celular. Em contrapartida, um mecanismo de acdo na
membrana celular de Fusarium spp. foi identificado para a classe dos
Selenocianatos-alilicos (Batista et al., 2017), sugerindo um mecanismo de acdo
diferenciado entre leveduras e fungos filamentosos.

Uma caracteristica importante de inibidores da parede celular
fungica é que o efeito antifungico é revertido em um meio constituido por um
estabilizador osmético, como o sorbitol (Escalante et al., 2008). O aumento no
valor da CIM na presenca de sorbitol, refere-se a ligacdo de compostos ao
sorbitol sugerindo um efeito inibitério na sintese ou na estrutura da parede
celular. E importante ressaltar que métodos enziméaticos também podem ser
utilizados para verificar uma possivel acdo de antifingicos na biossintese da
parede celular, que possuem como alvo a 1,3-B-glicano sintase e a quitina
sintase, enzimas responsaveis por catalisar a sintese dos polimeros mais
importantes da parede celular fungica (Escalante et al., 2008).

Nossos ensaios de toxicidade revelaram que os compostos 4a e 4b
nao sao citotdoxicos nem mutagénicos, porém, através do ensaio cometa foi
observado um dano significativo no DNA. Esse efeito observado pode
comprometer a utilizagdo dos compostos de forma sistémica, mas né&o
compromete a aplicacdo de forma topica. Esse dano no DNA pode indicar um
possivel mecanismo de acdo no nucleo celular, que tem como alvo os acidos

nucleicos, no entanto, essa hipétese néo foi confirmada. O ebselen, composto
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organoselénio, também n&o teve o seu mecanismo de acdo completamente
compreendido, no entanto, Azad et al. (2012) propuseram gque esse composto
altera proteinas nucleares em leveduras, gerando dano no DNA. A técnica de
espectroscopia de forca € considerada a mais moderna para verificar a
interacdo de farmacos com o DNA e, a eletroforese em gel, quando utilizada
em conjunto, complementa esta analise (Chaurasiya et al., 2010; Rocha, 2015;
Bazoni, Moura & Rocha, 2020), podendo ser uma alternativa para confirmar a
hipétese de danos a nivel nuclear. E importante ressaltar que uma
concentracdo mais elevada dos compostos foi analisada nos ensaios de
toxicidade em relacédo aos CIMs obtidos pelos ensaios de sucetibilidade.

Mesmo na presenca de determinada toxicidade, muitos antifingicos
comerciais ndo sdo descartados, ja que o arsenal de farmacos é limitado. Os
imidazois, por exemplo, apresentam problemas de toxicidade e de
biodisponibilidade, por esse motivo, muitos imidazois sdo administrados de
forma tépica (Ostrosky-Zeichner et al., 2010). Como as duas moléculas
selecionadas em nosso estudo apresentaram um perfil ndo irritante pelo ensaio
HET-CAM, decidimos avaliar a eficacia do composto 4a de forma topica,
inicialmente em um modelo ex vivo de onicomicose utilizando o casco suino,
que sera discutido posteriormente. O ensaio HET-CAM é um ensaio que pode
ser util para avaliar o potencial irritante de compostos em membrana
corioalantoica de embrido de galinha. E um teste in vivo acessivel e de facil
realizacdo para a triagem de novos farmacos (Krenn & Paper, 2009). Além do
potencial irritante, esse teste pode verificar se novos compostos causam
sangramento vascular, lise e coagulacdo da membrana (Wilson & Steck, 2000).
Para realizar o HET-CAM nao € necessaria a aprovacao pelo comité de ética
em pesquisa, sendo um meétodo alternativo aos testes que utilizam animais
(Oztiirk et al., 2020).

Na medida em que novos antifungicos sdo desenvolvidos, torna-se
necessario determinar as propriedades fungicidas e farmacodinamicas desses
novos agentes. Nesse sentido, 0 método que avalia a viabilidade celular em
tempos predeterminados, conhecido como Time-kill assay, pode ser
empregado. Esse método € capaz de fornecer informagbes referentes a

extensdo da atividade fungicida, bem como a relagao entre a concentragcéo do
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antifingico e o efeito gerado (Ghannoum et al., 2013). Para a realizacao desse
ensaio, nos baseamos nos valores de CIM dos compostos 4a e 4b obtidos pela
microdiluicdo em caldo para C. albicans (ATCC 18804) e T. rubrum (TRU 45).
Nossos dados revelaram que o composto 4a possui um perfil fungicida para os
dois géneros de fungos avaliados. Em contrapartida, o composto 4b
apresentou um perfil fungistatico em C. albicans, pois foi observada uma
reducdo de unidades formadoras de colonia (UFC), seguida de uma
proliferagcéo celular.

Os triazbis sdo exemplos de antifungicos fungistaticos em espécies
de Candida (Zhanel et al., 2001). Na revisao de Kumar et al. (2018), os autores
demonstraram que em pacientes ndo neutropénicos com infecgdes invasivas
por Candida spp., 0 uso de agentes fungicidas resulta em uma taxa de cura
inicial e reducdo da persisténcia microbiana superiores, em relacédo a terapia
fungistética com triazéis. Entretanto, mesmo com essas diferencas, a taxa de
sobrevivéncia dos pacientes € praticamente a mesma nos dois grupos. Uma
provavel explicacdo para isso envolve a toxicidade renal gerada pela
anfotericina B, por exemplo, que é fungicida (Kumar et al., 2018). E importante
ressaltar que em pacientes imunocomprometidos, os antifingicos fungistaticos
podem nado ser eficazes, ja que esses agentes atuam em conjunto com o0
sistema imunolégico do paciente para combater 0s agentes patogénicos.

Assim como o0 composto 4a, o 4b revelou uma atividade fungicida
contra o T. rubrum (TRU 45) apds 8h de tratamento com a dose mais elevada
(CIMx4). Em doses mais baixas (CIM e CIMx2) apés 8h de tratamento, foi
observada uma proliferacao celular, sugerindo a necessidade de uma nova
dose terapéutica. Nossos resultados revelaram que a atividade fungicida do
composto 4a frente a C. albicans (ATCC 18804) e do composto 4b frente o T.
rubrum (TRU 45), é dependente da dose, j& que quanto maior a concentracao
dos compostos, maior € a reducdo de UFC. A microscopia eletrbnica de
varredura, que foi realizada para analisar a C. albicans (ATCC 18804) exposta
ao composto 4a (concentracdo subinibitéria: 3,1 pg/mL) por 48h, revelou uma
reducdo expressiva mas nao completa das hifas e das ceélulas leveduriformes,
demonstrando a necessidade de uma concentragcdo mais elevada para

alcancar a inibicdo completa do fungo.
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Vale ressaltar que o Time-kill foi padronizado pelo CLSI para avaliar
o perfil farmacodinamico dos antimicrobianos contra bactérias (CLSI, 1999), no
entanto, ndo ha um método padronizado para avaliar os antifingicos. Nesse
sentido, Klepser e colaboradores (1998) propuseram um método para avaliar a
viabilidade celular de Candida spp. expostas a diferentes antifingicos, em
tempos determinados, sendo esse o método utilizado em nosso estudo. Os
autores comentam que para bactérias, o inéculo utilizado no Time-kill é
semelhante ao utilizado no ensaio de microdiluicdo em caldo (5 x 10°> UFC/mL),
facilitando as comparacdes entre ambos os testes. Ao avaliar as leveduras, os
autores verificaram que a concentracdo do in6culo utilizada no ensaio de
suscetibilidade aos antifungicos ndo € viavel no Time-kill, em funcdo de uma
limitacdo para detectar uma reducdo de 99,9% de UFC, ja que o inéculo
fungico € menos concentrado em relacdo as bactérias (Klepser et al., 1998).
Por esse motivo, o estudo recomenda que um inéculo de aproximadamente 10°
UFC/mL seja empregado para avaliar os antifungicos no ensaio de tempo de
morte para Candida spp. Para fungos dermatoéfitos, Ghannoum et al. (2013)
demonstram que um inéculo de aproximadamente 103 UFC/mL é eficaz, sendo
essa a concentracdo que é avaliada no ensaio de suscetibilidade, e que foi
empregada em nosso estudo.

O potencial antifangico de amplo espectro verificado pelos nossos
compostos, aliado a necessidade de desenvolvimento de novas opcdes de
tratamento para infeccbes fungicas sistémicas e superficiais, como a
onicomicose, que apresenta altas taxas de recidiva, nos conduziram ao
desenvolvimento de um modelo ex vivo de onicomicose. Sabemos que a
utilizacdo de modelos murinos na pesquisa ainda € uma tendéncia atual e
existem varias razfes para isso, como a semelhanca genética e fisiologica dos
animais ndao humanos com os humanos, bem como pelo padrdao de
envelhecimento semelhante aos humanos. Essas similaridades tornam os
meétodos in vivo essenciais para verificar o padrao de seguranca e de eficacia
de novos tratamentos antes que sejam aplicados nos seres humanos (Bédard
et al., 2020). Entretanto, em 1959 os principios dos 3Rs foram propostos por
Russel e Burch, que inseriram os termos substituicdo, reducéo e refinamento

do uso de animais na pesquisa (Clark, 2018). Nesse sentido, utilizar modelos
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ex vivo de infec¢Bes fungicas quando possivel, como o que foi empregado em
nosso estudo, torna-se uma alternativa atrativa para verificar a eficiéncia pré-
clinica de novas opcgdes terapéuticas, reduzindo custos, bem como 0 uso e o
sofrimento dos animais em laboratorio.

A similaridade entre o casco suino ou bovino com a unha humana
estd na presenca da queratina, que torna os cascos de animais substitutos
atrativos para a unha humana, que muitas vezes séo de dificil acesso e
necessitam de aprovacao pelo comité de ética (Thatai & Sapra, 2014). No
modelo ex vivo de onicomicose, selecionamos o composto 4a, j& que 0 mesmo
apresentou as menores concentragdes inibitérias para os fungos dermatofitos.
Nosso estudo revelou que esse composto incorporado a uma base de esmalte
foi efetivo na concentragdo de 5 mg/mL para combater um quadro de
onicomicose ex vivo. A concentragdo necessaria para erradicar a infecgéo foi
bem maior do que a CIM obtida pelo ensaio de suceptibilidade. Esse fato era
esperado, ja que no modelo de onicomicose utilizamos um indculo fungico mais
concentrado, além da presenca da queratina no casco, que é uma fonte
nutricional para o fungo se desenvolver e estabelecer o processo infeccioso.

A base de esmalte forma um filme na superficie da unha,
melhorando a adeséo na placa ungueal. Esse filme serve como um depdsito de
farmaco, que é liberado constantemente (Thatai & Sapra, 2018). Por esse
motivo, 0s esmaltes comerciais contendo agentes antifUngicos sao
interessantes para o tratamento da onicomicose, pela facil aplicacdo e pelo
contato direto e prolongado do farmaco com a lesdo. Além disso, as
formulacbes tdpicas utilizadas no tratatamento de infec¢Bes fangicas sao
opcOes atrativas, ja que ndo sdo invasivas e o farmaco é direcionado
exatamente para o local da infeccdo. Os efeitos colaterais comumente
observados na terapia sistémica sao eliminados, aumentando a adesdo do
paciente ao tratamento (Saner, Kulkarni & Pardeshi, 2014).

Evidéncias recentes demonstraram que a onicomicose possui um
prevaléncia global de aproximadamente 5,5% da populagdo mundial (Gupta et
al.,, 2018; Lipner & Scher, 2019). Um fator importante que favorece a
patogénese € a falta de imunidade mediada por células na unidade ungueal,

tornando as unhas mais susceptiveis as infec¢des fungicas, além das enzimas
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produzidas pelos fungos, que degradam a lamina ungueal (Grover & Khurana,
2014; Lipner & Scher, 2019). A lamina ungueal humana possui em torno de 0,2
a 0,5 mm de espessura e apresenta em sua constituicdo camadas de células
queratinizadas fortemente ligadas (Vanstone et al., 2019). Em nosso modelo de
onicomicose, 0s cascos suinos foram padronizados em uma espessura média
de 1 mm, justamente para preservar esta barreira natural da unha, que dificulta
a penetracdo dos antifungicos. Esse é outro fator que contribuiu para a
necessidade de uma concentragdo mais elevada do composto 4a, para que o
mesmo fosse capaz de penetrar em concentracdes eficientes para combater o
crescimento do fungo. Esse composto promissor, que foi avaliado de forma
pré-clinica inserido em uma base comercial para unhas, favoreceu a fixacdo da
formulacdo na lamina ungueal, aumentando o contato entre o composto e o
fungo.

A falha terapéutica e a recidiva da onicomicose sao relatadas com
frequéncia. Mesmo com a erradicacao da infeccao, a recidiva pode ocorrer em
cerca da metade dos pacientes tratados apds um ano ou mais (Tosti & Elewski,
2016). Em nosso modelo de onicomicose, apés o periodo de tratamento,
avaliamos a presenca de possiveis hifas residuais no interior dos discos, ao
transferir esses discos tratados para uma placa de agar Sabouraud. Essa
técnica foi realizada para verificar se mesmo apdés o tratamento pelo periodo de
sete dias, o fungo voltaria a crescer, mimetizando uma situacdo de recidiva.
Observamos que apés o tratamento com o composto 4a, houve crescimento
fungico em dois dos quatro discos, revelando a necessidade de um periodo
mais longo de tratamento para erradicar completamente o fungo. Como
esperado, a base livre de farmaco nao foi capaz de combater a infeccéo, pois o
fungo voltou a crescer com intensidade nos quatro discos. A terbinafina, que é
muito eficaz contra fungos dermatofitos, erradicou completamente a infeccdo
em todos os discos.

Os resultados pré-clinicos obtidos pelo nosso modelo ex vivo de
onicomicose, revelaram a potente acdo antifingica do composto 4a para
combater um quadro de onicomicose. Conforme abordado anteriormente,
nosso composto foi incorporado em uma base de esmalte comercial, que

revelou resultados satisfatorios. Entretanto, como perspectivas, seria
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interessante desenvolvermos um formulacéo propria contendo o composto 4a.
Esse estudo, além de demonstrar o potencial antifingico de uma nova
molécula, também serve como um modelo que pode ser empregado de forma
pré-clinica para analisar novos farmacos, reduzindo o uso de animais na
pesquisa. Aliado a isso, foi possivel desenvolver um modelo de onicomicose
utilizando o casco suino, superando diversas desvantagens observadas nos
modelos que utilizam unhas pulverizadas, que ndo possuem a barreira natural
que € a unha, bem como os modelos que utilizam recortes de unhas ou unhas
de cadaveres humanos, que n&o possuem uma espessura padronizada
(Schaller et al., 2009; Flores et al., 2013; Ghannoum, Sevin & Sarkany, 2016).

Alguns pacientes com onicomicose sentem dor no local da leséo,
causando dificuldades para caminhar ou calcar os sapatos e, além disso, a
onicomicose pode causar constrangimento social. Muitos pacientes ndo falam
sobre o0 assunto com 0 médico, j4 que a localizacdo da infeccdo pode estar
oculta e acreditam que seja um problema trivial ou em virtude de algum
cosmeético. Por isso, é importante que os médicos perguntem para 0S Seus
pacientes sobre possiveis problemas nas unhas e examinem tanto as unhas
dos pés como as das maos (Gupta et al., 2020). A suspeita de onicomicose €é
baseada nas caracteristicas tipicas da infeccdo, que inclui a descoloracdo das
unhas, a hiperceratose, a presenca de detritos subungueais, bem como a
onicolise (Scher & Tavakkol, 2007). O diagndstico micologico pode ser
confirmado pela realizacdo do exame micolégico direto (EMD), utilizando
hidréxido de potassio (KOH), exame histopatologico aplicando a coloracéo de
acido periédico-Schiff (PAS), a cultura dos fungos ou a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (Leung et al., 2020). No entanto, a combina¢cdo do EMD com
a cultura é o método classico empregado nos laboratérios de analises clinicas
para o diagndstico micoldgico, pelo baixo custo, praticidade e precisdo dos
resultados.

O estudo retrospectivo que realizamos em um laboratério de
analises clinicas na cidade de Porto Alegre/RS nos forneceu evidéncias sobre
a importancia da cultura no diagnostico micoldgico, ja que em muitos casos néo
€ possivel verificar estruturas fungicas no EMD, o que pode gerar um resultado

falso negativo. Nossos resultados revelaram que a cultura é mais sensivel e
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especifica do que o EMD, contrapondo alguns estudos que relatam o oposto,
ou seja, maior sensibilidade do EMD (Souza et al., 2012; Azambuja et al., 2014;
Veasey et al., 2017). Essa diferenca de sensibilidade observada em nosso
trabalho pode estar relacionada com diferencas no nimero amostral e no tipo
de amostra, pois analisamos 1603 amostras, sendo que 1108 foram positivas
ou no EMD ou na cultura, ou em ambos, lembrando que em nosso estudo
avaliamos amostras de unha, pele, couro cabeludo, cabelo e uretral. Os
trabalhos mencionados que classificam o EMD como mais sensivel, analisaram
890, 100 e 171 amostras, somente de onicomicose.

No estudo de Zanardi et al. (2008), 40 pacientes com onicomicose
foram analisados e os autores concluiram que a sensibilidade do EMD e da
cultura sdo equivalentes. Ja no estudo de Youssef et al. (2018), foram
analisados 3.458 amostras micolégicas de unhas, que apresentaram o EMD
positivo em 3.284 amostras (95%), a cultura positiva em 2.409 amostras
(69,6%) e 0 exame direto em combinacdo com a cultura, ambos positivos, em
2.235 casos (64,6%). Alguns fatores podem contribuir para um resultado
negativo na cultura e positivo no EMD, como semear uma amostra nao
infectada, baixo parasitismo, tratamento com antifingico ndo relatado pelo
paciente, bem como pouca experiéncia do profissional que faz a coleta
(Youssef et al.,, 2018). A gqualidade da amostra influencia diretamente no
resultado do exame e alguns cuidados devem ser tomados no momento da
coleta, como por exemplo, a assepsia adequada com alcool 70% no local a ser
coletado e, além disso, conhecer as diferentes formas de coleta que sédo
indicadas dependendo do tipo de les&o que o paciente apresenta.

Podemos observar com esses relatos que ndo ha um censo comum
em relacdo a sensibilidade dos exames, jA que pode haver uma divergéncia
nos resultados devido a uma série de fatores. Entretanto, para que essa
questao seja superada, é importante que a cultura sempre seja associada ao
EMD, para obtencdo de um resultado mais fidedigno e, além disso, para que o
fungo seja identificado, ja que o tratamento pode ser diferente dependendo do
microrganismo isolado. O EMD possui a vantagem de fornecer um resultado
rapido para o clinico, orientando-o em relagcéo a estrutura do fungo visualizada

na microscopia, em hifas no caso de fungos filamentosos ou pseudo-hifas e
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blastoconidios em casos de fungos leveduriformes. Em relacdo aos fungos
prevalentes nas amostras de unha e pele, observamos em nosso estudo que
na unha o fungo prevalente foi o T. mentagrophytes, seguido por Candida spp.
e T. rubrum. Na pele observamos a prevaléncia de T. mentagrophytes e T.
rubrum, que estdo em conformidade com os relatos da literatura (Havlickova,
Czaika & Friedrich, 2008; Youssef et al., 2018).

Nossos resultados preliminares obtidos pelo ensaio ex vivo de
infeccdo fangica em pele suina revelaram que é possivel induzir um processo
infeccioso superficial, bem como avaliar a acdo de agentes antifingicos
topicos. A pele suina vem sendo amplamente utilizada como modelo para a
pele humana, especialmente em funcdo das questdes éticas envolvidas com a
utilizacao de pele humana, bem como pela similaridade da pele humana com a
suina, tornando-a um substituto atrativo (Heard, 2020). Muitos artigos apoiam o
uso da pele suina na pesquisa, que foi comparada de forma favoravel em
termos de permeabilidade (Godin & Touitou, 2007; Barbero & Frasch, 2008),
arquitetura (Kong & Bhargava, 2011), biologia (Meyer, 1996) e imunologia
(Summerfield, Meurens & Ricklin, 2014).

Entre as diversas regides da pele suina, a porcéo dorsal da orelha é
considerada a de maior similaridade com a pele humana (Heard, 2020). Turner,
Pezzone & Badylak (2014) ressaltaram que variacdes histolégicas regionais
sdo observadas na pele suina, sugerindo que a localizacdo anatébmica deve ser
avaliada antes de utilizar essa como substituta da pele humana. Estes mesmos
autores relataram que a espessura média da camada queratinizada da pele
suina é semelhante a humana, sendo uma caracteristica importante ao
promover um quadro infeccioso causado por fungos dermatdfitos. Diferencas
relacionadas a morfologia e composicdo entre a pele humana e suina sao
evidentes, dependendo da regido do corpo. Mesmo assim, modelos utilizando a
pele suina sdo os mais adequados substitutos da pele humana (Turner,
Pezzone & Badylak, 2014).

Antes de avaliar o crescimento fungico na pele suina, utilizamos
alcool 70% para desinfectar as se¢cfes de pele, no entanto, isso ndo impediu o
crecimento da microbiota. Ho, Delgado-Charro & Bolhuis (2020), que também

induziram um processo infeccioso por dermatéfito em pele suina, avaliaram a
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desinfeccdo superficial da pele com etanol 70%, que também né&o foi efetivo.
Os mesmos autores passaram a utilizar gas cloro para esterilizar a pele, que foi
efetivo sem danificar a pele. Uma limitagdo do nosso modelo € a dificuldade em
manter a pele conservada em meio de cultura (RPMI, estreptomicina/penicilina
(1%) e soro fetal bovino (1%)), que impossibilitou a avaliacdo do miconazol em
creme (Vodol), bem como da solugcédo contendo o composto 4a por um periodo
maior de tempo, que possivelmente resultaria em uma redugdo mais
expressiva do crescimento fungico, especialmente em relacdo ao composto 4a.

No estudo de Ho, Delgado-Charro & Bolhuis (2020), os autores néo
utilizaram meio liquido para conservar a pele, mas mantiveram os recortes de
pele infectados com T. rubrum em contato com meio minimo solido. Os
recortes de pele foram tratatos por um periodo de sete dias com &gua
(controle) e com antifungicos em creme: clotrimazol 1% e terbinafina 1%. Uma
forma de superar a dificuldade que encontramos em conservar a pele pode ser
utilizando o meio minimo mencionado.

E importante relatar que o nosso modelo de infeccdo em pele suina
€ isento de células do sistema imunoldgico. Esse fator resulta em um processo
de invasdo e crescimento fungico mais abundante do que poderia ser
observado in vivo, nesse sentido, infec¢cdes fungicas cronicas ndo sdo bem
modeladas com essa abordagem (Ho, Delgado-Charro & Bolhuis 2020).
Mesmo assim, nossos resultados prévios indicam que o modelo podera ser util
para avaliar novas opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccBes
superficiais, em particular ao avaliar estagios iniciais de infec¢bes fangicas.
Neste modelo, utilizamos o T. mentagrophytes como agente patogénico, fungo
zoofilico, que pode causar dermatofitose em humanos e animais. Séao
patdgenos capazes de invadir tecidos queratinizados, como pele, unhas e
cabelos (Miyajima et al., 2013). Estudos epidemiolégicos evidenciam a
distribuicdo global deste microrganismo, sendo um dos patdgenos mais
importantes envolvidos com infec¢des fungicas na pele (Cai et al., 2014; Maraki
& Mavromanolaki, 2016; Mitruka et al., 2016).
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7. CONCLUSAO

Com base nos resutados apresentados no presente estudo,
concluimos que duas moléculas da classe dos 3-Selenocianatos-inddlicos
apresentaram atividade antifingica de amplo espectro. Também foi possivel
padronizar um modelo ex vivo de onicomicose e avaliar de forma tépica a

acdo da molécula mais promissora. Ademais concluimos o seguinte:

e AplGs o screening de uma seérie de compostos da classe dos 3-
Selenocianatos-inddlicos, verificamos que dois compostos (4a e 4b)
apresentam uma atividade antifungica potente e de amplo espectro,
contra Candida spp. e fungos dermatofitos. Essas moléculas foram

selecionadas para darmos continuidade aos estudos.

e Os compostos selecionados ndo apresentaram um perfil citotdxico e
nem mutagénico. No entanto, foi observado um dano no DNA pelo
ensaio cometa. Pelo ensaio HET-CAM, observamos que as moléculas

possuem um perfil ndo irritante.

e O mecanismo de acdo dos compostos selecionados néo foi
completamente elucidado. Observamos que eles ndo possuem ac¢ao na
membrana celular e nem na parede celular. O dano no DNA verificado

pelo ensaio cometa, pode sugerir uma acao no DNA da célula fungica.

e O composto 4a revelou um potencial fungicida contra C. albicans e T.
rubrum. Sendo que para C. albicans, a atividade antifungica é

dependente da dose.
e O composto 4b revelou um potencial fungicida contra o T. rubrum, e um
potencial fungistatico contra a C. albicans. A atividade antifangica contra

o T. rubrum é dependente da dose.

e Foi possivel padronizar um modelo ex vivo de onicomicose utilizando
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casco suino, como substituto da unha humana. Através desse modelo,
estabelecemos um quadro infeccioso por T. rubrum, realizamos o
tratamento e avaliamos uma provavel recidiva. Esse modelo pode ser

utilizado para a triagem de novos agentes antifingicos topicos.

O composto 4a inserido em uma base comercial de esmalte, inibiu o
processo infeccioso por T. rubrum no modelo de onicomicose. O
crescimento fungico remanescente visualizado na etapa de recidiva,

sugere a necessidade de um periodo mais longo de tratamento.

Os resultados preliminares do modelo ex vivo de infeccdo em pele
suina, revelaram condicdes favoraveis para o estabelecimento de uma
quadro de dermatofitose, para a triagem de novos agentes antifingicos

topicos.
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9. APENDICES

9.1. Efeitos ecotoxicolégicos de 8-hidroxiquinolinas em Lecane
guadridentata

Em parceria com a Universidad Autonoma de Aguascalientes (UAA -
México), foi realizada uma visita técnica com a finalidade de compreender e
realizar ensaios ecotoxicoldgicos, que sao importantes para verificar o impacto
de fungicidas agricolas no ambiente aquatico. Estes ensaios sdo um capitulo a
parte do que estava sendo desenvolvido, pois avaliamos as 8-hidroxiquinolinas
(PH 151 e 8HQ), sintetizadas pelo Grupo de Sintese Farmacéutica, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil. Essas moléculas
apresentam um potencial para utilizacdo como fungicidas, por esse motivo
foram selecionadas. De forma paralela foi verificado o dano ecologico do

fungicida Mancozeb, amplamente aplicado na agricultura.

9.1.1. Colecéo e cultura de rotiferos

O rotifero de &gua doce Lecane quadridentata foi cultivado em
camara bioclimatica na temperatura de 25 + 2°C (Perez-Legaspi & Rico-
Martinnez, 1998). Os rotiferos foram mantidos em placas de petri com meio
sintético EPA de agua doce (96 mg NaHCOs, 60 mg CaS04.2H20, 60 mg
MgSOase 4 mg KClI por litro) com pH 7,5 em agua desionizada (U.S. EPA, 1985)
e alimentados com a alga verde Nannochloris oculata (estirpe LB2194 da

Colecéo da Universidade do Texas) cultivada em Bold’s Basal Medium.

9.1.2. Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda foi realizado de acordo com Pérez-
Legaspi, Quintanar & Rico-Martinez (2012). Neonatos de L. quadridentata com
menos de 24h de eclosdo de cistos foram adicionados em uma placa de
poliestireno de 24 pocos (dez neonatos por pogo, cinco repeticdes) com um
volume de teste final de 1 mL. Para o teste definitivo testamos cinco
concentracdes (0,001; 0,05; 0,1; 0,5 e 1 mg/L) do Mancozeb, PH 151 e 8HQ. O
controle negativo contendo os neonatos e o meio EPA pH 7,5 foi realizado em

paralelo. Os rotiferos foram incubados por 24h a 25 °C na auséncia de
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nutrientes. No final da incubacéo, os rotiferos imobilizados foram contabilizados
utilizando um estereomicroscopio. Uma analise unidirecional ou variancia
(ANOVA) e teste de Duncan foram calculadas para comparar as porcentagens
de mortalidade para cada concentracdo de substancia em relagdo ao controle
controle. A partir destes dados, o NOEC (Concentracdo de efeito nao

observado) e LOEC (concentracéo de efeito observado) foram calculados.

9.1.3. Toxicidade aguda apdés exposicdo de Lecane

guadridentata as 8-hidroxiquinolinas e ao Mancozeb.

Os resultados obtidos no ensaio de toxicidade aguda utilizando o
rotifero L. quadridentata (Tabela 1) demonstraram que a molécula PH 151 foi
letal para os rotiferos em concentracdes maiores (LCso: 3,8; LC1o: 2,08; LOEC:
3; NOEC: 0,5) em comparacdo com o Mancozeb (LCso: 0,074; LCi0: 0,019;
LOEC: 0,05; NOEC: 0,001) e com a 8HQ (LCso: 0,072; LC10: 0,012; LOEC:
0,05; NOEC: 0,001), sendo entdo mais segura para o ecossistema aquatico.
Lembrando que o Mancozeb € um dos fungicidas comerciais mais utilizados na
agricultura e foi classificado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria como
altamente prejudicial ao ecossistema, possuindo um alto teor carcinogénico,
mutagénico e teratogénico. Esses padrdes de toxicidade sdo um alerta para o
desenvolvimento de fungicidas com um padrdo de seguranca tanto para o
ecossistema, como para 0s seres humanos.

Este estudo encontra-se em andamento na Universidad Autbnoma
de Aguascalientes/México, onde sera verificada a toxicidade crénica das 8-
hidroxiquinolinas no modelo de ecotoxicidade utilizando o L. quadridentata.
Alguns resultados prévios da toxicidade crénica ja foram obtidos em 48h para o
Mancozeb (Tabela 1), ao avaliar diferentes concentrac6es do fungicida (0,01;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg/L).

Tabela 1: Andlise da toxicidade aguda do Mancozeb, PH 151 e 8HQ (mg/L) em
Lecane quadridentata.

Fungicida ~ LC50 LC10 r2 LOEC NOEC
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

24h
Mancozeb 0,074 0,019 0.73 0,05 0,001

PH-151 3,80 2,08 0.81 3 0,5
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8HQ 0,072 0,012 0.71 0,05 0,001
48h
Mancozeb 0,141 0,044 0,72 0,1 0,01
PH-151 - - - - -
8HQ - - - - -

LCso: concentracao letal onde 50% dos animais morrem; LCio0: concentracdo
letal onde 10% dos animais morrem, LOEC: concentracéo de efeito observada;
NOEC: nenhuma concentracdo de efeito observada; r? coeficiente de
determinacao para esses resultados.
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