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RESUMO

Nas ultimas décadas, as infec¢des fungicas tornaram-se um problema de saude
publica global, afetando milhdes de pessoas anualmente. O aumento do numero de
pacientes imunodeprimidos associado a expansao da selegao de resisténcia fungica
e ao limitado arsenal terapéutico disponivel tém contribuido para este cenario.
Apesar dos investimentos realizados, existem poucos estudos envolvendo o
desenvolvimento de novas terapias antifungicas, visto que, as infecgdes fungicas
sdo negligenciadas. Nesse sentido, a prospec¢ao por novas entidades quimicas que
apresentem eficacia antifungica vem sendo uma das principais estratégias adotadas
na tentativa de contrapor esse paronorama atual. Assim, este estudo investigou o
potencial de derivados de cloroacetamidas e quinolinicos frente a diferentes géneros
fungicos e a sua aplicabilidade como possiveis novas alternativas para a terapia
clinica de infecgdes fungicas. A determinagcdo da concentragdo inibitéria minima
(CIM) dos compostos seguiu o proposto pelos documentos M27-A3 e M28-A2 (CLSI,
2008). Os compostos foram submetidos a diferentes metodologias para avaliagao de
parametros toxicolégicos em nivel topico e sistémico. A eficacia e a aplicabilidade
dos compostos foram avaliadas em diferentes formulagdes farmacéuticas. Como
resultado, ambas as classes de compostos foram ativas frente aos organismos
testados, destacando a eficacia do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida
frente a espécies de dermatoéfitos (CIM 6,25 - 25 ug/mL) e de Fusarium (12,5 - 50
Mg/mL), e do composto 2-metil-4-fenil-quinolina frente a dermatéfitos (CIM 12,5 - 25
Mg/mL). Ambos os compostos ndo provocaram alergenicidadade e toxicidade
dérmica, sugerindo sua seguranga para uso topico. Esses compostos apresentaram
acao fungicida sobre as espécies avaliadas, provocando dano e alteragbes
morfoldgicas nas células fungicas. Além disso, a incorporagdo do composto N-(4-
bromofenil)-2-cloroacetamida a um anfissoma, o qual foi adicionado a um sistema
formador de filme (SFF) antecipou o efeito fungicida deste derivado, indicando ser
um bom veiculo carreador para 0 mesmo. A analise de parametros de toxicidade
sugere que o composto 2-metil-4-fenil-quinolina € seguro para uso sistémico. Além
disso, quando incorporado a um esmalte, o composto reduziu significativamente a
infeccao por T. rubrum em um modelo de onicomicose ex vivo. Assim, podemos
concluir que ambos os compostos sdo fortes canditados para o possivel
desenvolvimento de novas formulagcdes eficazes para o tratamento de infeccoes
fungicas cutaneas.

'"Tese 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. (234 p.) abril, 2019.
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ABSTRACT

In recent decades, fungal infections have become a global public health problem,
affecting millions of people annually. The increase in the number of
immunocompromised patients associated with the expansion of selection of fungal
resistance and the limited therapeutic arsenal available have contributed to this
scenario. Despite the investments made, there are few studies involving the
development of new antifungal therapies, since fungal infections are neglected. Thus,
the prospection for new chemical entities that present antifungal efficacy has been
one of the main strategies adopted in the attempt to counterpose this current
paronorama. Thus, this study investigated the potential of chloroacetamide and
quinoline derivatives against different fungal genera and their applicability as possible
new alternatives for the clinical therapy of fungal infections. The determination of the
minimum inhibitory concentration (MIC) of the compounds followed the proposed by
documents M27-A3 and M28-A2 (CLSI, 2008). The compounds were submitted to
different methodologies for evaluation of toxicological parameters at the topical and
systemic level. The efficacy and applicability of the compounds were evaluated in
different pharmaceutical formulations. As a result, both classes of compounds were
active against the organisms tested, highlighting the efficacy of N-(4-bromophenyl)-2-
chloroacetamide against dermatophyte (MIC 6.25 - 25 ug/mL) and Fusarium species
(MIC 12.5 - 50 pg/mL), and of 2-methyl-4-pheny-lquinoline (MIC 12.5 - 25 pyg/mL)
against dermatophytes. Both compounds did not cause allergy and dermal toxicity,
suggesting their safety for topical use. These compounds presented fungicidal action
on species evaluated, causing damage and morphological changes in the fungal
cells. In addition, the incorporation of N-(4-bromophenyl)-2-chloroacetamide to an
anfisome, which was added to a film forming system (FFS) anticipated the fungicidal
effect of this derivative, indicating be a good carrier vehicle for it. Analysis of toxicity
parameters suggests that 2-methyl-4-phenyl-quinoline is safe for systemic use. In
addition, when incorporated into a lacquer, the compound significantly reduced T.
rubrum infection in an ex vivo onychomycosis model. Thus, we can conclude that
both compounds are strong candidates for the possible development of new and
effective formulations for the treatment of cutaneous fungal infections.

'Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas
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1. INTRODUGAO

Atualmente, a incidéncia global de infecgbes fungicas tem aumentado
drasticamente devido ao numero crescente de pacientes em risco, incluindo
individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-positivos),
receptores de transplantes, pacientes com cancer, neonatos prematuros e idosos.
Esses individuos sao mais propensos ao desenvolvimento dessas infeccbes por
apresentarem um sistema imune deprimido, o que também favorece o aumento do
numero de casos de recidivas da infeccdo e, como consequéncia, o aumento da
exposicao aos antifungicos, contribuindo para a selegdo de resisténcia e para as
falhas terapéuticas. Dessa forma, além do elevado numero de pacientes
imunodeprimidos, tem-se como conhecimento que uma das principais razdes para o
aumento da incidéncia de infecgbes fungicas € a expansdo da selegdo de
resisténcia, a qual tem sido relatada para os mais diversos géneros fungicos frente a
terapia antifungica atual.

Um fator preocupante relacionado a sele¢cdo de resisténcia fungica é o
uso indiscriminado de antifungicos pela populagdo. Na grande maioria das vezes, os
tratamentos recomendados para uma infecgao fungica sdo caros e dispendem de
longos periodos de tempo, podendo levar até um ano para atingirem a cura total da
infeccdo. Essas desvantagens fazem com que o paciente ndo realize o tratamento
indicado ou o interrompa o antes do periodo final, favorecendo a selecao de
resisténcia. Também é interessante ressaltar que o uso desses farmacos de maneira
desenfreada e por longos periodos de tempo estd associado a altos indices de
toxicidade e efeitos colaterais indesejaveis ao paciente, tanto a nivel tépico quanto
sistémico.

Consideradas um problema de saude publica global, estima-se que as
infeccbes fungicas acometam mais de um bilhdo de pessoas, resultando em
aproximadamente 11 milhdes de casos de infec¢gées ao ano (GAFFI, 2015). Embora
nas ultimas décadas muitos avangos tenham sido realizados no diagnéstico dessas
infeccbes e no desenvolvimento de novos antifungicos, ainda & necessario mais
investimentos neste setor, a fim de reduzir os dados alarmantes de incidéncia e
mortalidade promovidos pelas infecgbes fungicas e a qualidade de vida do paciente.

Entretanto, essas infecgdes sao negligenciadas por fatores sociais e politicos. Isso



pode ser observado pelo fato de que mesmo apresentando um arsenal terapéutico
limitado, pois poucas classes de antifungicos estdo disponiveis atualmente, existem
poucos estudos em fase clinica envolvendo o desenvolvimento de novos
antifungicos. Em vista de reverter esse panorama, diversos grupos de pesquisa tém
por objetivo rastrear novos compostos sintéticos que apresentam caracteristicas
compativeis a um novo candidato a antifungico.

A prospecgdo por novas entidades quimicas eficazes no combate a
resisténcia fungica e seguras ao paciente se faz necessaria e urgente. Esses sédo os
principais objetivos no rastreamento de novas entidades com potencial antifungico.
Além disso, a reversao da resisténcia é a chave para reduzir a incidéncia das
infecgbes fungicas e, com isso, reduzir as taxas de mortalidade relacionadas a essas
infeccoes.

A escolha por uma classe de compostos sintéticos para o rastreamento
de sua atividade biolégica pode ser baseada em relatos da literatura que comprovam
que compostos derivados de determinada classe apresentam eficacia sobre algum
microrganismo. Dessa forma, alguns estudos comprovam a eficacia de derivados de
cloroacetamidas com acgédo antileishmania, antibacteriana e antifungica (Marco-
Contelles & Gomez-Sanchez, 2005; Katke et al., 2011; Aschale, 2012; Lavorato et
al., 2017). Assim como esses derivados, as quinolinas ganham destaque como uma
classe de compostos muito promissora para o desenvolvimento de um novo
candidato a antifungico. Isso pode ser observado devido a uma gama de estudos
reportando a efitividade biolégica de derivados dessa classe, como, agéo
antineoplasica, antifungica, antibacteriana, antitoxoplasma, anti-inflamatéria e
antimalarica (Kumar et al., 2011; Singh et al., 2011; Afzal et al, 2015; Wen et al.,
2015; Liberato et al., 2017; EI-Shehry et al, 2018; Teng et al., 2018).

A partir do contexto exposto, o presente estudo tem por finalidade
investigar o potencial antifungico de derivados de cloroacetamidas e quinolinicos
frente a leveduras de Candida spp. e fungos filamentosos, como Fusarium spp.,
Microsporum spp., e Trichophyton spp. Espera-se que esses compostos sejam
ativos sobre esses géneros e que nao apresentem possivel toxicidade sobre os
parametros avaliados, para que este estudo possa contribuir de maneira positiva no

rastreamento e posterior desenvolvimento de um novo candidato a antifungico.



2.1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o potencial antifungico de novas entidades quimicas derivadas
de cloroacetamidas e quinolinas frente a diferentes géneros fungicos patogénicos e
de dificil tratamento, como possiveis novas alternativas para o tratamento de

infecgbes causadas por esses organismos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar o perfil de suscetibilidade antifungica de compostos
derivados de cloroacetamidas frente a cepas de Candida spp., Fusarium spp. €
dermatdfitos;

2.2.2. Avaliar o perfil de suscetibilidade antifungica de compostos
derivados quinolinicos frente a cepas de Candida spp. € dermatofitos;

2.2.3. Investigar o provavel mecanismo de acao antifungico de derivados
de cloroacetamidas sobre cepas de Candida spp., Fusarium spp. e dermatdfitos, e
de um derivado quinolinico sobre cepas dermatofiticas;

2.2.4. Avaliar a cinética da relacdo dose-resposta de derivados de
cloroacetamidas sobre cepas de Candida spp., Fusarium spp. € de dermatdfitos, e
de derivados quinolinicos sobre as cepas dermatofiticas;

2.2.5. Visualizar através de microscopia eletrénica de varredura o efeito
da acao antifungica de derivados de cloroacetamidas — sobre cepas de Candida
spp., dermatofitos e Fusarium spp., € de derivados quinolinicos sobre cepas
dermatofiticas;

2.2.6. Avaliar parametros toxicolégicos dérmicos, em mucosa € a nivel
sistémico frente a derivados de cloroacetamidas e derivados quinolinicos;

2.2.7. Avaliar a eficacia da aplicabilidade de derivados de
cloroacetamidas e quinolinicos quando incorporados em diferentes formulagdes
farmacéuticas;

2.2.8. Determinar a eficacia de derivados quinolinicos quando
incorporados a uma formulagdo a base de esmalte sobre um modelo ex vivo de

onicomicose utilizando cascos suinos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aspectos gerais sobre o género Candida

O género Candida é composto por microrganismos leveduriformes e
eucariontes pertencentes ao Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Blastomycetes e
Familia Cryptococcacea. Esse género compreende mais de 200 espécies, sendo o
principal entre as leveduras patogénicas causadoras de infecgdes em humanos e
animais (Giolo & Svidzinski, 2010; Sardi et al., 2013). Leveduras do género Candida
distribuem-se de forma ubiqua no meio ambiente, sendo encontradas em vegetais,
em alimentos, na agua e no solo. Além disso, essas leveduras fazem parte da
microbiota comensal de humanos e animais, colonizando a pele e superficies das
mucosas do trato respiratério superior, gastrointestinal e génito-urinario (Mcmanus &
Coleman, 2014; Uppuluri et al., 2017).

Em meios de cultura sélidos, como o agar sabouraud dextrose (ASD), é
possivel visualizar o crescimento de leveduras do género Candida. Assim, a analise
macromorfoldgica revela a presenga de coldnias de aspecto mucoide, lisa ou rugosa
e coloracao esbranquigcada a amarelada. No exame direto com hidroxido de potassio
(KOH) 20% a micromorfologia das col6nias pode revelar a presenca de células
leveduriformes com formato arredondado ou ovalado e com diametro variando entre
3 — 14 uym de tamanho; pseudo-hifas (células em forma de elipse, com constrigdes
no local dos septos e sem poro de comunicagcao entre as células); e hifas
verdadeiras (células uniformes contendo septos verdadeiros e poros para
comunicagao entre as células) (Lacaz et al., 2002) (Figura 1). Espécies de Candida
apresentam-se geralmente na forma leveduriforme, como ao colonizarem a
microbiota comensal de humanos e animais. Porém, algumas espécies podem
desenvolver pseudo-hifas - também conhecidas por forma filamentosa. Esse
processo atua como um fator de viruléncia colaborando para a adesao e invasao da
levedura comensal nos tecidos, tornando-as patogénicas e iniciando o processo
infeccioso no individuo (Mcmanus & Coleman, 2014; Richardson et al., 2018).
Devido a essas distingdes morfoldgicas apresentadas pelo género Candida, a forma
leveduriforme (unicelular) facilita a sua disseminagdo no ambiente e a forma de hifa
(pluricelular) possibilita uma caracteristica patogénica as espécies (Thompson et al.,
2011).



Apesar de o género Candida ser constituido por centenas de espécies,
90% das infec¢des fungicas causadas por essas leveduras séo ocasionadas por C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis, descritas como as
cinco principais espécies de relevancia clinica (Serefhanoglu et al., 2012; Polvi, et
al., 2015; Diba et al., 2018). Cada uma dessas espécies apresenta um potencial de
viruléncia, perfil de suscetibilidade antifungico e epidemioldgico (Pappas et al.,
2016). Espécies de Candida sdo consideradas leveduras oportunistas, visto que,
tornam-se patogénicas em situagdes as quais o sistema imune do hospedeiro
encontra-se deprimido. Assim, individuos HIV-positivos, pacientes transplantados,
portadores de doencas cronicas ou que fazem uso de agentes quimioterapicos ou
corticosteroides estdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de infecgcdes causadas

por Candida spp. (Polvi et al., 2015; Farmakiotis & Kontoyiannis, 2017).

Figura 1. Imagem representativa da estrutura micromorfolégica das células de
Candida albicans (a) indicando a presenga de hifas — forma filamentosa e Candida
glabrata (b) indicando a presenca de blastoconidios — forma levedurifome; (c)
imagem representativa da estrutura macromorfolégica das colbénias de C. albicans.

Fonte: Mycology Online.

3.2. Infecgdes causadas por espécies de Candida

Espécies de Candida sdo os principais patégenos fungicos oportunistas
em humanos e animais. Essas leveduras sao capazes de provocar diferentes formas
clinicas de infecgdo nesses hospedeiros, desde candidiase superficial e de mucosa,
até infecgdes invasivas e disseminadas, associadas a candidemias. Essas infec¢des

apresentam ocorréncia mundial e estdo estritamente relacionadas com altas taxas



de morbidade e mortalidade principalmente em individuos imunodeprimidos (Hani et
al., 2015, Ramos et al., 2015, Pappas et al., 2016).

O desenvolvimento da infecgdao por Candida spp. ocorre através de
etapas cruciais, como adesao, colonizagdao e subsequente penetragdo fungica nos
tecidos do hospedeiro, envolvendo a producdo de enzimas hidroliticas essenciais
para o estabelecimento da infeccdo (Ramos et al.,, 2015). A incidéncia de
candidiases e candidemias aumentou consideravelmente nas ultimas décadas. Tal
fato esta relacionado ao aumento do nimero de pacientes imunocomprometidos,
principalmente individuos HIV-positivos e as falhas apresentadas pela terapia clinica
antifungica disponivel, que contribuem para os casos de resisténcia fungica (Pfaller
& Catanheira, 2016; Fuentefria et al., 2016). Atualmente, Candida spp. €
responsaveis por 80% das infec¢des fungicas sistémicas, consideradas a quarta,
sexta e a sétima principal causa de infec¢gdes nosocomiais nos Estados Unidos da
América (EUA), Europa e Brasil, respectivamente (Wisplinghoff et al., 2014; Canela
et al., 2017; Uppuluri et al., 2017).

Dentre as infec¢des causadas por Candida spp., a candidiase ungueal é
uma onicomicose nao-dermatofitica que se desenvolve nas unhas dos pés e das
maos, tanto de individuos saudaveis quanto imunocomprometidos (Sav et al., 2018).
A infeccao manifesta-se por lesées denominadas paroniquias, em que ocorre um
processo inflamatério da pele com eritema e alteragdes edematosas do tecido mole
da dobra ungueal circundante (Arce & Gutiérrez-Mendoza, 2017). Leveduras de
Candida spp. sao amplamente consideradas a causa de onicomicose secundaria a
doencga paroniquial e doenga vascular periférica (Ortasevic et al., 2016). A incidéncia
de candidiase ungueal varia de 2% a 15% na populagédo mundial, de acordo com a
localizagdo geografica e com o perfil de suscetibilidade dos individuos (Reyes-
Montes et al., 2017). Dessa forma, individuos imunodeprimidos, como portadores de
doencgas crénicas, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), idosos, pacientes
submetidos a hemodialise ou que manifestam outras doencas infecciosas — como a
psoriase — e trauma pré-existente na regido ungueal, estdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de candidiase ungueal (Coleman et al., 2014).

Candidiase superficial ou cutdnea ocorre devido ao crescimento
descontrolado de Candida spp. presente na microbiota da pele, o qual é decorrente

de um desequilibrio no sistema imune do individuo. As regides da pele mais



propensas ao desenvolvimento da infeccdo sdo as regides das dobras cutaneas,
como virilhas e axilas, e as regides interdigitais entre os dedos das maos e dos pés
(Rigopoulos, 2015). Esses locais do corpo possuem uma maior umidade e
temperatura, favorecendo o crescimento fungico. Além disso, regides que se
encontram sob uma area oclusiva, como em processos de imobilizagdo de algum
membro ou a regido das costas em pacientes hospitalizados, sdo as areas mais
predispostas ao desenvolvimento da infec¢ao (Kaushik et al., 2015). A manifestagao
das lesdes cutdneas surge em forma de maculas papulomatosas que provocam
eritema, vermelhidao e prurido no local afetado (Kaufman et al., 2017).

Leveduras de Candida spp. também s&o responsaveis por causarem
infeccbes que acometem as regides das mucosas do nosso organismo. A
candidiase oral € um exemplo dessas manifestagbes, atingindo principalmente
individuos imunocomprometidos e neonatos. Essa infeccido € a manifestagao mais
comum em pacientes HIV-positivos e considerada um dos primeiros sinais clinicos
decorrentes da imunossupressao (Lourengo et al., 2017). As causas para o
estabelecimento da candidiase oral sdao complexas, envolvendo fatores como:
higiene oral do individuo, idade, uso de prétese removivel e a associacdo destes
com doencgas crbnicas e sistémicas, como diabetes e SIDA (Muadcheingka &
Tantivitayakul, 2015; Meira et al., 2017). A infeccdo se manifesta através de lesdes
que podem ser de coloracao esbranquicada - forma de apresentacdo classica - e
decorrentes de candidiase pseudomembranosa e hiperplasica, ou de coloragio
avermelhada, que abrange a forma eritematosa, incluindo a candidiase atrofica
aguda e a estomatite protética (Meira et al., 2017).

A candidiase esofagica pode iniciar o seu desenvolvimento em
decorréncia de uma candidiase oral (Pappas et al., 2016). Classificada como uma
infecdo de mucosa, a candidiase esofagica pode ser considerada uma forma de
candidiase invasiva caso nao seja diagnosticada e erradicada rapidamente, visto
que, a infegdo pode progredir levando ao inicio de manifestagées clinicas mais
graves (Takahashi et al., 2015). Como grupo de risco, individuos que apresentam
doencas esofagicas prévias, desnutricdo ou alcoolismo, pacientes quimioterapicos,
diabéticos, HIV-positivos e aqueles que fazem uso de terapias com inibidores das

bombas de prétons, antibacterianas e corticosteroides, encontram-se mais



suscetiveis ao desenvolvimento de uma candidiase esofagica (Onishi et al., 2015;
Hoversten et al., 2019).

A candidiase vulvovaginal €& definida como uma das principais
manifestacdes de infec¢ao fungica em mucosas. Isso pode ser observado devido a
sua alta incidéncia nos ultimos anos, sendo considerada a causa mais frequente de
infeccdo sintomatica no trato genital inferior (Donders et al.,, 2016). Embora
gestantes e mulheres imunocomprometidas sejam o0 grupo mais propenso ao
desenvolvimento de candidiase vulvovaginal, estima-se que até 70% das mulheres
serao atingidas por algum episodio da infecgao durante o seu periodo de vida. Um
dos principais fatores que leva ao estabelecimento dessa infecgcao € o desequibrio
da microbiota local decorrente do uso de terapias antibidticas, as quais provocam
alteracbes no pH da mucosa vaginal, promovendo o aumento do crescimento
fungico local. Como consequéncia disso, ocorre a manifestagdo dos sintomas, como
vermelhidao, fissuras, prurido e corrimento esbranquicado mucoide Masri et al.
2015; Cauchie et al., 2017).

Além das formas de apresentacbes de candidiase descritas, um dos
principais agravantes envolvendo o géneno Candida é a manifestagao sistémica e
invasiva da infeccédo, a qual apresenta altas taxas de mortalidade e morbidade no
Brasil e no mundo (Antinori et al., 2016; Doi et al., 2016). Casos de candidiase
invasiva englobam um espectro de manifestagdes clinicas dificeis de diagnosticar,
pois estdo associados a outras enfermidades que envolvem 6érgaos como o coragao,
rins, olhos, peritbnio, figado, baco, ossos e pulmé&o (Clancy & Nguyen, 2013). A
candidemia — forma de manifestacao da infeccao por Candida spp. no sangue -
apresenta a maior prevaléncia dentre as infecgdes invasivas causada por essas
leveduras. Essa manifetsacdo clincia afeta principalmente individuos
inumocomprometidos e hospitalizados que fazem uso de nutricdo parenteral,
cateteres e sondas. No Brasil, a infeccao esta relacionada a 50% da taxa de
mortalidade hospitalar e a altos custos com a saude publica (Doi et al., 2016;
Farmakiotis & Kontoyiannis, 2017).

Um outro exemplo de manifestagao clinica de candidiase invasiva é a
endocardite ocasionada por Candida spp. Essa forma de infecgdo atinge a regido
das valvulas cardiacas e acomete principalmente pacientes idosos submetidos a

cirurgias cardiacas, dessa forma, estando altamente associada ao uso de valvulas



protéticas e ao cateterismo (Badiee et al., 2014; Yuan, 2016). Esses dispositivos
médicos favorecem a formagao de biofiimes de Candida spp. em seu interior, os
quais podem migrar para outros 6rgaos disseminando a infecgdo pelo organismo do
paciente. Além disso, as células de Candida spp. presentes em um biolfilme
apresentam maiores taxas de resisténcia fungica a terapia clinica atual quando
comparadas as células livres, o0 que contribui para o aumento da mortalidade em
pacientes portadores dessas infec¢des (Antinori et al., 2016).

Embora com menor frequéncia, mas com um elevado grau de severidade,
espécies de Candida também podem ocasionar outras doengas, como meningite,
pneumonia, endoftalminte, osteomelite e inflamagbes na regido peritonial do
abdomem (Antinori et al., 2016). Geralmente essas infecgbes provém de uma
candidemia ndo diagnosticada previamente e que pode estender-se para os sitios
estéreis do organismo, levando a uma infecgdo disseminada (Della Pepa et al.,
2016).

Em todas as manifestacdes clinicas relacionadas a candidiase, C.
albicans destaca-se como a espécie mais prevalente, responsavel pela grande
maioria dos casos, desde candidiase superficial a sistémica (Millsop & Fazel, 2016;
Kaufman et al., 2017; Meira et al., 2017; Whaley et al., 2017; Canela et al., 2018;
Hayette et al., 2019). Porém, nos ultimos anos, as espécies de Candida nao-albicans
(CNA) tém sido amplamente relatadas em casos dessas infecgdes, sendo
consideradas patogenos oportunistas emergentes. Tal problematica pode ser
observada devido ao aumento no numero de casos de onicomicoses, candidiase
cutanea e candidemias relacionados a C. parapsilosis (Ramos et al., 2015; Doi et al.,
2016). Além disso, relatos de candidiase vulvovaginal e candidemias associados a
espécies como C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei vém aumentando
consideravelmente no Brasil e no mundo (Powell et al., 2016; Rolston, 2017; Whaley
et al.,, 2017; Brandao et al.,, 2018). Acredita-se que uma das razbes para a
emergéncia dessas espécies seja devido ao aumento da selegdo de isolados
resistentes aos farmacos azdlicos, utilizados com primeira linha de combate a

infecgbes por Candida spp. (Brandolt et al., 2017; Brandao et al., 2018).
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3.2.1. Terapia antifungica para infec¢gées causadas por Candida spp.

A escolha de uma terapia antifungica adequada para o tratamento de
infecgdes causadas por Candida spp. € baseada no quadro clinico do paciente e no
resultado apresentado pelo diagndostico micologico proveniente da coleta de amostra
do sitio da infeccao do paciente. Assim, exames de microscopia direta e cultura do
material coletado sdo realizados. Além disso, técnicas mais atuais de diagndstico,
como o uso de biologia molecular, também podem ser empregadas (Nenoff et al.,
2014b).

O tratamento atual para candidiases e candidemias envolve quatro
principais classes de antifungicos: azois, poliénos, analogos de pirimidinas e
equinocandinas, utilizados por via topica, oral ou intravenosa (Campoy & Adrio,
2017). A anfotericina B, flucitosina e o fluconazol estdo na lista de medicamentos
essenciais aprovados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (Kneale et al.,
2016). Dessa forma, os antifungicos mais comumente indicados para essas
infeccbes sao o fluconazol — farmaco de primeira escolha - e a anfotericina B.
Entretanto, para casos de infeccdes mais severas, invasivas ou sistémicas e que
apresentam dificil tratamento, azois de ultima geragdo - como o voriconazol e o
posaconazol, juntamente com as equinocandinas, sdo recomendados (Barros et al.,
2013).

Para o tratamento de candidiases superficiais e cutdneas recomenda-se o
uso de antifungicos tépicos, os quais apresentam vantagens em relacéo a terapia
sistémica. Como exemplo, o uso de uma terapia antifungica local limita o risco de
efeitos colaterais ao paciente, além de permitir que o tratamento seja diretamente
direcionado para o sitio local da infeccdo (Schaller et al., 2016). Além disso, a
administracdo concomitante de antifungicos locais e sistémicos é restrita, uma vez
que contribui para o aumento da selecao de resisténcia fungica e severa toxicidade
ao paciente, indicada somente quando a terapia topica nado é eficaz. Assim, para o
tratamento de candidiase superficial e cutdnea geralmente sao utilizados cremes e
pomadas de nistatina, miconazol, cetoconazol e clotrimazol (Allen et al., 2015; Lyu et
al., 2016).

Nistatina, miconazol e clotrimazol tém sido recomendados como farmacos
de primeira escolha para casos ndo complicados de candidiase oral. Entretanto, se o

paciente ndo responde ou apresenta intolerdncia ao tratamento tdépico inicial,
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antifungicos sistémicos sdo necessarios, como os triazéis fluconazol e itraconazol
(Antinori et al., 2016). O fluconazol tem demonstrado uma maior taxa de cura clinica
da infeccdo quando comparado ao itraconazol. Isso pode ser explicado pelas
interacbes medicamentosas entre o itraconazol e outros farmacos administrados
concomitantemente pelo paciente (Garcia-Cuesta et al., 2014).

Como em todos os casos de infecgdes fungicas, o diagndstico micologico
a nivel de espécie é fundamental para a escolha adequada de uma terapia
antifungica. Além do mais, esse fator é determinante pra que o tratamento de uma
candidiase vulvovaginal obtenha sucesso, pois as altas taxas de recorréncia da
infeccao estao relacionadas a escolha de uma terapia antifungica inadequada que
induz a selegdo de isolados resistentes (Donders & Sobel, 2016). O uso de
antifungicos sistémicos como fluconazol ou itraconazol tem sido indicado para o
tratamento da infeccao, porém, esses farmacos tém apresentado altas taxas de
toxicidade relatadas pelos pacientes apds determinado tempo de exposi¢ao, o que
limita o uso desses agentes. Além disso, casos de infecgdes devido a espécies de
CNA sao menos suscetiveis ao fluconazol e ao itraconazol. Com isso, nesses casos
a administragcao de voriconazol é indicada (Gongalves et al., 2015; Garcia-Cuesta et
al., 2016).

Devido a severidade da maioria dos casos, o tratamento antifungico
recomendado para as candidiases invasivas e sistémicas necessita de farmacos
mais eficazes que promovam a cura clinica da infeccdo de uma maneira rapida e
eficiente (Lyu et al., 2016). Atualmente, as equinocandinas sdo consideradas a mais
potente classe antifungica disponivel. Elas representam a primeira linha de escolha
para a terapia clinica em casos de candidiases invasivas e candidemias, pois uma
menor incidéncia de relatos de resisténcia fungica a essa classe sédo descritos, além
de apresentar uma potente acdo fungicida contra Candida spp., incluindo as
espécies de CNA (Pappas et al., 2016; Wagener & Loiko, 2018). Em casos iniciais
dos sintomas ou menos graves da infec¢ao invasiva por espécies de Candida, o
tratamento com anfotericina B ou triazois de segunda geragdo pode ser indicado,
pois estes podem ser capazes de promover a cura clinica da infecgao e dispendem
de um menor custo a saude publica quando comparado as equinocandinas (Allen et
al., 2015).
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3.3. Aspectos gerais sobre os géneros Microsporum e Trichophyton

Diferentemente do género Candida, os géneros Microsporum e
Trichophyton sao fungos filamentosos, hialinos e pluricelulares, pertencentes ao
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Euascomycetes Ordem Onygenales e Familia
Arthrodermataceae (Rouzaud et al., 2016). Esses organismos apresentam
abrangéncia mundial e natureza saprofitica, pois eles tém como seu habitat o
ambiente terrestre e aquatico, além de estarem presentes na microbiota comensal
dos pelos de animais. Os géneros Microsporum e Trichophyton geralmente sao
anamorficos — reproduzem-se de forma assexuada, e apresentam uma estrutura
celular formada por hifas hialinas e conidios (estruturas de reproducao) (Dalla Lana
et al., 2016).

A partir do crescimento fungico em meio de cultura, como em agar batata
dextrose (ABD), € possivel visualizar as caracteristicas morfolégicas de cada
espécie dermatofitica. Para ambos os géneros, Microsporum e Trichophyton, a
analise micromorfolégica permite a visualizagao de hifas e conidios. As hifas sao
originadas a partir da extensdo apical dos filamentos e o seu crescimento pode
ocorrer com ou sem a formagcdo de septos. Assim, a formacdo de septos é
decorrente da separacdo da parede celular do restante dos compartimentos
celulares. Por outro lado, o crescimento continuo das hifas resulta em uma rede
complexa, denominada micélio fungico (Powers-Fletcher et al., 2016).

A producao de conidios e hifas juntamente com a morfologia dessas
estruturas varia entre os géneros Microsporum e Trichophyton. O primeiro produz
microconidios piriformes com cerca de 2-3 ym e macroconidios multiseptados que
apresentam uma parede celular fina ou espessa, variando conforme a espécie, em
forma de fuso. Os macroconidios podem ser numerosos ou escassos. Ja o género
Trychophyton produz numerosos microconidios piriformes ou ovalados, em cachos
ou distribuindo-se ao longo das hifas, também com cerca de 2-3 um. Seus
macroconidios apresentam paredes lisas e finas em forma de cilindro (Lacaz et al.,
2002).

O crescimento fungico em meio de cultura também possibilita a analise
macromorfolégica das colbnias fungicas. Para ambos os géneros, Microsporum e
Trichophyton, as colbnias possuem coloragdo branca com aparéncia cotonosa e

aveludada, ja o reverso das colbnias varia de acordo com 0 género e a especie,
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podendo apresentar coloragdo purpura a avermelhada, amarela, castanha e
marrom-amarelada. A pigmentacao visualizada no reverso das col6nias surge no
decorrer do tempo a partir do inicio cultivo, assim, cultivos com poucos dias de
crescimento podem apresentar discreta pigmentagao (Sidrim & Rocha, 2004).

Os géneros Microsporum e Trichophyton estdo entre os principais
representantes de um grupo de fungos denominados dermatdéfitos. Esses
organismos sdo considerados queratinofilicos e queratinoliticos, capazes de causar
infeccdo em tecidos queratinizados de humanos e animais, como pele, unha, cabelo
e pelos (Hayette & Sacheli, 2015; Garces et al., 2016). Dermatdfitos séao
classificados em trés subgrupos: antropofilicos — espécies que vivem em ambientes
urbanos, como vestiarios, academias de ginastica, piscinas publicas e podem causar
infeccdo em humanos, como a espécie Trichophyton rubrum; zoofilicos - espécies
que fazem parte da microbiota de animais, como gato, cachorro e cavalos e que
podem desenvolver infeccdo tanto nestes quanto em humanos, como as espécies
Microsporum canis e T. mentagrophytes; geofilicos — espécies que vivem de forma
livre no solo e que podem tornar-se patogénicas ao homem dependendo de fatores
relacionados ao hospedeiro, representada por M. gypseum (Khosravi et al., 2016;
Zhan et al., 2018). A partir dessa classificacdo, os dermatofitos de origem
antropofilica e zoofilica sao os subgrupos predominantes isolados em infec¢goes em
humanos (Hayette & Sacheli, 2015). Embora apresentem abrangéncia mundial, a
predominancia de cada género dermatofitico e o local da manifestagao clinica das
lesdbes que desenvolvem no hospedeiro sao condicionados pela localizagao
geografica fatores ambientais (Dalla Lana et al., 2016).

Estudos relatam que cerca de 10 espécies dermatofiticas sdo comumente
encontradas no hospedeiro humano (De Hoog et al., 2017; Graser et al., 2018). M.
canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum estdo entre os principais agentes
relacionados a infeccdes nesse hospedeiro, dentre os quais, T. rubrum é a espécie
mais prevalente, responsavel por 80% das infecgdes dermatofiticas em humanos
(Rouzaud et al., 2016; Zhan & Liu, 2017; Song et al., 2018; Zhan et al. 2018). Na
Figura 2 é possivel visualizar macro e micromorfolégicamente a estrutura de ambos
0s géneros descritos. A incidéncia das dermatofitoses tem aumentado
significantemente nos ultimos anos. Um dos principais fatores desencadeantes

dessa problematica € o aumento da incidéncia de doengas como diabetes tipo 2,
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doengas vasculares e ao envelhecimento da populacdo, o que contribui para o
aumento do numero de pacientes imunocomprometidos, mais suscetiveis as
infeccbes dermatofiticas (Hayette & Sacheli, 2015; Gupta et al., 2018; Song et al.,
2018).

Figura 2. Imagem representativa da estrutura micromorfolégica das células de M.
canis (a) e T. rubrum (c) - hifas, macroconidios e microconidios; imagem
representativa da estrutura macromorfolégica das colbénias de M. canis (b) T. rubrum

(d), verso e reverso, respectivamente. Fonte: Mycology Online.

3.4. Infecgboes causadas por espécies de Microsporum e

Trichophyton

Como descrito, os géneros Microsporum e Trichophyton sdo capazes de
causar infeccdes em humanos e animais. As dermatofitoses, também conhecidas
por tineas, sao consideradas a quarta doenca infecciosa mais prevalente no mundo
(Rouzaud et al., 2017) e a principal infeccdo fungica em humanos (Faway et al.,
2018). Com isso, estima-se que atualmente 25% da populagdo mundial manifeste
uma infeccdo de origem dermatofitica (Faway et al., 2018; Sahni et al., 2018).
Apesar de os EUA ser um pais desenvolvido, a prevaléncia de dermatofitoses afeta

20% da populagao, semelhante aos dados epidemioldgicos relatados no Brasil, onde
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essas infecgdes sao relatadas entre 18 a 23% da populagdo (Dalla Lana et al.,
2016). Tal problematica tem ocasionado um custo anual com despesas de saude
estimado em 500 milhdes de ddlares (Faway et al., 2018). Mesmo apresentando
altos indices de prevaléncia, as pesquisas envolvendo novas estratégias de
tratamento a fim de reduzir o alto indice de dermatofitoses s&o limitadas. Um dos
motivos esta relacionado ao fato de que as manifestagdes da infeccdo sao
geralmente superficiais e consideradas apenas um problema estético e, com isso,
negligenciadas (Graser et al., 2018). Porém, grupos de risco como pacientes HIV-
positivos, individuos transplantados ou portadores de doengas crénicas, como
diabetes, podem desenvolver formas severas, invasivas e cronicas da infeccéo, as
quais podem ocasionar em falhas terapéuticas, pois sdo de dificil tratamento clinico
(Rouzaud et al., 2016; Sahni et al., 2016).

O desenvolvimento das dermatofitoses tem inicio a partir da colonizagao
do fungo no sitio alvo do hospedeiro com posterior estimulagdo dos queratinécitos —
células responsaveis pela sintese de queratina. Os queratindcitos, por sua vez,
induzem a produgédo de citocinas que medeiam a resposta inflamatéria e o acumulo
de neutrdfilos no tecido infectado (Martinez & Rossi, 2014). Os sinais clinicos da
infeccao resultam da degradacao de tecidos queratinizados devido a producédo de
metabdlitos toéxicos pelo microrganismo e da resposta imune especifica do
hospedeiro infectado. A partir de entédo, a infecgdo manifesta-se através de lesdes
circulares e delimitadas com bordas avermelhadas, podendo ocorrer descamacao,
ressecamento, presencga de fissuras e eritema da pele, couro cabeludo ou outras
regides do corpo (Saxena et al.,, 2017). No entanto, algumas formas clinicas de
dermatofitoses apresentam diferentes lesdes, o que sera abordado no decorrer
deste topico. Assim, as dermatofitoses podem ser classificadas de acordo o sitio da
lesdo: tinea barbae (face - regido da barba), tinea capitis (cabelo ou pelos), tinea
corporis (pele do corpo), tinea cruris (regido da virilha), tinea faciei (face), tinea pedis
(pés) e tinea unguium (unha - onicomicose) (Zhan & Liu, 2017).

Os dermatdfitos sdo os principais agentes causadores de onicomicoses
em humanos, compreendendo cerca de 90 e 50% dos casos de infec¢do nas unhas
dos pés e nas unhas das maos, respectivamente (Martinez et al., 2014). Alguns
fatores como trauma na regido das unhas, predisposi¢cdo genética e umidade sao

condicbes desencadeantes para a infeccdo (Shemer & Bbabev, 2018). A forma
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classica de manifestacao clinica de uma onicomicose de origem dermatofitica é o
aparecimento de placas brancas e facilmente removiveis na regido dorsal das unhas
associadas a hiperqueratose e onicdlise, sem que haja penetracdo fungica para
areas mais profundas das mesmas (Pichardo-Geisinger, 2014). Caso a infec¢ao nao
seja diagnosticada precocemente, as lesdes classicas podem progredir até casos
em que ocorre a distrofia total da unha, com destruicdo de todas as partes da placa
ungueal, resultando em um leito ungueal mais espesso e anormal. Em individuos
imunocomprometidos essa manifestagdo ocorre inicialmente, sem que haja a
necessidade de progressao das lesdes classicas iniciais (Gupta, 2018).

Dermatdfitos também podem invadir a superficie inferior da placa
ungueal, provocando casos de infecgdo subungueal. Nessa situagcdo, as lesdes
atingem a regido distal e lateral das unhas dos pés e a placa ungueal adquire uma
coloragao branco-amarelada ou tons que variam de marrom a preto (Piraccini &
Alessandrini, 2015). Em situagbes mais graves, a infeccdo pode ocasionar um
dermatofitoma, manifestacdo caracterizada pelo acumulo subungueal de hifas
fungicas e escamas resistentes ao tratamento antifungico sistémico, a qual necessita
de excisdo cirurgica para promover a cura clinica total da infeccao (Shemer et al.,
2017).

A tinea pedis, conhecida popularmente como pé de atleta, é considerada
a segunda manifestagdo mais frequente de origem dermatofitica. A infecgéo
manifesta-se predominantemente em adultos e apresenta uma prevaléncia trés
vezes maior em individuos diabéticos, visto que, estes estdo mais propensos a
desenvolver essa infecgdo (Nijenhuis-Rosien et al., 2015; Schaller et al., 2016).
Alguns fatores como umidade e altas temperaturas aliados a condi¢cdes de higiene,
séo fatores desencadeantes para o desenvolvimento da tinea pedis (Dalla Lana et
al., 2016). As manifestagdes provocadas pela infec¢ao incluem trés formas distintas:
i) vesiculas bolhosas com carater inflamatdrio; ii) hiperqueratose, presenca de
fissuras e espessamento da pele na regido da sola dos pés e dos calcanhares; iii)
eczemas e lesbes na forma de fissuras, que provocam vermelhiddo e ardor na
regido interdigital, a qual apresenta-se como a manifestacdo mais comum da
infeccdo (Behzadi et al., 2014). Além disso, tinea pedis é a porta de entrada para

outras manifestagdes clinicas, como onicomicose e infecgdes bacterianas, podendo
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ocasionar desordens mais severas no individuo se ndo tratada adequadamente
(Nenoff et al., 2014a).

Considerada a terceira manifestacdo mais prevalente de infecgao fungica
cutdnea - seguida apenas do numero de casos relatados para tinea pedis e
onicomicose, a tinea corporis acomete todas as regides da pele, com excec¢do da
virilha, sola dos pés, das maos e de regides interdigitais (Shemer & Babaev, 2018).
Quando os sinais clinicos da infecgdo manifestam-se nas regides da virilha e do
pubis, a infeccdo € denominada tinea cruris, mais frequentemente observada em
homens adultos (Vega-Sanchez et al., 2016). As lesbes tipicas dessas
manifestacbes possuem o formato de placas arredondadas e delimitadas que
apresentam uma borda inflamatdria ativa, com a regido central da lesdo de
coloragao mais clara e que provocam coceira e ardor (Shemer & Babaev, 2018).

Apesar de ser uma das infecgdes cutdneas mais frequentes em criangas,
a tinea capitis esta relacionada a falta de higiene e baixo poder econdmico,
apresentando uma alta incidéncia em todas as regides do mundo (John et al., 2018).
Em adultos, a infecgdo por M. canis tem sido frequentemente associada a estados
imunossupressores (Mao et al., 2014). Animais domésticos como cades e gatos
geralmente sdo o reservatorio de infecgdo além de serem portadores saudaveis do
género Microsporum (Zhan et al., 2015). As lesdes provocadas pela infecgdo variam
desde leve descamagéao do couro cabeludo com pouca perda de cabelo até grandes
regides inflamatodrias e pustulosas podendo provocar alopecia (Fuller et al., 2014). A
infeccdo também pode se manifestar com carater inflamatério, apresentando
linfadenopatia cervical e lesbes mais severas, denominadas kérions. Essas lesdes
apresentam-se como placas arredondadas e doloridas com drenagem purulenta que
invadem o foliculo piloso, provocando séria inflamagdo e perda de cabelo (Hay,
2017).

Dermatofitos também podem colonizar e invadir o tecido epitelial da pele
do rosto - excluindo a regido da barba em homens — condicdo denominada tinea
faciei, a qual representa cerca de 4% dos casos de tinea corporis (Dav et al., 2017;
(Saxena et al., 2017). Assim como nas demais manifestagcdes clinicas provocadas
pelas tineas que acometem diferentes regides da pele, a tinea faciei também
manifesta-se através de placas anulares e eritematosas com a presenca de um halo

central mais claro, causando descamacéao da pele e coceira (Alkeswani et al., 2019).
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Quando a manifestagdo dermatofitica atinge a regido da area da barba e pescoco,
ela é conhecida como tinea barbae. Essa condicdo acomete quase que
exclusivamente jovens do sexo masculino (Singh et al.,, 2017). Os animais como
gatos e cachorros constituem uma das fontes de infecgdo. As manifestagdes clinicas
da tinea barbae podem ser inflamatérias ou nao, incluindo placas profundas com o
aspecto de kérion e lesdes superficiais tipicas que se assemelham a tinea corporis
(Saxena et al., 2017).

As infeccdes dermatofiticas predispdem o individuo a outras condigdes
patologicas que se desenvolvem a partir do comprometimento inicial da barreira da
pele. Assim, as dermatofitoses sdao uma fonte consideravel de casos de morbidade
principalmente relacionados a pacientes imunodeprimidos (Costa et al., 2015).
Dessa forma, relatos de dermatofitose severa estdo mais estritamente relacionados
a individuos HIV-positivos, pois sdo um grupo de risco mais susceptivel as mesmas.
Nesse caso, as manifestacoes da infeccao incluem formas diferentes e invasivas,
como, por exemplo, a dermatofitose profunda e granuloma de Majocchi, e a
dermatofitose extensa (Rouzaud et al., 2016). Com isso, o rapido diagndstico e
tratamento das dermatofitoses sao essenciais para prevenir o desenvolvimento de
manifestacbes mais graves, principalmente em pacientes incluidos nos grupos de
risco (Rosa et al., 2017).

T. rubrum é a espécie responsavel por cerca de 70% dos casos de
onicomicose, seguida por T. mentagrophytes, a qual encontra-se relacionada a 20%
dos casos (Del Rosso, 2014; Zhan & Liu, 2017; Shemer & Bbabev, 2018). Ja as
espécies M. canis e M. gypseum sao patdégenos menos frequentes, envolvendo 10%
dos casos de dermatofitoses em humanos (Fike, et al., 2018). Dentre os principais
agentes relacionados a tinea pedis, tinea corporis e tinea cruris, T. rubrum é a
espécie mais prevalente, totalizando cerca de 50% dos casos (Costa et al., 2015; EI-
Zawawy & Ali, 2016; Gobbato, et al, 2019). Por outro lado, M. canis é a principal
espécie em casos de tinea capitis, seguida por demais espécies do género
Trichophyton (Khosravi et al., 2016; Zhan & Liu, 2017). Em casos de tinea faciei os
principais patégenos envolvidos sao as espécies T. mentagrophytes, T. tonsurans e
T. rubrum (Chen et al., 2017). Além disso, relatos de tinea barbae tém sido
amplamente relacionados a T. mentagrophytes, o qual tem sido responsavel por
70% desses casos (Zhan & Liu, 2017).
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3.4.1. Terapia antifungica para infecgoes causadas por Microsporum
spp. e Trichophyton spp.

Assim como ocorre com as demais infecgdes fungicas, o diagndstico
rapido e preciso das espécies envolvidas em uma dermatofitose se faz necessario, a
fim de obter sucesso na terapéutica promovendo a cura total da infeccao. Métodos
tradicionais como a cultura do material da lesdo fungica apresentam baixa
sensibilidade, em torno de 75%, aliados ao longo tempo de crescimento fungico, que
pode variar entre 2 a 4 semanas, demonstra desvantagens frente a ferramentas de
diagnéstico moleculares, as quais oferecem um resultado preciso em um prazo de
até dois dias (Hayette & Sacheli, 2015).

O tratamento das dermatofitoses ira depender do local e da extensao das
lesdes manifestadas no paciente. No caso de onicomicose, a terapia depende da
gravidade da lesdo e do numero de unhas envolvidas. Terapias antifungicas
sistémicas apresentam algumas limitacées, como potencial toxicidade hepatica e
renal, além de interagcbes medicamentosas. Por outro lado, antifiUngicos tépicos
possuem uma eficacia limitada. Assim, apesar dos riscos inerentes decorrentes do
seu uso, a combinacdo de um tratamento topico e sistémico € geralmente a melhor
escolha (Piraccini & Alessandrini, 2015). O tratamento topico para onicomicose na
forma de solugbes e pomadas geralmente néo é eficaz devido a penetragao limitada
dessas formas farmacéuticas através do leito ungueal. Com isso, amorolfina e
ciclopirox olamina na forma de esmaltes sdao as terapias mais recomendadas para
essas infecgbes (Tabara et al., 2015). Porém, em casos em que a onicomicose
compromete toda a matriz ungueal, recomenda-se como primeira escolha o
tratamento sistémico com terbinafina (Shemer & Babaev, 2018).

Casos brandos de tinea pedis respondem satisfatoriamente ao
tratamento topico, com a administragéo de terbinafina na forma de creme, ciclopirox
olamina ou econazol. Porém, cerca de 30% dos casos da infecgdo n&o respondem a
esse tratamento. Por outro lado, quando a terbinafina é administrada por via oral, a
infeccdo apresenta uma taxa de cura em 80% dos casos, possivelmente devido a
acao fungicida desse farmaco (Shemer & Babaev, 2018).

Caso a infecgao por tinea corporis e tinea faciei seja localizada ou apenas
uma unica leséo esteja presente, o tratamento com um antifungico toépico, como o

clotrimazol ou miconazol, € geralmente suficiente para promover a cura da infeccao.
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Porém, quando ocorre o envolvimento de uma area superficial extensa ou quando
multiplas lesbes estao presentes, o tratamento sistémico com terbinafina é indicado
(Schaller et al., 2016; Saxena et al., 2017). De maneira semelhante, o tratamento
para tinea barbae e tinea cruris requer a administracdo de terapia oral através de
terbinafina ou itraconazol, apresentando uma taxa de cura em 80% dos casos para
esta ultima (Singh et al., 2017; Shemer & Babev, 2018).

Em casos de tinea capitis, a terapia topica disponivel ndo € capaz de
penetrar no interior dos foliculos pilosos dos cabelos ou dos pelos (Schaller et al.,
2016). Assim, o uso de antifungicos orais também se faz necessario, envolvendo o
uso de terbinafina, griseofulvina e itraconazol. Entretanto, devido a relatos severos
de toxicidade, a griseofulvina vem sendo amplamente substituida pela terbinafina em

diversos paises (Sigurgeirsson, 2016).

3.5. Aspectos gerais sobre o género Fusarium

O género Fusarium é composto por fungos filamentosos classificados
como hialohifomicetos (presenga de hifas hialinas) e pertencentes ao Filo
Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales e Familia Nectriaceae
(Aoki et al., 2014; Lombard et al., 2015). Esses organismos sao saprdfitos e ubiquos,
amplamente distribuidos na natureza e vivendo de forma livre em ambientes como o
solo, agua e plantas. Representantes do género Fusarium s&o cosmopolitas -
apresentam abrangéncia mundial — e podem ser encontrados em areas tropicais,
desertos, regides montanhosas, regides de clima temperado e até artico (Diongue et
al., 2017). Além disso, esse género é mundialmente conhecido por apresentar
importantes fitopatdgenos de diversas culturas de cereais e graos, os quais
produzem micotoxinas, danosas as plantas e a saude humana (Nucci et al., 2015;
Debourgogne et al., 2016).

Atualmente, com as vantagens oferecidas pela biologia molecular, é
possivel reconhecer mais de 200 espécies pertencentes ao género Fusarium
(Laurence et al., 2015). Essas espécies encontram-se classificadas em 22
complexos, os quais apresentam diferencas quanto as suas caracteristicas
morfoldgicas, interagdo com o hospedeiro e parametros moleculares (Al-Hatmi et al.,
2017).
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Quando cultivado em meios de cultura tradicionais, como o ABD,
Fusarium spp. apresenta crescimento rapido, sendo possivel verificar sob a analise
microscoépica a sua micromorfologia. Dessa forma, pode ser visualizada a presenca
de hifas hialinas septadas e ramificadas e a formagéo de conidios (estruturas de
reproducdo) (Van Diepeningen, 2014). Fusarium spp. possui microconidios
pequenos e ovais, contendo ou ndo a formagcao de septos. Por outro lado, seus
macroconidios sao numerosos, multiseptados e semelhantes a uma canoa,
considerados a caracteristica classica e principal do género (Leslie & Summerell,
2006). A visualizagdo macroscopica de espécies de Fusarium permite observar
colénias com aspecto cotonoso e esbranqui¢cado, as quais desenvolvem coloragcao
mais escura no centro e uma borda externa mais clara a medida que amadurecem.
Assim, a coloragdo do verso das colbnias pode variar de rosa a violeta, laranja a
marrom e de azul a verde. O reverso das coldnias pode apresentar ou ndo uma leve
pigmentacao (Lainhart, 2018). Na Figura 3 é possivel visualizar a estrutura micro e

macromorfologica de Fusarium solani.

Figura 3. Imagem representativa da estrutura micromorfoldgica das células de F.
solani — presenga de macronidios e hifas (a), seguida pela representacdo da
estrutura macromorfolégica de suas colénias, verso (b) e reverso (c) Fonte:
Mycology Online.

Embora o género Fusarium seja composto por centenas de espécies,
somente 12 estao relacionadas a maioria dos casos de fusariose em humanos. F.
solani apresenta-se como a espécie mais prevalente, relatada em cerca de 50% dos
casos dessas infecgbes, seguida por F. oxysporum (20% dos casos), F. verticillioides

e F. moniliforme, essas ultimas relacionadas a 10% dos casos (Dabas et al., 2016).
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Fusarium spp. representa um desafio para o controle das infecgdes
fungicas, pois seus conidios podem dispersar-se no ambiente a uma longa distancia
podendo infectar um novo hospedeiro suscetivel, incluindo humanos, animais e
plantas (Taj-Aldeen 2017). Além disso, populagbes de areas que desenvolvem
atividades rurais e trabalhadores do campo encontram-se mais propensos a entrar
em contato direto com os conidios de Fusarium spp., visto que, 0 mesmo é um dos
principais patdégenos de culturas de cereais e pode contaminar tais individuos

(Debourgogne et al., 2016).

3.6. Infecgoes causadas por espécies de Fusarium

Fusarium spp. é um preocupante patdégeno oportunista que representa a
segunda causa mais comum de infecgdo por fungos filamentosos em humanos,
seguida apenas por Aspergillus spp. (Salah et al., 2015; Taj-Aldeen, 2017).
Conhecidas como fusarioses, essas infeccbes vém apresentando um aumento
consideravel nos ultimos anos, tanto em individuos imunocomprometidos quanto em
imunocompetentes (Gupta et al., 2016; Al-Hatmi et al., 2017; Batista et al., 2017).

A manifestagao clinica da fusariose depende do estado imunolégico do
individuo e da porta de entrada do microrganismo, a qual ocorre principalmente
através da inalacdo dos seus conidios, seguida pelo rompimento das membranas da
pele e mucosas (Dabas et al., 2016). Assim, as fusarioses podem acometer regides
da pele, das unhas e dos olhos. Essas infecgcbes sao localizadas e ocorrem
principalmente em hospedeiros imunocompetentes (Van Diepeningen et al., 2014).
Por outro lado, espécies de Fusarium também podem ocasionar formas
disseminadas de infeccdo, as quais sdo mais prevalentes em pacientes
imunocomprometidos e, muitas vezes, estdo associadas a outros fatores
desencadeantes (Batista et al., 2017). A fusariose disseminada apresenta altas
taxas de mortalidade (50 a 70% dos casos) sendo principalmente relatada em
pacientes com leucemia e naqueles que recebem transplantes de células
hematopoiéticas, devido ao estado imunoldgico dos mesmos (Ersal et al., 2015;
Rosa et al., 2017). No Brasil, a prevaléncia de infecgbes invasivas por Fusarium spp.
representa 40 a 60% dos casos de suspeita de infecgdo fungica (Batista et al.,
2017).
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Dentre as principais espécies patogénicas em humanos, o complexo de
espécies F. solani (FSSC) apresenta uma maior caracteristica de viruléncia quando
comparado aos complexos F. oxysporum (FOSC) e F. fujikuroi (FFSC), os quais
incluem as espécies F. proliferatum e F. verticillioides, respectivamente (Guarro,
2013).

A ceratite fungica € uma inflamagao que acomete a cérnea e que esta
relacionada a mais frequente manifestagdo clinica causada por Fusarium spp. em
humanos, acometendo tanto individuos saudaveis quanto imunocomprometidos
(Hassan et al., 2015; Taj-Aldeen, 2017; Walther et al., 2017). As causas dessa
infeccado tém sido associadas a solucdo de limpeza de lentes de contato
contaminada, traumas cirurgicos, imunossupressdo e a sistemas de &agua de
ambientes hospitalares, os quais sao reservatérios de espécies infectantes de
Fusarium. Dependendo da situacdo de imunocomprometimento do paciente, a
ceratite pode progredir para manifestagdes mais severas como as endoftalmites, que
podem ocasionar em cegueira (Walther et al., 2017). Casos de ceratite por Fusarium
spp. sao mais comumente relatados em regides de clima tropical e subtropical,
destacando a sua alta prevaléncia em paises como o Brasil e a india (Oechsler et
al., 2013; Das et al., 2015). De acordo com Farias et al. (2017), Fusarium spp. foi
responsavel por mais de 60% dos casos de ceratite relatados no Brasil nos ultimos
anos.

Como descrito anteriormente, os dermatofitos sdo os principais patégenos
responsaveis pelos casos de onicomicoses em humanos. Porém, no decorrer das
ultimas décadas, casos dessa infecgdo relacionados a fungos n&o-dermatofiticos,
como Fusarium spp., ganhou destaque consideravel. Com isso, Fusarium é o género
fungico nao-dermatofitico mais comumente isolado em onicomicoses no Brasil
atualmente (Galletti et al., 2015; Rosa et al., 2017). Em individuos saudaveis,
estudos relatam que cerca de 10% dos casos de onicomicose sdo devidos a
espécies de Fusarium (Ray et al., 2016; Van Diepeningen & Hoog, 2016). A infeccao
geralmente envolve as unhas dos pés, especialmente aquelas acometidas por
alguma lesao traumatica e distréfica, ou unhas primeiramente infectadas por outros
patdégenos, como dermatofitos (Rosa et al., 2017). Em pacientes imunocompetentes,
a lesao caracteristica de onicomicose por Fusarium spp. apresenta aspecto branco e

agride a camada superficial da unha (Ray et al., 2016). No caso de pacientes
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imunodeprimidos, além dessas lesdes, a unha pode ser um mecanismo inicial para o
fungo migrar para outros tecidos e infectar outras regides do corpo, podendo
desenvolver uma infecgao disseminada (Veiga et al., 2018).

Fusarioses invasivas e disseminadas sdo uma grande problematica de
saude a nivel mundial, viso que, elas apresentam taxas de mortalidade alarmantes,
alcancando 75% desses casos (Stempel et al., 2015; Taj-Aldeen, 2017). Essas
infeccbes estdo relacionadas principalmente a individuos imunodeprimidos, como
HIV-positivos, pacientes oncoldgicos e transplantados (Dabas et al., 2016). A
fusariose invasiva apresenta-se tipicamente com sintomas de febre, infeccdo no
trato respiratorio e lesdes na pele e nos tecidos moles, como manchas e nédulos. Os
sintomas cutaneos dessa infeccdo também podem ser decorrentes de uma
manifestacdo disseminada (Garnica et al.,, 2014). Casos de sinusite fungica por
espécies de Fusarium que podem evoluir para pneumonia tém sido constantemente
relatados em individuos imunodeprimidos (Dabas et al., 2016; Sassi et al., 2017;
Nucci et al., 2018). Segundo Garnica et al. (2014) e Stempel et al. (2015), F. solani
tem sido a espécie mais prevalente em casos de infecgdes invasivas e
disseminadas.

Infecgdes na corrente sanguinea devido a espécies de Fusarium tém sido
relacionadas como consequéncia de uma fusariose disseminada ou como causa de
uma infecgéo hospitalar (Gyarmati et al., 2016). Em individuos imunocomprometidos,
as hemoculturas podem ser positivas para Fusarium spp. entre 50 a 70% dos casos
(Rosanova et al.,, 2016). Além de fatores como o imunocomprometimento do
paciente, a presenca de elevadas taxas de carga microbiana no ar, como conidios,
contaminagcdo de fluidos intravenosos, cateteres e agua, também sao fontes
potenciais para essa fungemia (Georgiadou et al., 2014).

Em casos de ceratite fungica por Fusarium spp., as espécies do complexo
F. solani sdo as mais prevalentes, seguidas por espécies do complexo F. oxysporum
(Al-Hatmi, et al.,, 2016). Em seu estudo, Rosa et al. (2017) demonstram que F.
keratoplasticum e F. oxysporum s&o0 as espécies predominantes em casos de
onicomicoses causadas por este género. Ja para Galletti et al. (2015), as principais
espécies identificadas foram F. oxysporum (37%) e F. solani (32%). Tais dados
demonstram a variabilidade das espécies dentro de uma mesma manifestacao

clinica. Embora a maioria das espécies pertencentes ao complexo F. solani possa
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ser isolada a partir de qualquer manifestacdo de fusariose, as espécies possuem
diferentes preferéncias pela regido do corpo a qual infectam. Dessa forma, F.
falciforme pode ser a espécie mais prevalente em infeccbes superficiais, como
ceratite e onicomicose, enquanto que F. keratoplasticum e F. petroliphilum estao
mais relacionados ao desenvolvimento de infecgbes invasivas (Muraosa et al.,
2017).

3.6.1. Terapia antifungica para infecgées causadas por Fusarium spp.

Espécies de Fusarium sao conhecidas por apresentarem um perfil de
suscetibilidade refratario em relacdo aos antifungicos disponiveis comercialmente.
Além disso, o complexo de espécies F. solani exibe uma menor suscetibilidade in
vitro quando comparado a suscetibilidade encontrada para espécies do complexo F.
fujikuroi (Al-Hatmi et al., 2018). Devido a esses fatores, as opcdes de tratamento
clinico para as fusarioses restringem-se, na maioria dos casos, a anfotericina B, a
nistatina e aos azdis voriconazol e posaconazol (Ersal et al., 2015). No Brasil, uso de
voriconazol é indicado com sucesso em casos de fusariose refrataria a anfotericina
B. Ja as equinocandinas néo sao indicadas para o tratamento de fusarioses, pois
s&o inativas frente a Fusarium spp. (Perlin, 2015).

Em casos de onicomicose devido a Fusarium spp., os antifungicos
sistémicos itraconazol e terbinafina sdo geralmente indicados (Al-Hatmi et al., 2018).
Como terapia topica, opta-se por utilizar formas farmacéuticas oclusivas, como
esmaltes, a fim de alcangar melhores concentragbes farmacolégicas na regido da
placa ungueal. Assim, o uso de ciclopirox olamina e amorolfina é indicado (Lurati et
al., 2012). Em alguns casos, combinacdes entre a terapia sistémica e topica também
sdo indicadas, como o uso de terbinafina e ciclopirox olamina ou amorolfina (Al-
Hatmi et al., 2018). O principal desafio para a eficacia terapéutica das onicomicoses
causadas por Fusarium spp. € que todas as células fungicas devem ser eliminadas
durante o tratamento, visto que, células fungicas latentes, conhecidas como
conidios, sao as principais causas para a falha clinica e recidiva dessa infecgéo
(Seidl et al.,, 2015). Em casos mais graves, para que ocorra o sucesso da cura
clinica, € realizado o desbridamento cirurgico da placa ungueal infectada (Van
Diepeningen et al., 2014).
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Atualmente, o tratamento de ceratite causada Fusarium spp. € empirico,
pois ndo existe um consenso a partir dos resultados obtidos através de testes de
suscetibilidade antifungica, assim, ndo ha uma orientagao na escolha da uma terapia
ideal (Qiu et al., 2015). Em muitos paises, a natamicina é o farmaco de escolha para
o tratamento de casos de ceratite relacionados a fungos filamentosos (Patil et al.,
2017). Embora os protocolos de tratamento para essa infeccao tenham sido
atualizagdes durante os ultimos anos, havendo uma redugdo no uso de anfotericina
B e um aumento do uso de natamicina e voriconazol, ainda existem lacunas, sendo
ainda necessario estabelecer um protocolo de tratamento para casos graves de
ceratite causada por Fusarium spp. (Rosa et al., 2018).

Casos de manifestagdes respiratorias devido a Fusarium spp., como a
sinusite fungica, foram controlados somente apds pungao cirdrgica da massa nasal e
administragdo de voriconazol sistémico por longos periodos de tempo. Estudos in
vitro demonstram que a terapia combinada entre terbinafina e azéis leva a efeitos
sinérgicos, indicando uma boa opg¢ao para o tratamento dessa manifestacao clinica
(Stempel et al., 2015). As diretrizes para o tratamento de infecgbes profundas e
disseminadas causadas por Fusarium spp. foram recentemente publicadas pelo
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) and
The European Confederation of Medical Mycology (ECMM) (Tortorano et al., 2014).
Apds a sua aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA), o voriconazol
tornou-se o tratamento de escolha para a fusariose disseminada devido a sua menor
toxicidade e maior eficacia clinica quando comparado a anfotericina B (Al-Hatmi et
al., 2018).

Por fim, os estudos atuais ainda mostram-se inconclusivos para
estabelecer a melhor terapia antifiUngica para o tratamento das fusarioses. Apesar
dessa dificuldade, o teste de suscetibilidade antifungica e a identificagdo fungica a
nivel de espécie ainda sao fundamentais para inferir um tratamento clinico adequado

e que possa promover a cura da infecgao (Batista et al., 2017).

3.7. Terapia antifungica e mecanismo de ag¢ao farmacologica
Os principais antifungicos atualmente disponiveis para o tratamento das
infeccbes fungicas atuam em diferentes alvos da célula microbiana, podendo ser

classificados através do seu mecanismo de acado farmacoldgico: desestabilizadores
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da membrana celular fungica — poliénos; inibidores da sintese de ergosterol — azéis,
alilaminas e amorolfinas; inibidores da sintese de parede celular — equinocandinas;
inibidores da sintese de acidos nucleicos — analogo de pirimidina; inibidores dos
processos de transporte intracelular — ciclopirox olamina; inibidores da sintese de

microtubulos — griseofulvina (Campoy & Adrio, 2017; Jampilek, 2016).

o Desestabilizadores da membrana celular fungica

Na década de 1950 houve o surgimento da primeira classe de
antifungicos no mercado, os poliénos. Fazem parte dessa classe a anfotericina B, a
nistatina e a natamicina (Perfect, 2017). Os poliénos tem origem natural, sendo
produzidos por cepas de Streptomyces noursei. Esses farmacos apresentam uma
estrutura de carater hidrofilico e lipofilico, sendo amplamente utilizados contra
infeccbes causadas por Candida spp. (Lyu et al., 2016). Antifungicos poliénicos
agem através de sua ligagdo ao ergosterol presente na membrana celular fungica.
Como resultado, ocorre a formagcdo de um complexo capaz de aumentar a
permeabilidade celular por meio de canais transmembranares, 0s quais provocam o
extravasamento do material intracelular e subsequente morte dos organismos
(Gonzales et al., 2017). A anfotericina B possui baixa biodisponibilidade oral e, por
isso, sua administracdo é somente através da via intravenosa. O uso deste
antifungico estd comprometido devido aos diversos casos de reagdes adversas,
principalmente relacionados a disfungao renal, hepatica e gastrointestinal (Butani et
al., 2014). A nistatina por sua vez é administrada somente através da via topica, na
forma de cremes, géis e pomadas, devido a sua alta toxicidade sistémica e baixa
biodisponibilidade (Muzyka & Epifanio, 2013). Assim como a nistatina, a natamicina
€ utilizada somente como tratamento topico, pois apresenta uma estrutura molecular
longa e baixa biodisponibilidade, considerada o unico antifungico tépico aprovado
pelo FDA para ser utilizado em casos de infecgdes fungicas oftalmicas (Qiu et al.,
2015). Além disso, a natamicina apresenta um espectro de agdo especialmente
frente a fungos filamentosos, sendo indicada pela clinica médica principalmente em

casos de ceratite causada por Fusarium spp. (Muller et al., 2013).

¢ Inibidores da sintese de ergosterol
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Uma das principais classes antifungicas utilizadas na terapia clinica frente
a infecgdes fungicas sao os azois (Benhamou et al., 2017). Esta classe encontra-se
dividida entre farmacos imidazdlicos e triazdlicos, devido a diferencas entre a
estrutura quimica de ambos. Farmacos como o cetoconazol, miconazol e clotrimazol
sado classificados como imidazdlicos, pois apresentam em sua estrutura um anel
azolico contendo cinco atomos, dos quais, trés sdo atomos de carbono e dois s&o
atomos de nitrogénio. Ja os farmacos denominados triazélicos possuem trés atomos
de nitrogénio neste anel. Dentro deste grupo estdo incluidos os farmacos fluconazol,
itraconazol, voriconazol e posaconazol (Sahu et al., 2013).

Na década de 1970 foram langados no mercado os primeiros antifungicos
azois através dos farmacos clotrimazol e miconazol. Esses farmacos surgiram como
uma alternativa ao uso topico do poliéno nistatina (Allen et al., 2015). A introducao
dos triazdis ocorreu mais tardiamente, tendo o seu inicio na década de 1990, através
dos farmacos fluconazol e itraconazol, classificados como triazéis de primeira
geracao (Maertens et al., 2004; Allen et al., 2015). Considerados triazois de segunda
geragao, o voriconazol e o posaconazol foram aprovados pelo FDA durante a ultima
década. Esses farmacos estdo disponiveis somente na forma intravenosa e
possuem espectros de acao semelhantes (Kim et al.,, 2014). Além disso, o
voriconazol e o posaconazol apresentam um maior espectro de acado e eficacia
frente a infecgbes mais graves (Campoy & Adrio, 2017). Mesmo apés trés décadas
de sua introdugdo no mercado farmacéutico, o fluconazol ainda é considerado o
farmaco de primeira escolha para o tratamento de candidiases superficiais e
mucosas. Tal fato é devido a sua excelente biodisponibilidade oral e aceitavel
seguranga ao paciente (Nett & Andes, 2016).

O mecanismo de agao dos farmacos azois ocorre através da inibicao da
enzima lanosterol 14-a-desmetilase - pertencente ao citocromo P450 -
interrompendo a rota de biossintese do ergosterol, principal constituinte da
membrana celular fungica. Assim, além de haver deplegéo nos niveis de ergosterol,
colesterol essencial para a célula fungica, também ocorre um acumulo de
metabdlitos tdxicos, o que contribui para a inibicdo do crescimento fungico
(Sagatova et al., 2016). Os azdis, em sua grande maioria, sdo considerados

fungistaticos frente a cepas de Candida spp. Porém, os triazbis de segunda geragéao
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atuam de maneira fungicida sobre essas leveduras, promovendo a morte celular e,
devido a isso, mais eficazes farmacologicamente (Carmona & Limper, 2017).

A terbinafina pertence a classe das alilaminas e foi introduzida no
mercado farmacéutico no final da década de 1990 (Van Duyn Graham & Elewsk,
2011). Seu mecanismo de agao ocorre pela inibicdo da enzima esqualeno
epoxidase, uma das enzimas envolvidas nas etapas iniciais da rota de biossintese
do ergosterol. Devido a interrupgao da biossintese de ergosterol, metabdlitos téxicos
acumulam-se no interior da célula fungica, o que acarreta em um efeito toxico
adicional sobre essas células, exercendo assim, um efeito fungicida (Ghannoum,
2016; Sigurgeirsson, 2016). A terbinafina pode ser utilizada através da via topica ou
oral, apresentando um amplo espectro de acéo frente a infecgdes dermatofiticas,
porém, exibe pouca eficacia frente a leveduras, incluindo a maioria das espécies de
Candida (Tauber & Muller-Goymann, 2014).

A amorolfina € um antifungico semissintético pertencente a classe das
morfolinas e atualmente comercializado na forma de esmalte (Campoy & Adrio,
2017). Semelhantemente aos azdis e a terbinafina, a agdo antifungica da amorolfina
ocorre na membrana celular do microrganismo, por meio da inibicdo de duas
enzimas essenciais presentes na rota biossintética do ergosterol. Com isso, a
deplecdo nos niveis de ergosterol acarreta na inibicdo do crescimento e possivel
morte celular, devido ao acumulo de esterdis toxicos no interior da célula fungica (Al-
Hatmi et al., 2018). A amorolfina & utilizada como tratamento tépico para as
onicomicoses e pode apresentar atividade fungistatica e fungicida in vitro (Sant et
al., 2016).

¢ Inibidores da sintese de parede celular

As equinocandinas sdao a mais recente classe antifungica langada
comercialmente. Em 2002, a caspofungina foi o primeiro farmaco representante da
classe aprovado pelo FDA nos EUA, seguido pela micafungina e anidulafungina
(Wiederhold, 2017). Esses farmacos possuem uma estrutura quimica de natureza
lipopeptidica e de alto peso molecular. Com isso, sao fracamente absorvidas por via
oral, com o0 seu uso restrito a apresentagdes intravenosas (Carmona & Limper,
2017). Diferentemente das demais classes antifungicas, as equinocandinas agem a

nivel de parede celular fungica através da inibicdo da enzima 1,3-B-D-glucana
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sintase, levando a interrupgédo da rota de biossintese de B-glicanos, principais
polissacarideos constituintes da parede celular leveduriforme. A deplegao nos niveis
de B-glicanos ocasiona um desequilibrio osmoético e ruptura celular, levando a morte
das células fungicas (Nett & Andes, 2016). Além disso, as equinocandinas possuem
uma vantagem dentre as demais classes antifungicas, pois desempenham um efeito

fungicida sobre a maioria das espécies de Candida (Revie et al., 2018).

¢ Inibidor da sintese de acidos nucleicos

A flucitosina pertence a classe dos analogos de pirimidinas e teve a sua
introducdo no mercado farmacéutico durante a década de 1970 (Hope et al., 2004).
O mecanismo de acao deste farmaco interfere na sintese de acidos nucleicos e na
sintese de proteinas da célula fungica (Carmona & Limper, 2017). Devido a maioria
dos fungos filamentosos ndo possuir a enzima timidilato sintase, um dos alvos de
acao da flucitosina, o seu espectro de atividade é restrito a leveduras patogénicas,
incluindo espécies de Candida (Campoy & Adrio, 2017). O uso flucitosina tem sido
limitado devido a rapida selecao de resisténcia fungica quando administrado como
monoterapia. Assim, a combinagao com outros antifUngicos, como a anfotericina B e

os azéis tem sido recomendada (Chandra & Ghannoum, 2017).

¢ Inibidores dos processos de transporte intracelular

O ciclopirox olamina é um derivado sintético de hidroxipiridona langado
comercialmente durante a década de 1990 na forma farmacéutica de esmalte (Shen
& Huang, 2016). Embora essa apresentagao farmacéutica seja a mais indicada,
atualmente existem diversas apresentacdes deste farmaco, como creme, suspensao
e solugcao (Tabara et al., 2015). Como um de seus mecanismos de agao antifungica,
o ciclopirox olamina age como quelante de cétions trivalentes, como Fe* e AP,
acarretando na inibigio de enzimas metais-dependentes, particularmente
citocromos, catalases e peroxidases. Tal fato leva a reducao do transporte de ions
através das membranas fungicas e, com isso, ocorre uma redugao da sintese de
proteinas e da absorcao de nutrientes vitais para a célula fungica, promovendo a sua
morte (Subissi et al., 2010). O ciclopirox olamina também é capaz de alterar a
permeabilidade de aminoacidos que compde a célula fungica, ocasionando a perda

de ions Na® e desestabilizagdo celular (Gupta et al., 2013). Este antifingico
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apresenta um amplo espectro de acado frente a dermatdfitos, Candida spp. e
Fusarium spp., sendo amplamente indicado para o tratamento de infeccdes
relacionadas a esses géneros, podendo exercendo uma acgao fungicida ou
fungistatica (Feldstein et al., 2015).

¢ Inibidores da biossintese de microtubulos

A griseofulvina € um metabdlito natural isolado em 1939 a partir do fungo
Penicillium griseofulvum (Petersen et al., 2016). O mecanismo de agédo desse agente
ocorre através de ligagdes com a tubulina, promovendo alteragdes na estrutura dos
microtubulos presentes na célula fungica. Os microtubulos sao polimeros
constituidos por a e B-tubulina, responsaveis por formar um esqueleto celular
altamente organizado em organismos eucariontes. Assim, a inibicdo desses
componentes acarreta na inibicido da mitose, uma vez que os microtubulos sao
essenciais para a formacdo do fuso mitdtico, interrompendo a divisdo celular
(Campoy & Adrio, 2017). A griseofulvina atua no nucleo da célula fungica de maneira
fungistatica, apresentando um amplo espectro de agao frente a dermatofitos e pouca
efetividade frente a leveduras e outros fungos filamentosos. Com isso, ela é utilizada
basicamente no tratamento de infec¢cdes dermatofiticas (Sigurgeirsson, 2016). A
Figura 4 ilustra o mecanismo de agado farmacolégico das principais classes de

antifungicos.
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Figura 4. Desenho esquematico representando o mecanismo de agao farmacolégico

das principais classes de antifungicos. Adaptado de Martinez & Falson (2014).

3.8. Principais problematicas relacionadas a terapia clinica para
infecgdes fungicas

Como podemos observar, as infec¢gdes fungicas apresentam um alto
impacto na saude humana e, ainda assim, ndo sdo devidamente apreciadas. Como
abordado neste estudo, o arsenal terapéutico disponivel para o tratamento dessas
infeccbes apresenta algumas limitagdes. Como exemplos dessas adversidades,
pode-se destacar a selecao de isolados resistente a esses farmacos e a presenca
de toxicidade ao paciente (Denning & Bromley, 2015; Pianalto & Alspaugh, 2016). A
deteccao de isolados fungicos resistentes € possivel através da realizagédo de testes
de suscetibilidade antifungica (in vitro), padronizados pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) e EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) e atualmente aceitos como métodos de
referéncia para tal avaliagao (Morace et al., 2014).

Atualmente, a selecao de isolados fungicos resistentes limita severamente
a terapéutica clinica, pois poucas opgdes de tratamento tornam-se eficazes frente a
esses patodgenos. Além disso, a utilizacdo de antifungicos relacionados a clinica
médica na agricultura resulta em reservatorios ambientais de microrganismos
resistentes a esses farmacos, contribuindo para a selegdo de resisténcia fungica
(Perlin et al., 2017). Casos de resisténcia sdo observados através do aumento da
concentracao inibitéria minima de determinado antifungico quando em contato com
um determinado isolado fungico. Essa problematica pode acarretar em falhas na
cura clinica e recidiva de infec¢des, podendo levar ao 6bito. A resisténcia fungica
pode ser classificada em intrinseca — quando a espécie fungica possui mecanismos
de resisténcia a determinado antifungico antes mesmo de ser exposta a ele; ou
adquirida — quando a resisténcia fungica ocorre devido a exposi¢ao gradativa a um
determinado antifungico (Revie et al., 2018).

A resisténcia adquirida tem sido um desafio para a clinica médica, pois

nao pode ser prevista somente a partir da identificacdo da espécie fungica, como
ocorre em casos de resisténcia intrinseca, tornando mais dificil a escolha de um

tratamento eficaz (Arendrup, 2014). Diversos mecanismos moleculares podem ser
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expressos no interior da célula fungica para que um isolado torne-se resistente a um
antifungico. Destes, os mecanismos adaptativos de resisténcia fungica podem
incluir: diminuicdo na absor¢cdo do farmaco; alteragbes estruturais promovendo
instabilidades na ligacao sitio-alvo, superexpressao de transportadores de multiplos
farmacos e ativagdo de respostas de estresse, gerando espécies reativas de
oxigénio (Sanglard, 2016; Scorzoni et al., 2017). Aliados a esses mecanismos,
outros fatores como a formagédo de biofilmes fungicos que ocasionam em uma
menor suscetibilidade frente aos antifungicos e alteragdes na permeabilidade celular
também estao relacionados a resisténcia intrinseca (Ghammnoum, 2016).

Isolados de Candida spp. apresentam altos indices de resisténcia ao
fluconazol e demais azodis. Casos de resisténcia em espécies de CNA tém se
mostrado crescentes em diferentes instituicdes e regides geograficas (Yapar, 2014;
Wiederhold, 2017). Embora menos comum, quando comparada aos azdis, a selegao
de isolados de Candida resistentes as equinocandinas tem sido relatada, geralmente
devido a exposicdo prolongada a essa classe (Jensen et al., 2015; Perlin et al.,
2015; Wiederhold, 2016). Por outro lado, casos de resisténcia em Candida spp.
frente ao poliéno anfotericina B sdo mais raros (Nett & Andes, 2016).

Dentre os principais relatos de resisténcia fungica em isolados
dermatofiticos, os principais sdo decorrentes do uso de azdis, tanto através da via
tépica quanto sistémica, e de alilaminas. Os antifungicos azodlicos potencializam a
selecdo de resisténcia em dermatofitos. Tal fato possivelmente € devido a acao
fungistatica desses farmacos frente a esses organismos, inibindo apenas o seu
crescimento e possibilitando a ocorréncia de mutagcbes em enzimas relacionadas a
biossintese do ergosterol (Ghannoum, 2016). Dessa forma, o numero de isolados
dermatofiticos resistentes ao fluconazol é alto, problematica que também esta
associada a facil aquisicdo e ao uso indiscriminado desse antifungico pela
populacao (Khatri et al., 2017). No caso das alilaminas, como a terbinafina, o longo
tempo de exposigédo a esse antifungico é uma das razdes para a selegao de isolados
dermatofiticos resistentes a mesma (Yamada et al., 2017; Kano et al., 2018).

Espécies de Fusarium estao entre os patdgenos fungicos que apresentam
um grande numero de casos de resisténcia, visto que, as fusarioses geralmente s&o
refratarias ao tratamento antifungico disponivel, principalmente em casos de

infeccao relacionada a pacientes imunodeprimidos (Stempel et al., 2015; Taj-Adeen,
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2017). A resisténcia em espécies de Fusarium apresenta alta variabilidade entre as
espécies, sendo que F. solani e F. verticillioides apresentam resisténcia majoritaria
frente aos azois e aos poliénos e, por outro lado, F. oxysporum apresenta maior
suscetibilidade ao azodis (Dabas et al., 2016; Taj-Adden et al., 2016).

Nos ultimos anos, novos perfis de resisténcia fungica tém sido relatados,
como a selecéo de resisténcia simultdnea a no minimo duas classes diferentes de
antifungicos, um fenémeno conhecido como multirresisténcia ou resisténcia a
multiplos farmacos (Sanglard, 2016; Campoy & Adrio, 2017). A multirresisténcia tem
sido obervada em diversos géneros fungicos, incluindo Candida, Aspergillus,
Microsporum, Trichophyton, Fusarium (Martins et al., 2016; Arendrup & Patterson,
2017; Tupaki-Sreepurna et al., 2017). O tratamento de infecgdes que possuem
perfis de isolados multirresistentes é extremamente dificil e limitado. Diretrizes de
protocolos especializados baseiam-se em relatos de evidéncias clinicas para
orientar suas recomendacdes, porém, poucos dados estao disponiveis para que um
tratamento eficaz possa ser inferido ao paciente (Pappas et al., 2016).

A selecdo de isolados resistentes as classes antifungicas mais
comumente utilizadas tem contribuido para o aumento execerbado da incidéncia de
infeccbes fungicas nas ultimas décadas, tornando-as uma ameacga crescente a
saude publica. Essa problematica tem sido agravada principalmente devido ao
aumento do numero de pacientes imunodeprimidos, os quais estdo mais propensos
ao desenvolvimento dessas infegdes (Vallabhaneni et al.,, 2016; Fuentefria et al.,
2018). Além disso, outros fatores estdo envolvidos com a expanséo da resisténcia
em fungos patogénicos, podendo citar o uso profilatico de antifungicos em processos
pré-cirirgicos ou apos a realizagdo de um transplante de érgaos, além da terapia
empirica inadequada praticada pela populagdo (Ghannoum et al., 2016; Perlin et al.,
2017). Com base nessas informagdes, podemos notar que o cenario atual
relacionado as infecgbes fungicas € preocupante, uma vez que estudos de fase pré-
clinica e fase clinica envolvendo a aprovagdo de novos antifungicos, que possam
sobrepor os casos resisténcia fungica a terapia atual sdo escassos (McCarthy et al.,
2017).

Outra condi¢ao agravante associada ao uso de antifungicos é a presenca
de altas taxas de toxicidade ao paciente, tanto a nivel topico quanto a nivel sistémico
(Liu & Warshaw, 2014; Tverdek et al., 2016; Shibata et al., 2017). Dentre os
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antifungicos que apresentam relatos de toxicidade em humanos, a anfotericina B é
responsavel por casos graves relacionados a toxicidade renal e hepatotoxicidade,
tendo o seu uso amplamente restrito. Com isso, nanoformulagées contendo
anfotericina B foram desenvolvidas a fim de reduzir a incidéncia de toxicidade ao
paciente (Nett & Andes, 2016). Os azdis podem causar diversos tipos de toxicidade
tanto em humanos quanto em animais de laboratério, podendo citar, por exemplo,
danos hepaticos, renais, gastrointestinais, cardiacos, teratogénicos, alergias e
irritacdo na pele (Giavini & Menegola, 2010; Glynn et al.,, 2015). O uso de
griseofulvina esta relacionado a diversos efeitos colaterais, como a ocorréncia de
danos hepaticos, colestase, confusdo mental e tonturas (Liu et al.,, 2015). As
equinocandinas apresentam relatos de toxicidade menos frequentes quando
comparadas as demais classes antifungicas, mas sao capazes de causar
perturbagdes gastrointestinais, cefaleia e aumento dos marcadores de lesbes nas
células hepaticas do paciente (Tverdek et al., 2016). Além disso, o ciclopirox olamina
tem demonstrado relatos de ardéncia, irritacdo e eritema local, desordem ungueal,
erupgao cutanea, alopecia e dermatite de contato (Wier et al., 2011).

Com base no contexto apesentado € evidente a necessidade de novas
abordagens capazes de sobrepor a resisténcia fungica e os inuUmeros relatos de
toxicidade ao paciente decorrentes do uso dos antifungicos tradicionais, a fim de
proporcionar um tratamento seguro ao paciente. A reversao da resisténcia é a chave
para reduzir a incidéncia de infecgbes fungicas, e, com isso, as taxas de mortalidade

devido a essas infeccoes.

3.9. Estratégias para sobrepor o atual panorama relacionado a
terapia antifungica

Para que haja o controle da disseminagcdao de fungos resistentes e
reducao da incidéncia de infec¢des fungicas, novos investimentos abrangendo um
contexto geral devem ser tomados. Assim, algumas estratégias como: o
desenvolvimento de novos métodos diagnédsticos, novas opgdes de terapia clinica,
esforcos de organizagbes de saude publica, vigilancia social e intervengao de
autoridades governamentais, podem ser adotadas (McCarthy, 2017; Zhan & Liu,
2017).
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Especialistas concordam que patdgenos fungicos sdo uma séria ameaca
a saude humana. Porém, a falta de financiamento para monitorar a incidéncia de
infeccOoes e a resisténcia fungica muitas vezes depende de o6rgaos sem fins
lucrativos, como o Fundo de Acgado Global para Infeccbes Fungicas (GAFFI), visto
que os recursos destinados ao monitoramento dessas infecgdes sao limitados
(Tudela & Denning, 2017). Além disso, as infecgdes fungicas sdo negligenciadas
tanto pela sociedade quanto pelos 6rgdos governamentais. Isso se torna evidente ao
compararmos 0s avangos realizados para o desenvolvimento de novos agentes
antibacterianos com os estudos relacionados a descoberta de novos antifungicos
eficazes e seguros ao paciente, os quais encontram-se em desvantagem (McCarthy,
2017; Wiederhold et al., 2017). Com o intuito de reverter essa problematica, diversos
grupos de pesquisa tém utilizado bibliotecas de compostos sintéticos a fim de
rastrear a possivel atividade antifungica dos mesmos (LaFleur et al., 2011; Rabjohns
et al.,, 2014; Fuentefria et al., 2018; Teng et al., 2018). Além de incluir compostos
com alvos moleculares de acdo nas mesmas estruturas bioldgicas e vias
metabdlicas que os antifungicos atuais, mas que apresentem caracteristicas
farmacoldgicas superiores, a triagem destas novas entidades quimicas possibilita o
desenvolvimento de compostos que atuem em alvos diferentes daqueles ja
existentes, possibilitando a descoberta de novos mecanismos de acgao antifungica
(Pianalto & Alspaugh, 2016; Nicola et al., 2019).

Além de eficacia, para que uma nova entidade quimica torne-se um
possivel novo antifungico, essa deve apresentar idealmente algumas caracteristicas,
tais como: a) espectro de agao estendido contra fungos patogénicos e resistentes; b)
acao farmacoldgica seletiva ao patdégeno; c) auséncia ou baixa toxicidade as células
do hospedeiro; d) poucas ou nenhuma interagdo farmacologica com outros
farmacos; e) melhora da farmacocinética e farmacodinamica, visto que a frequéncia
da administracdo do farmaco pode causar impacto na profilaxia; f) apresentar
preferencialmente acao fungicida, para que a duragédo do tratamento seja reduzida,
ao contrario da terapia atual, a qual dispende de um longo periodo de duragéo
(Perfect, 2016; Campoy & Adrio 2017;Fuentefria et al., 2018).

O descobrimento de um novo candidato a antifungico que apresente
todas as qualidades citadas acima & extremamente dificil e dispendioso, visto que,

poucos compostos sdao aprovados para a fase de ensaios clinicos, pois violam
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alguma das caracteristicas necessarias para prosseguir com o seu estudo. Além
disso, as pesquisas realizadas nessa area necessitam de fontes financiadoras que
desejam investir em longo prazo, pois o desenvolvimento de um novo medicamento,
desde a sua triagem inicial até a sua aprovacido e uso clinico, pode demorar uma
década. Porém, se o mecanismo de agdo de uma nova entidade quimica que possui
potencial antifungico for elucidado rapidamente, isso pode reduzir o tempo de
aprovagao deste candidato (Sheng & Zhang, 2011; Scorzoni et al., 2017).

Assim como os seres humanos, fungos sao organismos eucariotos. Tal
caracteristica dificulta o desenvolvimento de antifungicos seguros ao hospedeiro,
visto que existem poucas diferengas entre a maquinaria celular fungica e humana
(Nicola et al., 2019). Dessa forma, um dos principais obstaculos na descoberta de
novos antifungicos € a identificacdo de alvos de acdo que estejam presentes
especificamente na célula fungica para que nao resulte em efeitos téxicos ao
paciente (Perfect, 2017; Revie et al., 2018).

3.10. Escolha de novas entidades quimicas com potencial
antifungico

A escolha por uma classe de compostos quimicos para dar inicio a
ensaios de triagem de acao antifungica pode ser realizada com base em relatos na
literatura para a atividade biolégica da classe. Nesse caso, grande parte das
pesquisas envolvendo o desenvolvimento de um possivel farmaco utiliza como
triagem bibliotecas de compostos que possam apresentar uma estrutura molecular
Unica, conhecida como estrutura privilegiada - privileged scaffold, a qual possa
fornecer compostos com atividades farmacolégicas especificas (Sheng & Zhang,
2011; Musiol, 2017). Estruturas privilegiadas geralmente sao constituidas por
derivados heterociclicos que servem de modelo para o design de novas entidades
desenvolvidas através da quimica medicinal, com o intuito de descobrir estruturas
moleculares eficazes biologicamente (Welsch et al., 2010; Schneider & Schneider,
2017).

Como descrito, o descobrimento de novas entidades quimicas bioativas
necessita de um longo periodo de tempo e investimento financeiro. Nesse sentido, a
otimizacao desses fatores através da correlacdo de propriedades fisico-quimicas e a

probabilidade de absor¢do por via oral de novos compostos surge como uma
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atraente possibilidade. Dessa forma, podem-se aplicar os indices de semelhancga de
farmacos, como descrito pela Regra dos 5 de Lipinski (Lipinski, 2004). Segundo
Lipinski, para que um composto seja definido como um bom candidato a farmaco,
ele deve apresentar: a) valores de LogP < 5; b) massa molecular < 500 g/moL; c)
aceptores de ligagdo de hidrogénio menores ou iguais a 10; d) doadores de ligagéo
de hidrogénio menores ou iguais a 5.

Dentre as principais caracteristicas fisico-quimicas relacionadas a um
composto, a sua lipofilicidade atua como um dos fatores cruciais para estimar
provavel atividade biolégica. Assim, para que um composto seja ativo
biologicamente, tal acao podera depender da lipofilicidade do mesmo (Vastag et al.,
2018). A lipofilicidade é definida através do coeficiente de particdo do composto,
LogP - logaritmo da razdo das concentragdes de soluto no sistema 1-octanol-agua.
Quanto maior o valor de LogP, maior o carater lipofilico de um composto (Lavorato
et al., 2017). A estrutura quimica da maioria dos farmacos existentes difere da
estrutura dos componentes naturais de uma célula. Com isso, esses farmacos sao
incapazes de ser transportados através da membrana celular por processos ativos,
sendo transportados por meio de processos passivos, 0s quais dependerdo de sua
lipossolubilidade (Liu et al., 2011).

A partir do contexto apresentado, € notéria a importancia do
conhecimento prévio a respeito de determinada classe de compostos para inicializar
os estudos relacionados ao rastreamento da acdo microbioldégica dos mesmos.
Conhecer as caracteristicas fisico-quimicas de um composto e aplica-las através de
principios ja estabelecidos na literatura é fundamental para alcangar o sucesso na
prospecc¢ao de uma nova entidade quimica com potencial antifungico. Dessa forma,
o presente estudo buscou avaliar o potencial antifungico e aprimorar o conhecimento
biolégico sobre novas entidades quimicas pertencentes as classes das
cloroacetamidas e quinolinas para a prospeccdo de um possivel candidato a

antifungico.

3.10.1. Derivados de cloroacetamidas
Dentre os numerosos derivados de amidas estruturalmente diferentes, as
acetamidas apresentam o mais diverso potencial farmacoldégico, pois as suas

caracteristicas possibilitam a aplicacdo desta classe em diferentes areas



39

farmacoldgicas (Vastag et al., 2018). Estudos recentes demonstram que derivados
de acetamidas possuem agao antifungica (Bardiot et al., 2015), antibacteriana (Addla
et al., 2014), inseticida (Wan et al., 2011) e anticonvulsivante (Ali et al., 2015). Esses
estudos sédo de grande importancia, uma vez que, as acetamidas possuem as mais
variadas agdes bioldgicas, despertando o interesse cientifico nesta classe.

As cloroacetamidas e seus derivados estdo entre os herbicidas mais
utilizados no mundo (Boger 2003; Katke et al., 2011; Karier et al., 2017). Esses
herbicidas tém como fungdo combater o crescimento de gramineas e outras plantas
invasoras principalmente nas culturas de milho, soja e algodao (Souissi et al., 2013).
As cloroacetamidas também s&o utilizadas como intermediarios para a sintese de
novas substancias bioativas (Siddiqui et al., 2010; Amrutkar et al., 2012; Jain et al.,
2013). Além disso, estudos demonstram que esses compostos e seus derivados
apresentam acao biolégica comprovada, como, por exemplo, agao antileishmania
(Lavorato et al., 2017), agao antibacteriana (Marco-Contelles & Gomez-Sanchez,
2005; Katke et al., 2011; Aschale, 2012) e acao antifungica (Katke et al., 2011;
Aschale, 2012).
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Figura 5. Estrutura quimica da cloroacetamida (Machado, 2019)

A acéo herbicida das cloroacetamidas ocorre na membrana plasmatica
dos vegetais através da inibicdo de enzimas responsaveis pela biossintese de
acidos graxos de cadeia muito longa. Essa inibicdo representa a primeira
consequéncia fisioléogica da acédo desses agentes, seguida de uma cascata de
efeitos secundarios que levam a morte das plantas (Eckermann et al., 2003). Por
outro lado, ndo existem relatos sobre o provavel mecanismo de agao antifungica de
derivados de cloroacetamidas. Os dados reportados por Katke et al. (2011) e
Aschale (2012), trazem informacdes apenas sobre o perfil de suscetibilidade de uma

cepa de Candida spp. A. niger e F. oxysporum frente a derivados de
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cloroacetamidas, além de utilizarem metodologias simplificadas para tal avaliagao,
como o método de disco difusdo em &agar. Além disso, ndo existem estudos
avaliando a possivel acado antifungica de derivados de cloroacetamidas frente a
cepas dermatofiticas.

A escassez relacionada a falta de estudos aprofundados envolvendo o
potencial e o mecanismo de agado antifungica de derivados de cloroacetamidas
demonstra a necessidade de promover pesquisas direcionadas a esses compostos,
a fim de elucidar seu provavel modo de agao e ampliar os conhecimentos bioldgicos

sobre os mesmos.

3.10.2. Derivados quinolinicos

As quinolinas sdo uma classe de compostos amplamente presentes na
natureza atuando como subunidades estruturais de produtos naturais complexos e
produtos sintéticos (Chung et al., 2015). Compostos que possuem uma estrutura
quinolinica representam grupos farmacoféricos que desempenham um papel
fundamental na quimica medicinal para o desenvolvimento de novos farmacos (El-
Gamal et al., 2015; Chu et al., 2019). Os derivados quinolinicos sdo compostos
heterociclicos nitrogenados e que contém dois anéis aromaticos, sendo um destes,
um anel de benzeno fundido com uma piridina em dois atomos de carbono
adjacentes (Keri & Patil, 2014).
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Figura 6. Estrutura quimica do nucleo quinolinico (Machado, 2019)

A versatilidade sintética apresentada pelo nucleo estrutural quinolinico
facilta o desenvolvimento de varios derivados estruturalmente diferentes,
proporcionando um amplo espectro de agéo bioldgica (Solomon & Lee, 2011; Keri &
Patil, 2014; EI-Gamal et al., 2015; Musiol, 2017).
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Atualmente, existem farmacos comercialmente disponiveis que possuem
em sua estrutura o nucleo central quinolinico, como, por exemplo, a nitroxolina —
apresenta acdo antibacteriana; a cloroquina — possui ag¢do antimalarica; e a
bedaquilina, a qual apresenta agao frente a cepas multirresistente em casos de
tuberculose (Pinheiro et al., 2010; Chung et al., 2015; Parhizgar & Tahghighi, 2017).
A maioria dos farmacos conhecidos que apresenta estrutura quinolinica possui uma
cadeia lateral ligada a posigdo C-4 ou C-8 do nucleo quinolinico. Porém, a alteragcéo
de uma cadeia lateral funcionalizada ao redor desse nucleo central para outras
posi¢des, pode originar novas oportunidades de descobertas de compostos bioativos
(EI-Shehry et al., 2018).

Uma variedade estudos tem sido conduzida relatando diversas
propriedades farmacologicas de derivados quinolinicos, podendo citar, agao
anticancerigena (Afzal et al, 2015), antimalarica (Singh et al., 2011), anti-inflamatéria
(Wen et al., 2015), antituberculostatica (Casal & Asis, 2017), antitoxoplasma (Kadri
et al.,, 2014), antibacteriana (Desai et al., 2014; Teng et al., 2018) e antifungica
(Kumar et al., 2011; Liberato et al., 2017; EI-Shehry et al, 2018). Nesses estudos,
derivados quinolinicos demonstraram agéo antifungica frente a cepas de Aspergillus
spp., Candida spp., Cryptococcus spp e Penicillium spp. Porém, estudos avaliando o
perfil de suscetibilidade de derivados quinolinicos frente a cepas dermatofiticas sao
raros.

Além do elevado espectro de acdo bioldgica, diversos estudos tém
relatado que derivados quinolinicos apresentam baixo ou ausente potencial em
provocar toxicidade. Segundo Yang et al. (2010), Kouznetsov et al. (2012) e Supong
et al. (2016), esses compostos apresentam baixa citotoxicidade sobre células
epiteliais de linhagem renal de macacos — conhecidas como células Vero. Além
disso, de acordo com Suzuki et al. (2007) e Uno et al. (2015), derivados contendo
nucleo quinolinico ndo foram capazes de induzir potencial genotoxico sobre as
células da medula 6éssea, do trato gastrointestinal e do epitélio pulmonar de
roedores. A partir desses resultados € evidente que os derivados quinolinicos
indicam um bom perfil de seguranga para dar prosseguimento o desenvolvimento de
novos compostos com potencial antifungico.

A presenca do nucleo quinolinico na estrutura de um composto ou

farmaco pode resultar em diferentes mecanismos de agao farmacolégica. A acao da
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cloroquina resulta em danos as membranas dos protozoarios do género Plasmodium
- parasita causador da Malaria - devido a mecanismos de peroxidacado lipidica
(Thomé et al.,, 2013). Por sua vez, a bedaquilina inibe uma enzima chave
responsavel pelo processo de fosforilagdo oxidativa e produgdo de ATP,
promovendo deplegédo dos niveis de energia e morte celular bacteriana (Cholo et al.,
2017). Segundo Coimbra et al. (2016), derivados quinolinicos com agao anti-
leishmania produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) que causam estresse
oxidativo mitocondrial e morte parasitaria. Embora o mecanismo de agdo desses
farmacos e compostos contendo o nucleo quinolinico esteja basicamente elucidado
frente a esses microrganismos, o mesmo nao é observado frente a fungos, uma vez
que, estudos de mecanismos de agao antifungica envolvendo derivados quinolinicos
sdo escassos. Além disso, 0 mecanismo exato pelo qual os derivados quinolinicos
exercem a sua atividade bioldgica, ainda nao esta elucidado (Chung et al., 2015).
Dessa forma, mais estudos sao necessarios para investigar o possivel modo de
acao antifungica destes derivados.

A efetividade biolégica e baixa toxicidade comprovada aliada a
capacidade de vir a se tornar um novo farmaco, aumenta o interesse cientifico em
pesquisas relacionadas a compostos quinolinicos, sustentando o status do anel
quinolinico como uma estrutura privilegiada para design de novas entidades

quimicas com potencial antifungico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Locais de realizagao da pesquisa

Os ensaios experimentais descritos neste estudo foram com realizados na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA) e no Instituto Federal Catarinense (IFC-Campus Concérdia). A
execugdo dos experimentos microbiolégicos e relacionados a tecnologia
farmacéutica foi conduzida no Laboratério de Micologia Aplicada e no Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica e Cosmeética Aplicada, respectivamente, ambos
pertencentes a Faculdade de Farmacia da UFRGS. A avaliacdo de parametros

toxicoldgicos foi realizada em parceria com laboratérios da UNIPAMPA e IFC.
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4.2. Selegao dos microrganismos de interesse

Para esse estudo foram selecionados 51 microrganismos: C. albicans
(ATCC 18804, CA 01, CA 05 e CA17), C. glabrata (CG 09, CG RL24m, CG RL34 e
CG RL49), C. krusei (CK 02, CK RL52, CK 03 e CK Den43), C. parapsilosis (CP
RL13m, CP RL38 e CP RL52) e C. tropicalis (ATCC 750, CT 72A, CT 94P, CT 07 e
CT 72P); M. canis (MCA 01, MCA 29, MCA 33 e MCA 40), M. gypseum (MGY 42,
MGY 50 e MGY 58); F. falciforme (F 9, F 20 e HCF 19), F. keratoplasticum (F 21,
HCF 17 e HCF 26), F. oxysporum (F 24, F 35, HCF 22 e HCF 46), F. proliferatum
(F2) e F. solani (ATCC 36031, F 28, F 33, F 34 e HCF 41); T. mentagrophytes (TME
16, TME 32, TME 40 e TME 60) e T. rubrum (ATCC 18288, TRU 45, TRU 47 e TRU
51). As cepas CA 01, CG RL24m, CP RL13m, CT 72A, MGY 58, TME 16 e TRU 45
sado resistentes a pelo menos uma classe de antifungicos. Todas as cepas de
Fusarium spp. s&o consideradas multirresistentes, pois apresentam resisténcia a
mais de uma classe de antifungicos. As cepas de Candida spp. e dermatdfitos foram
analisadas fenotipicamente através do Sistema Vitek Yeast Biochemical Card
(BioMerieux Vitek - Hazelwood, Missouri, EUA) ou foram confirmados por meio de
sequenciamento das regides ITS e D1/D2 do gene 26S ribossomal. As cepas de
Fusarium spp. foram inicialmente identificadas por meio de analise de sequéncias de
DNA e comparadas através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) em banco de dados Multilocus sequence typing (MLST). Todas as cepas
sao provenientes da micoteca do Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada (GPMA)

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.3. Obtencao dos compostos derivados de cloroacetamidas e
quinolinas

Neste estudo foram avaliados 11 compostos derivados de
cloroacetamidas: (1) N-fenil-2-cloroacetamida (PM: 169,61 g/mol); (2) N-(4-
bromofenil)-2-cloroacetamida (PM: 248,5 g/mol); (3) N-(4-nitrofenil)-2-cloroacetamida
(PM: 214,61 g/mol); (4) 4-(2-cloroacetilamino) benzoato de etilo (PM: 241,67 g/mol);
(5) N-(4-clorofenil)-2-cloroacetamida (PM: 204,05 g/mol); (6) N-(4-metilfenil)-2-
cloroacetamida (PM: 183,6 g/mol); (7) N-(4-metoxifenil)-2-cloroacetamida (PM:
199,63 g/mol); (8) 3-(2-cloroacetilamino) benzoato de etilo (PM: 241,67 g/mol); (9) N-
(4-acetilfenil)-2-cloroacetamida (PM: 211,64 g/mol); (10) N-(4-aminossulfonilfenil)-2-
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cloroacetamida (PM: 248,69 g/mol); (11) acido 4-(2-cloroacetilamino) benzoico (PM:
213,62 g/mol). Os compostos foram sintetizados de acordo com Lavorato et al.
(2017), com rendimentos variando entre 54 a 96%. Os compostos foram totalmente
caracterizados pelos seus pontos de fusdo e através de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, 'R e 'C. Todos os compostos
demonstraram pontos de fusdo consistentes com relatérios anteriores (Harte e
Gunnlaugsson, 2006; Singh et al., 2011).

Para os derivados quinolinicos, seis compostos foram avaliados neste
estudo: (1) 4-metil-6-bromo-quinolina (PM: 222,08 g/mol), (2) 2-metil-quinolina (PM:
143,19 g/mol), (3) 2-metil-4-etilquinolina (PM: 171,24 g/mol), (4) 2-metil-4-(2-
feniletil)quinolina (PM: 247,33 g/mol), (5) 2-metil-4-fenil-quinolina (PM: 219,28 g/mol)
e (6) 2,4-difenilquinolina (PM: 281,35 g/mol). Os compostos foram sintetizados a
partir da metodologia desenvolvida por Diedrich (2018), com rendimentos variando
entre 14 a 77%. Todos os compostos foram identificados através de espectroscopia
de RMN de 'H e °C.

4.4. Preparagao dos compostos e antifungicos

Neste estudo, solugdes-estoque de fluconazol (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA), cetoconazol (KCT - Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), anidulafungina
(AND - Pfizer, Nova York, Nova York, EUA), anfotericina B (AMB - Cristalia, Sao
Paulo, Brasil) e ciplopirox olamina (CPX- Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)
foram preparadas de acordo com o padronizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008). Essas solugdes foram posteriormente diluidas em
meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, Nova York, EUA) com tampao MOPS (pH
7,0) no momento da realizagdo de cada experimento, obtendo-se a concentracao
requerida. As solugdes contendo os compostos derivados de cloroacetamidas e
derivados quinolinicos foram preparadas no momento da realizagdo de cada
metodologia, a fim de preservar as caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos.
Assim, os compostos foram primeiramente dissolvidos em solvente DMSO a 2%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e o restante do volume foi completado com
meio RPMI 1640 em tampao MOPS pH 7,0 para obter as concentragdes necessarias

para cada ensaio.
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4.5. Preparagao de particulas anfissomas

4.5.1. Materiais utilizados

Para a preparacdao dos anfissomas avaliados neste estudo foram
utilizados: Eudragit® RS 100 (EUD RS 100) (Evonik®, Alemanha), monooleina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), acetona (Exodo Cientifica®, Brasil),
polissorbato 80 (Alpha Quimica, Brasil) e metanol (Synth® Brasil).

4.5.2. Preparagao de particulas anfissomas

Um sistema nanoestruturado denominado anfissoma foi desenvolvido
para avaliacdo da suscetibilidade do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida
frente a dermatdfitos quando incorporado a este sistema. A metodologia foi realizada
através do método de microdiluigdo em caldo, seguindo o proposto pelo documento
M38-A2 (CLSI, 2008). Os anfissomas foram preparados de acordo com Guerreiro et
al. — dados depositados na patente BR 10 2018 0676903 no ano de 2018. Para
obtengao do sistema uma fase organica (FO) constituida por Eudragit® RS 100 (100
mg), monoleina (250 mg) e acetona (27 mL), juntamente com uma fase aquosa (FA),
constituida por polissorbato 80 (77 mg) e agua ultrapurificada (53 mL), foram
previamente preparadas. Os componentes da FO foram dissolvidos sob agitagao
magnética em banho de agua a temperatura de 40°C. Apds a solubilizagdo dos
componentes, o composto (10 mg) foi adicionado e mantido sob as mesmas
condigbes até sua completa solubilizagdo. Logo, esta FO foi vertida sobre a FA. Em
paralelo, um anfissoma branco sem a presenga do composto foi preparado seguindo
as mesmas condicbes descritas. Apds 10 min, as nanoformulagdes foram
evaporadas sob pressao reduzida em evaporador rotativo R-100 (Blchi, Suiga) a fim
de remover o solvente residual, obtendo-se um volume final de 10 mL. Quando

necessario, o volume foi ajustado com agua ultrapurificada em baldo volumétrico.

4.5.3. Analise macroscopica
Os anfissomas desenvolvidos foram avaliados macroscopicamente através

da coloragdo, homogeneidade e auséncia de material particulado.
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4.5.4. Determinagao do pH
O pH dos anfissomas foi determinado utilizando o medidor de pH Digimed
DM-22 através da técnica de potenciometria. O medidor foi calibrado com duas

solugdes padrao (pH 4,0 e 7,0), sob uma temperatura de 25°C.

4.5.5. Distribuicao de tamanho e tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula dos anfissomas foi determinada
pela técnica de Difragdo a Laser (Malvern® 2000 Mastersizer, Malvern Instruments,
UK). Para essa analise, as nanoformulagbes foram adicionadas diretamente ao
aparelho contendo agua destilada. Os resultados de tamanho sdo demonstrados por
D [4,3], considerando o volume das particulas e o didmetro médio expresso em
volume da esfera correspondente (Equacdo 1). A distribuicdo de tamanho foi
expressa pelo valor de Span (Equagéo 2), onde D 0.1, D 0.5 e D 0.9 sdo os
diametros de 10, 50 e 90% da curva de distribui¢cdo, respectivamente. Ambos foram

calculados por numero (n) e volume (v) de particulas.

T d*
D[4,3] = SPE €Y

Span = 2e2=Do1 (3)

A avaliagdo do tamanho das particulas foi realizada através da técnica de
espalhamento dindmico de luz (Zetasizer Nano ZS®, Malvern Instruments, Reino
Unido) em um angulo de 173° a 25°C. Assim, as formulagdes foram diluidas (1:500
v/v) em agua ultrapurificada. Os resultados foram expressos através do diametro

médio (Zaverage) e do indice de polidispersao (PDI) (Equagéao 3).
PDI = ¢%/Z% (3)
4.5.6. Potencial Zeta

O potencial zeta das particulas foi determinado através da mobilidade

eletroforética no equipamento Zetasizer® (Malvern Instruments, UK). As formulagdes
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foram diluidas 500 vezes (v/v) em solugao de NaCl 10 mM, previamente filtradas em

membrana de 0,45 um (Filtril®, Brasil) a temperatura de 25 °C.

4.5.7. Ensaios de teor e taxa de incorporacao

A quantificacdo do teor de N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida contido no
anfissoma foi realizada utilizando um espectrofotdmetro UV/Vis UV-1800 (Shimadzu,
Japao) em comprimento de onda de 250 nm. Parédmetros como linearidade,
especificidade e precisdo do método foram avaliados. O composto foi testado em
uma faixa de concentragao variando de 6 a 18 ug/mL, com coeficiente de correlagéo
médio (r?) para as trés curvas padrao de 0,9999, coeficiente angular de 0,0764 e
coeficiente linear igual a - 0,0862.

A avaliagdo da taxa de incorporagdao do composto foi realizada com o
fitrado obtido pela técnica de ultrafiltragcado-centrifugagdo (Amicon® 10.000 MW,
Millipore) a 4500 rpm durante 10 min. Assim, o ultrafiltrado foi quantificado por
espectrofotdmetro UV/Vis e a taxa de incorporacgao foi calculada pela diferenga entre

a concentragao total do composto e a concentragao livre no ultrafiltrado (Equacgao 4).

CTotal _CUltrafiltrado x 100 (4)
Crotal

Taxa de Incorporagio (%):

4.5.8. Estudo de estabilidade

A estabilidade das formulagbes foi monitorada pelos seguintes
parametros: pH, teor, aparéncia, tamanho e distribuicdo granulométrica. Assim, as
formulacdes foram armazenadas em geladeira a 4°C e analisadas durante 7, 15 e 30

dias.

4.6. Sistema formador de filme

4.6.1. Materiais
Para a preparagao do sistema formador de filme foi utilizado o polimero
Carbopol® 980 (Wickliffe, Ohio, EUA), Pullulan® (Corn Products, Sao Paulo, Brasil)

e solvente DMSO para dissolucdo do composto avaliado.
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4.6.2. Preparagao do sistema formador de filme

O sistema formador de filme (SFF) avaliado neste estudo consiste em um
hidrogel transparente de baixa viscosidade. Tais caracteristicas permitem a
avaliacao do perfil de suscetibilidade antifungica do composto N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida quando incorporado a esse sistema através do método de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). Assim, o SFF foi avaliado frente a cepas de
Candida spp. e dermatdfitos através dos protocolos M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008),
respectivamente. Para tal fim, o composto foi primeiramente dissolvido em 2% de
DMSO e, sobre essa mistura, foi adicionada uma solugdo aquosa contendo
Carbopol® 980 (0,65 mg/mL) e o polimero pullulan (20 mg/mL) sob agitacéo
magnética. Apos homogeneizacdo, o sistema foi ajustado com solu¢do de NaOH a
9% a fim de obter pH 5,5, semelhante ao pH da pele. O DMSO possui propriedades
potenciadoras de permeacao, sendo utilizado para dissolver o composto e
possivelmente melhorar as caracteristicas de permeacdo da formulagdo quando
testada in situ (Williams & Barry 2004; Lane, 2013).

4.7. Formulagées a base de esmalte

4.7.1. Materiais

A base de esmalte utilizada neste estudo é constituida por nitrocelulose,
tolueno sulfonamida, acetato de etila, acetato de butila, 6leo de mamona, alcool
isopropilico e dimeticona (Bonatto Ind. Ltda - Cachoeirinha, RS, Brasil). Como

solvente para dissolugdo do composto avaliado, DMSO foi utilizado.

4.7.2. Preparagao de formulagoes a base de esmalte

Dentre os antifungicos topicos disponiveis para o tratamento de
onicomicoses, formulacdes a base de esmaltes sao as formas farmacéuticas mais
utilizadas devido a suas vantagens frente a outras apresentagdes topicas. Sistemas
a base de esmalte sdo constituidos por solventes volateis que evaporam quando
administrados sobre a placa ungueal e, com isso, uma maior concentracdo de
composto ou farmaco permanece em contato com a lamina ungueal, levando a uma
maior eficacia do tratamento (Elsayed, 2015; Sigurgeirsson, 2016). Com base

nesses conhecimentos, este estudo avaliou a efetividade de um derivado quinolinico
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quando incorporado a uma base de esmalte sobre um modelo ex vivo de infecao
onicomicodtica por dermatofitos.

Inicialmente, o composto 2-metil-4-fenil-quinolina (4 mg) foi dissolvido em
2% de DMSO e incorporado a uma base de esmalte para as unhas, a fim de obter
uma formulagdo na concentragdo de 4 mg/mL. Seguindo as mesmas condigdes,
uma formulagdo contendo CPX (4 mg/mL) também foi preparada e utilizada como
farmaco controle do teste. Uma formulagdo ndo tratada a base de esmalte e
contendo apenas 2% de DMSO foi usada como controle de veiculo (esmalte

branco).

4.8. Avaliacao da suscetibilidade antifingica de derivados de
cloroacetamidas e derivados quinolinicos

A avaliagdo da suscetibilidade antifungica de derivados de
cloroacetamidas e derivados quinolinicos frente a leveduras de Candida spp.,
Fusarium spp. e dermatdfitos foi realizada através de um screening inicial.

Primeiramente, as solucbes referentes a cada composto foram
preparadas a 2% de DMSO para auxiliar na dissolugao dos mesmos e o restante do
volume completado com meio RPMI 1640, obtendo-se uma concentracdo de 100
Mg/mL para cada composto. Em paralelo, as suspensdes contendo os inéculos
fungicos foram preparadas em solugao salina estéril 0,85%, de acordo com os
protocolos M27-A3 (Candida spp.) e M38-A2 (fungos filamentosos) padronizados
pelo CLSI (2008). Todos os in6culos fungicos foram ajustados em espectrofotdmetro
(GT7220, Global Trade Tecnology) em comprimento de onda de 530 nm, a fim de
obter uma turbidez equivalente a 1 a 5 x 10® UFC/mL para cepas de Candida spp., 2
a 6 x 10° UFC/mL para dermatéfitos e 0,5 a 4 x 10* para Fusarium spp. Apos a
leitura, as suspensodes leveduriformes foram diluidas 1:50 em solugéo salina estéril
e, a partir desta, uma diluicdo 1:20 em meio RPMI 1640 foi preparada, obtendo-se
um indculo de aproximadamente 1 a 5 x 10® UFC/mL para cada cepa, os quais
foram utilizados no experimento. Por outro lado, as suspensdes contendo os fungos
flamentosos foram diluidas 1:50 em meio RPMI 1640, resultando em
aproximadamente 1 a 3 x 10° UFC/mL para dermatéfitos e 0,5 a 4 x 10* para
Fusarium spp. Um volume de 100 pL de cada solugao contendo os compostos foi

transferido para microplacas de 96 pocgos e, posteriormente, 100 uL de cada in6culo



50

fungico foi adicionado sobre cada solugao de composto a ser avaliado, totalizando
um volume final de 200 L. Logo, as microplacas contendo os inéculos de Fusarium
spp. e Candida spp. foram incubadas a 32 e 35°C durante 48 h, respectivamente. Ja
as microplacas contendo os indculos dermatofiticos foram incubadas a 32°C durante
96 h. A presencga de atividade antifungica foi determinada quando os compostos
avaliados foram capazes de inibir 100% de crescimento fungico quando comparado
ao controle positivo através de leitura visual.

ApOs a avaliagdo do screening inicial, os compostos considerados ativos
foram submetidos a determinagdo da concentragao inibitéria minima (CIM) através
da técnica de microdiluicido em caldo (CLSI, 2008), de acordo com os protocolos
descritos acima. Os compostos foram testados em uma faixa de concentracio
variando entre 50 a 0,09 pg/mL, sendo a CIM definida como a menor concentragao
de composto capaz de inibir 100% de crescimento fungico quando comparada ao

controle positivo através de leitura visual.

4.9. Ensaio de protecao do sorbitol

A avaliacdo de possivel dano sobre a integridade da parede celular
fungica devido a agao dos compostos N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida e 2-metil-4-
fenil-quinolina foi realizada através do ensaio de protecéo do sorbitol (Bowman et al.,
2002). Dessa forma, o derivado de cloroacetamida foi avaliado frente as cepas
ATCC 18804 (C. albicans), CG 09 (C. glabrata) CK 02 (C. krusei), CP RL38 (C.
parapsilosis), CT 72A (C. tropicalis), MCA 01 (M. canis), MGY 42 (M. gypseum),
TME 16 (T. mentagrophytes) e TRU 45 (T. rubrum). Ja o derivado quinolinico foi
testato frente as mesmas cepas dermatofiticas, adicionando a cepa ATCC 28188 (T.
rubrum). O sorbitol atua como um protetor osmético da parede celular fungica,
impedindo a lise e ruptura da mesma. Com isso, na presencga de sorbitol, espera-se
que a CIM de um composto ou antifungico aumente, quando comparada a CIM de
um composto na auséncia de sorbitol. Neste ensaio, a determinagdo dos valores de
CIM para os compostos foi conduzida na presenga e na auséncia de sorbitol (Sigma,
St. Louis, EUA) 0,8 mol/L, seguindo os protocolos M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008).
Como controle do ensaio, a avaliagédo da CIM da anidulafungina na presenga e na
auséncia de sorbitol foi conduzida em paralelo, seguindo as mesmas condi¢des

descritas. As microplacas foram incubadas a 32°C (dermatdfitos) e 35°C (Candida
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spp.) durante 168 h, com a leitura dos resultados sendo determinada em 48 e 168 h
para Candida spp., € em 96 e 168 h para dermatdfitos. Logo, a leitura visual para

obtengao dos resultados foi realizada.

4.10. Efeito sobre o ergosterol exégeno

Este ensaio tem por objetivo avaliar a possivel interacdo dos compostos
N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida e 2-metil-4-fenil-quinolina sobre a membrana
celular fungica na presenca de diferentes concentragdes de ergosterol exdgeno.
Compostos que interagem com o ergosterol presente na membrana da célula
fungica irdo formar complexos na presencga de ergosterol exégeno, deixando livre o
ergosterol intracelular, mantendo o crescimento celular fungico. Isso acarreta em um
aumento na CIM do composto quando comparada a CIM sem adigdo de ergosterol.
Nesse sentido, a avaliacdo da CIM dos compostos foi realizada na auséncia e na
presenca de concentragdes crescentes de ergosterol exégeno (50 - 250 pg/mL). O
derivado de cloroacetamida foi avaliado frente as cepas ATCC 18804 (C. albicans),
CG 09 (C. glabrata) CK 02 (C. krusei), CP RL38 (C. parapsilosis), CT 72A (C.
tropicalis), MCA 01 (M. canis), MGY 42 (M. gypseum), TME 16 (T. mentagrophytes)
e TRU 45 (T. rubrum). Ja o derivado quinolinico foi testado frente as mesmas cepas
dermatofiticas, adicionando a cepa ATCC 28188 (T. rubrum). A metodologia seguiu
os protocolos M27-A3 e M38-A2 (CLSI, 2008).

Primeiramente, o ergosterol exégeno (Sigma, St. Louis, EUA) foi
dissolvido em 0,1% de dimetilformamida (Sigma, St. Louis, EUA) e, posteriormente,
diluido em meio RPMI 1640 para ser utilizado no ensaio. Como farmaco controle, a
avaliagao da CIM para a anfotericina B foi conduzida em paralelo em uma faixa de
concentragdo variando entre 0,031 a 16 pg/mL. A seguir, as microplacas foram
incubadas a 35°C durante 48 h para Candida spp., e a 32°C durante 96 h para
dermatofitos. Por fim, a leitura visual das microplacas foi realizada (Escalante et al.,
2008).

4.11. Ensaio de tempo de morte
A avaliagao da cinética da relagcao dose-resposta para os compostos N-
(4-bromofenil)-2-cloroacetamida e 2-metil-4-fenil-quinolina foi conduzida através do

ensaio de tempo de morte celular. Nesta metodologia, € possivel verificar se o
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composto apresenta comportamento fungicida ou fungistatico sobre determinada
cepa fungica, o qual pode variar em fungdo da concentragéo utilizada e do tempo
decorrido. Para tal fim, além das solugbes dos compostos também foram avaliados o
anfissoma e o sistema formador de filme, todos preparados nas concentragées CIM,
CIMx2, CIMx4 e CIMx8 frente a determinada cepa fungica. Assim, para o derivado
de cloroacetamidas o ensaio foi realizado frente as cepas ATCC 18804 (C. albicans),
MCA 01 (M. canis) e ATCC 31360 (F. solani). Ja para o derivado quinolinico, as
cepas ATCC 28188 (T. rubrum) e MCA 01 (M. canis) foram testadas.

A turbidez de cada in6culo fungico foi ajustada em escala 0,5 McFarland
em espectrofotdbmetro, com comprimento de onda de 530 nm. Posteriormente, uma
diluicdo 1:10 foi realizada para os indculos de Candida spp., obtendo-se uma
concentracdo de aproximadamente 1 a 5 x 10° UFC/mL. Para as cepas
dermatofiticas e Fusarium spp., as suspensodes dos indculos fungicos foram diluidas
1:50 em meio RPMI a fim de obter uma concentracdo final de aproximadamente 1 a
3x10%e0,5-4 x 10* UFC/mL, respectivamente. O ensaio foi realizado em ftriplicata.
Trés tubos contendo RPMI e in6culo fungico foram utilizados como controle de
crescimento para cada cepa. Os tempos 0, 3, 6, 12, 24 e 48 h foram escolhidos para
a determinacao do tempo de morte para Candida spp. € Fusarium spp., adicionando
o tempo 96 h para dermatdfitos. A determinagao da curva de morte celular para as
formulacdes (SFF e anfissoma) foi realizada nos tempos 0, 24, 48, 96 e 120 h. Em
cada um dos tempos decorridos, 100 pL de cada solucdo ou formulagdo foram
removidos e diluidos 1:10 com agua estéril até 107, para realizagdo da contagem
das colbnias fungicas. Em seguida, 20 yL de cada amostra foram semeadas em
ASD através de uma alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 35 °C/48 h para
Candida spp. e 32°C durante 48 e 96 h para Fusarium spp. e dermatdfito,
respectivamente.

Apos o periodo de incubacdo, foi realizada a contagem das colbnias
fungicas e os resultados foram expressos por meio da plotagem dos valores de log+o
UFC/mL. Os compostos foram considerados fungicidas quando uma diminui¢cdo =
99,9% foi observada no log¢ UFC/mL, e fungistatica quando esta redugao foi <
99,9% no logiy UFC/mL, em comparagao com o indculo inicial (tempo zero). As
médias de cada contagem de UFC/mL foram convertidas em logs. Essa

metodologia seguiu o prosposto por Pippi et al. (2017) com modificagdes.
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4.12. Microscopia eletrénica de varredura

Primeiramente, para a realizagdo da microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), os valores de CIM foram obtidos para o composto N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida e 2-metil-4-fenil-quinolina frente a cepas de Candida spp., Fusarium
spp. e dermatdfitos. Assim, o derivado de cloroacetamidas foi avaliado frente as
cepas ATCC 18804 (C. albicans), CT 72A (C. tropicalis), MGY 42 (M. gypseum),
TRU 45 (T. rubrum) e ATCC 31036 (F. solani). Por sua vez, o composto quinolinico
foi avaliado frente as cepas ATCC 28188 (T. rubrum) e MCA 29 (M. canis). A técnica
de microdiluicdo em caldo seguiu o proposto pelos protocolos M27-A3 e M38-A2
(CLSI, 2008). Apds a leitura das CIM’s, uma aliquota de cada amostra na
concentracdo CIM/2 foi coletada e encaminhada para visualizacdo em MEV. Dessa
forma, as amostras foram preparadas através de diversas etapas, incluindo
lavagem, fixagdo e centrifugacdo, conforme descrito por Joubert et al. (2015), com
algumas modificagcdes. Apds a conclusao destas etapas, foi possivel obter os pellets
contendo as amostras fungicas na presenga dos compostos. Logo, os pellets foram
aderidos a laminulas previamente tratadas com poli-L-lisina durante 1 h. Em
seguida, as laminulas foram desidratadas em uma série de solugbes de acetona
(Dinamica, Diadema, Sao Paulo, Brasil): 30, 50, 70, 95 (5 min) e 100% (10 min). Por
fim, as amostras foram submetidas a secagem em ponto critico de CO, (MS CPD
300, Leica), revestidas com ouro e paladio e introduzidas ao microscopio eletrénico
de varredura (Carl Zeiss JEOL 6060 - Carl, Oberkochen, Alemanha), utilizando uma

corrente de 10 Kv.

4.13. Modelo de infecgdao onicomicética ex vivo

O uso de modelos de infeccdo onicomicética ex vivo utilizando cascos
bovinos e suinos é uma alternativa aos modelos de infeccdo in vivo, uma vez que
fornecem uma metodologia simples e rapida para o rastreamento de novas
formulagdes e compostos antifungicos (Lusiana et al., 2013; Thatai & Sapra, 2014).

Para este estudo, cascos suinos foram gentiimente fornecidos pela Yargo
Suinocultura (Itaqui, RS, Brasil) e o material foi autoclavado para facilitar a remocgéao
de tecidos como pele e cartilagens. Logo, os cascos limpos foram mantidos em uma
prensa durante 24 h para facilitar a posterior formagéo de discos de unha. Os discos

de unha foram formados através de um cilindro padréo e a espessura medida em
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micrémetro digital (Mitutoyo, Téquio, Japao), obtendo-se discos com area de 8 mm e
1,2 a 1,5 mm de espessura. Apods, os discos foram mantidos em solugcao etandlica
30% (Dinamica, Diadema, Sao Paulo, Brasil) para evitar o ressecamento das
estruturas ungueais. Por fim, os discos foram esterilizados no momento da
realizacao do teste.

Para realizagcao do teste, o derivado quinolinico 2-metil-4-fenil-quinolina
foi avaliado frente a cepa ATCC 18288 (T. rubrum). Primeiramente, a cepa foi
cultivada em agar batata dextrose (ABD) a 32°C durante 5 a 7 dias, a fim de
favorecer o desenvolvimento de suas estruturas de reproducéo (conidios). Logo, um
indculo fungico contendo esta cepa foi preparado em solugéo salina estéril 0,85% e
a contagem de células foi realizada em cémara de Neubauer, resultando em
aproximadamente 10° UFC/mL. Posteriormente, 100 uL desta suspensdo foram
semeados em placas de Petri contendo ABD. Os discos de unha suina foram
esterilizados, adicionados a essas placas e incubados a 32°C durante 5 dias. Apds o
estabelecimento da infecgédo fungica sobre os discos, eles foram transferidos para
placas de Petri contendo SDA e tratados diariamente, durante 7 dias, com 30 yL de
cada formulagdo a base de esmalte (esmalte contendo o derivado quinolinico,
esmalte contendo CPX e esmalte branco) — descritas no item 3.7., o que resultou em
uma dose de 120 ug/dia/area. Os discos de unha infectados e nado tratados foram
utilizados como controle de desenvolvimento de infecgdo fungica. Finalmente, o
numero total de células viaveis de T. rubrum apds exposi¢cao aos tratamentos foi
expresso por logio UFC/mL. Dessa forma, os discos ungueais foram adicionados a 5
mL de solugdo salina estéril e mantidos em banho USC-800 Unique (Indaiatuba, S&o
Paulo, Brasil) durante 45 min. Apds, as amostras foram diluidas 1:10 até a diluigao
107, cultivadas em SDA e incubadas a 32°C por 96 h para contagem das coldnias
fungicas. O ensaio foi realizado em quadruplicata para cada tratamento e seguiu o

proposto por Quatrin et al. (2019) com modificagdes.

4.14. Ensaio da membrana corioalantoide do ovo da galinha (HET-
CAM)

A avaliagao do possivel grau de irritagdo ou alergenicidade em mucosa foi
avaliada através do ensaio da membrana corioalantoide do ovo da galinha (HET-

CAM). Para a realizagcao do ensaio, ovos Lohmann brancos férteis e frescos
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(Lohmann selecionado Leghorn, LSL) foram selecionados. Os ovos foram mantidos
sob condicdes otimizadas de incubacdo, com temperatura e umidade variando entre
38 a 39°C e 55 a 60%, respectivamente, durante 10 dias. No 10° dia, a casca do ovo
foi removida cuidadosamente com uma ferramenta rotativa (Dremel, WI). Assim, foi
possivel adicionar 300 pL dos compostos derivados de cloroacetamidas (1 mg/mL) e
do composto quinolinico 2-metil-4-fenil-quinolina (500 pg/mL) juntamente com os
controles sobre a membrana corioalantoide de cada ovo de galinha. Como controle
negativo e positivo, uma solugao salina 0,9% e uma solugdo NaOH 0,1 mol/L foram
utilizadas, respectivamente. Os efeitos irritantes foram observados em 0,5, 2 e 5 min
apos a aplicagdo de cada tratamento. O resultado do score de irritagao (IS) dos
compostos foi expresso de acordo com a equagao abaixo, na seguinte escala: 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 metodologia seguiu o proposto pelo
Comité de Coordenacao Interagéncias sobre a Validagdo de Métodos Alternativos
(ICCVAM, 2010):

(301 — Tempo de hemorragia) (301 — Tempo de Lise)
IS = x5 |+ x7
300 300 (1)

(301 — Tempo de coagulacio)
+ 300 x9

4.15. Avaliagao histopatolégica em modelo ex vivo

A avaliacdo do potencial de toxicidade dérmica provocado pela acdo dos
compostos  N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida e  2-metil-4-fenil-quinolina  foi
conduzida em amostras de pele de orelha de porcos adultos, machos, recém
abatidos no Instituto Federal de Santa Catarina (IFSC) - campus Concoérdia. Os
porcos foram abatidos de acordo com as regras estabelecidas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil, respeitando o bem-estar
animal (Brasil, 2013). Logo, as amostras de pele foram removidas e os pelos foram
cuidadosamente retirados através de um aparador elétrico e transportados para o

laboratério em tampéao Krebs-Hepes (2°C).
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Apos a preparagao, as amostras de pele foram montadas em um difusor
de célula de Franz (Logan Instrument Corp., NJ) com area de difusdo de 1,75 cm?. O
lado epidérmico da pele foi exposto aos tratamentos. Assim, os derivados de
cloroacetamidas (6,25, 12,5, 25 e 50 ug/mL) e derivados quinolinicos (25, 100, 200 e
400 pg/mL), juntamente com uma solugao tampéo fosfato (PBS) em pH 7,0 (controle
negativo) e uma solugao NaOH 0,1 mol/L (controle positivo) foram adicionados sobre
as amostras de pele durante 6 h cada. Posteriormente, os fragmentos de tecido
foram coletados, fixados em solugdo de formalina a 10% com tampao neutro,
processados rotineiramente e corados com hematoxilina e eosina (HE). Por fim, as
amostras de pele foram examinados sob microscopia de luz 6ptica. Os experimentos

foram realizados em triplicata (Machado et al., 2016).

4.16. Ensaio de citotoxicidade

A avaliacdo da possivel citotoxicidade provocada pela acdo dos
compostos quinolinicos foi realizada sobre células de rim de macaco verde,
conhecidas como células Vero®. Assim, células Vero® foram adquiridas no Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Inicialmente, as células foram adicionadas em
frascos e cultivadas em meio DMEM High (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS - Cripton, Andradina, Sao Paulo,
Brasil) inativado pelo calor, 1% de penicilina e estreptomicina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) ambas na concentragdo de 100 pyg/mL a 37°C em atmosfera
de 5% de CO,. Quando uma confluéncia de aproximadamente 80 - 90% da
monocamada celular foi obtida, as células foram destacadas para serem submetidas
ao ensaio. Assim, uma concentracido de aproximadamente 7 x 103 células/pogo
foram dispensadas em microplacas de 96 pocos e incubadas durante 24 h para
obtengdo da monocamada celular. Posteriormente, as células foram tratadas com os
compostos quinolinicos em concentragbes que variaram de 6,25 a 100 pg/mL
durante 48 h a 37°C em 5% de CO,. Como controle sem tratamento, foi utilizado
DMSO 0,5%. O ensaio foi realizado em triplicata.

Apo6s o periodo de incubagao, uma solugdo de MTT 0,5 mg/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi adicionada sobre as células tratadas e as
microplacas foram incubadas durante 2 h a 37°C. A coloragcédo apresentada pelas

células € diretamente proporcional ao numero de células viaveis e é medida através
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da densidade o¢ptica. Finalmente, as microplacas foram lidas em espectrofotdmetro
(Spectramax 190-Molecular Devices) em comprimento de onda de 570 nm. O ensaio

foi realizado de acordo com Ishida et al. (2011), com modificacoes.

4.17. Teste do micronucleo

O teste do micronucleo é amplamente utilizado como indicador de
genotoxicidade em nivel cromossémico decorrente da acdo de uma amostra em
estudo, como um novo composto ou farmaco. Estudos toxicolégicos de dano ao
DNA em nivel cromossémico sado essenciais para identificar a ocorréncia de
mutacdes nesse local, um evento importante que ocorre na carcinogénese (Fenech,
2000).

Neste estudo, a presenca de eventos de micronucleo provocados pela
acao do composto 2-metil-4-fenil-quinolina foi avaliada frente a linfécitos humanos.

Primeiramente, o sangue venoso foi coletado de um voluntario adulto com
mais de 18 anos que nao faz uso de medicagao por venopuncao. Os linfécitos foram
obtidos por gradiente de centrifugagéo e imediatamente transferidos para meio RPMI
1640 (protocolo aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Pampa,
sob numero 27045614.0.0000.5323). Em seguida, frascos de cultura celular
contendo o composto em uma concentragao de 100 pyg/mL foram incubados a 37°C
por 72 h juntamente com o controle positivo (bleomicina 3 pg/mL) e controle negativo
(tampédo PBS em pH 7,4). Apés o tempo de incubagao, as laminas contendo os
tratamentos foram coradas com Renylab® e analisadas sob microscopia éptica em
um aumento de 1000x. Por fim, um numero total de 500 células foram contadas em
cada lamina e classificadas quanto a quantidade de células mononucleares com a
presenca de micronucleo, células binucleares com a presenca de micronucleo,
células em processo necrotico e células em processo apoptotico. A metodologia

seguiu Schmid (1975) e Fenech (2000), com modificagdes.

4.18. Teste de toxicidade aguda em modelo in vivo

Hospedeiros invertebrados como Tenebrio molitor tém sido utilizados
como um novo modelo alternativo para triagem da avaliagao de toxicidade sistémica
aguda provocada por novos compostos ou farmacos. O método apresenta algumas

vantagens, como a rapida e simples realizacdo da técnica, além de evitar o uso de
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animais vertebrados e mamiferos em testes preliminares de toxicidade (Doke &
Dhawale, 2015; De Souza et al. al.,, 2015). Neste estudo, a avaliagdo de possivel
toxicidade aguda provocada pela acdo dos compostos N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida e 2-metil-4-fenil-quinolina foi conduzida em larvas de T. molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), conhecidas popularmente como as larvas da farinha.
Primeiramente, as larvas foram anestesiadas por resfriamento (2°C) durante 2 min.
Em seguida, 50 pL de cada composto, ambos na concentragdo de 100 pg/mL, foram
aplicados em paralelo em cada larva. A aplicacao foi realizada com um suporte de
uma microseringa no hemocelo, no segundo ou terceiro esternito visivel acima das
pernas, na por¢ao ventral. As larvas foram incubadas a 37°C em placas de petri
contendo dieta de criagdo. O numero de larvas mortas foi registrado em intervalos
de 4 h durante 48 h. O ensaio foi realizado em triplicata com grupos de sete larvas,

com um total de 21 larvas para cada tratamento (De Souza et al., 2015).
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6. DISCUSSAO GERAL

Como descrito ao longo deste estudo, as escolhas terapéuticas atuais para
o tratamento de infecgbes fungicas séo limitadas a poucos antifungicos disponiveis.
Aliado a isso, a elevada selegao de resisténcia fungica contribui significativamente
para a ineficacia desses farmacos, ocasionando em recidivas e em altas taxas de
mortalidade relacionadas a essas infecgdes. Dessa forma, a busca por novas
entidades quimicas com potencial antifungico e seguras ao paciente foi realizada
inicialmente através da avaliagcdo da suscetibilidade antifungica de compostos
derivados de cloroacetamidas e derivados quinolinicos.

A partir dos resultados obtidos neste estudo ficou evidente que a presenca
de acao antifungica demonstrada pelos compostos derivados de cloroacetamidas e
quinolinicos esta relacionada a estrutura quimica e as propriedades fisico-quimicas de
cada derivado. A introdugdo ou a remoc¢ao de determinado substituinte ao nucleo
desses compostos levou ao aumento ou a inibicdo do potencial antifungico dos
mesmos. Isso pode ser observado por Jablonkai (2003), onde alteragdes na posigéao
dos substituintes ligados ao anel fenilico interferem na reatividade das
cloroacetamidas, o que pode levar a perda de acéo bioldégica em alguns casos. Em
nosso estudo, os derivados de cloroacetamidas apresentaram uma maior eficacia
frente aos géneros dermatofiticos - CIM variando entre 3,12 — 50 ug/mL - quando
comparados aos géneros de Candida e Fusarium - CIM variando entre 25 — 50 pg/mL.
A acado destes derivados parece ser seletiva, uma vez que, os compostos
apresentaram menores valores de CIM frente a dermatdfitos quando comparado aos
valores de CIM obtidos frente a espécies de Candida. As diferengcas apresentadas no
perfil de suscetibilidade de leveduras e fungos filamentosos frente a esses compostos
pode ser devido as caracteristicas morfolégicas apresentadas por cada género, o que
pode afetar a permeacdo do composto através da célula fungica (Bowmann e Free,
2006; Fukuda et al., 2009).

Dentre os derivados de cloroacetamidas ativos, podemos destacar os
compostos 2, 3 e 4, considerados os mais efetivos por apresentaram as menores
CIM’s dentre os demais derivados desta classe. Segundo Lavorato et al. (2017), os
compostos 2 (LogP 2,52), 3 (LogP 1,69) e 4 (LogP 2,11), possuem valores de LogP

indicativos de lipossolubilidade. Assim, acredita-se que a acdo antifungica esta
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relacionada as caracteristicas lipofilicas desses compostos, 0 que facilitaria a sua
penetracdo através da célula fungica. Além disso, a eficacia antifungica dos
compostos 2 e 5 pode ser explicada devido a presenga de substituintes halogenados,
uma vez que, antifungicos como o fluconazol e o clotrimazol apresentam halogénios
em sua estrutura, o que colabora para uma maior eficacia (Corréa et al., 2011;
Crowley e Gallagher 2014). Por outro lado a auséncia de atividade antifungica
apresentada pelos compostos 10 e 11 provavelmente é devida a baixa
hidrofobicidade dos mesmos. Para Lavorato et al. (2017), esses compostos
apresentam baixos valores de LogP, como 0,35 (composto 10) e -1,66 (composto 11),
0 que acarretaria em uma maior dificuldade de penetrar a celular fungica.

Neste estudo, as posicoes C-2, C-3 e C-6 do nucleo quinolinico foram
modificadas a fim de obter compostos com atividade antifiungica. Assim como os
derivados de cloroacetamidas, os derivados quinolinicos também apresentaram maior
eficacia frente as cepas dermatofiticas quando comparados as cepas de Candida spp.
Porém, neste caso, a acado antifungica foi estritamente seletiva, uma vez que, os
compostos 2 e 3 apresentaram somente acao anti-Candida, enquanto que, para os
compostos 5 e 6, uma acdo anti-dermatofitica seletiva pode ser observada. A
presenca de um substituinte fenil na posicdo C-4 diretamente ligado ao anel
quinolinico demonstra que este grupo foi fundamental para a agado antifungica
apresentada pelos compostos 5 e 6. Segundo Patel et al. (2015), a introdugdo de um
substituinte fenil ao anel quinolinico resultou em uma boa agao microbioldgica para os
compostos avaliados. A introducdo de um substituinte metila na posigdo C-2 e um
fenil na posicédo C-4 resultou em uma maior eficacia para o composto 5 (GM = 19,14
Mg/mL), o qual apresentou os menores valores de CIM quando comparado a presenca
de um grupo fenil nas posi¢cdes C2 e C-4 (composto 6) (GM = 41,07 ug/mL). A potente
acao apresentada por este composto pode ocorrer devido aos efeitos eletronicos
provocados pelo grupo metila que poderia doar elétrons por efeito indutivo para o anel
quinolinico e melhorar as interagdes com os alvos da célula fungica. Para EI-Shehry et
al. (2018) e Singh et al. (2015), a introdugdo de um grupo metila em derivados
quinolinicos mostrou uma boa agéo frente ao género Aspergillus e Mycobacterium,
respectivamente. Porém, apenas a presenca deste substituinte nio foi suficiente para
o desenvolvimento de uma agao sobre os dermatdfitos, uma vez que, os compostos

1-4 nado apresentaram atividade frente aos mesmos.
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Por outro lado, os compostos 2 e 3 também possuem um substituinte
metila na posi¢cdo C-2 do anel quinolinico. Segundo Liberato et al. (2017), derivados
quinolinicos contendo dissubstituintes em C-2,4 ligados nucleo quinolina,
semelhantemente ao composto 3, demonstram agdo anti-Candida e anti-
Cryptococcus. A acéao seletiva anti-Candida apresentada pelos compostos 2 e 3 pode
ser devida a eles apresentarem menor peso molecular e menor conjugagdo de
elétrons quando comparados aos demais compostos. Essa menor estrutura molecular
poderia facilitar a penetracido destes compostos através da célula leveduriforme.

Os compostos 1 e 4 nao apresentaram potencial antifungico frente a
nenhum género avaliado. A auséncia de um substituinte na posi¢ao C-2, juntamente
com a introdugéo do bromo - grupo retirador de elétrons - na posi¢céao C-6 do nucleo
quinolinico, pode ter contribuido para a perda de acao antifiungica pelo composto 1.
Além disso, a introducao de etilfenil, um substituinte rico em elétrons, na posicao C-4,
contribuiu para a perda de atividade pelo composto 4. Isso indica que a presenca de
um grupo fenil diretamente ligado ao anel quinolinico confere a rigidez necessaria
para promover a agao antifungica. Isso indica que a presenga do grupo fenil
diretamente ligado ao anel quinolinico confere a rigidez necessaria e € crucial para a
eficacia da acéo antifungica.

A avaliacao de parametros como solubilidade, coeficiente de particdo e
biodisponibilidade oral sdo fundamentais para indicar o potencial de um composto
como um novo antifungico. Assim, todos os compostos quinolinicos avaliados neste
estudo demonstraram parédmetros fisico-quimicos satisfatorios através de sua
predicao pela plataforma on-line SwissADME.

Por fim, podemos observar que a seletividade antifUngica apresentada
pelos compostos derivados de cloroacetamidas e derivados quinolinicos € devida as
caracteristicas estruturais dos mesmos, visto que, modificagdes nos substituintes
ligados ao anel interferiram diretamente no desempenho da eficacia antifungica
relatada pelos compostos, juntamente as caracteristicas morfolégicas apresentadas
por fungos leveduriformes e filamentosos, as quais parecem afetar a penetragao do
composto através das células fungica.

Neste estudo, todos os compostos avaliados apresentaram paradmetros
aceitaveis dentro dos limites estabelecidos pela Regra dos 5 (Lipinski et al. 1997,

2001), indicando o prosseguimento do estudo microbiolégico para essas novas
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entidades quimicas. Com isso, apés a avaliacdo do perfil de suscetibilidade
antifungica dos compostos, aqueles considerados os mais efetivos frente aos géneros
fungicos avaliados foram submetidos a analise de parametros de toxicidade topica e
sistémica.

O ensaio da membrana corioalantoide (HET-CAM) tem sido aceito como
um modelo alternativo a outros testes in vivo para avaliacdo de irritacdo em mucosa
devido a alta sensibilidade da membrana corioalantoide em apresentar lesbes na
presenca de compostos irritantes, servindo como um parametro para avaliar o grau de
irritabilidade de novas entidades quimicas (ICCVAM, 2010). Neste estudo, este ensaio
foi realizado para os derivados de cloroacetamidas denominados como composto 2, 3
e 4, e para o derivado quinolinico denominado composto 5. Esses compostos foram
escolhidos por apresentarem uma maior eficacia (menores CIM’s) frente as cepas
avaliadas. O composto 2, contendo um substituinte bromo na posi¢cao C-4 do anel de
cloroacetamida, nao foi capaz de provocar irritacdo sobre a membrana corioalantoide.
De acordo com Martinez-Poveda et al. (2007), compostos halogenados com acgao
antiangiogénica ndo apresentaram irritacdo ou alergenicidade quando avaliados sobre
a membrana corioalantoide. Por outro lado, os compostos 3 e 4 apresentaram
potencial irritante, ndo sendo indicados para uso topico. Por ser considerado o
derivado quinolinico mais eficaz frente as cepas fungicas testadas, o grau de irritagédo
do composto 5 sobre mucosas também foi avaliado. Da mesma maneira que o
composto 2, o composto 5 também nao provocou irritabilidade e alergenicidade sobre
a membrana corioalantoide, demonstrando que os substituintes C-2-metil-4-fenil,
ligados ao anel quinolinico, ndo induzem toxicidade em mucosas.

Ensaios ex vivo utilizando pele de orelha de porco tém sido amplamente
utilizados para a avaliagcdo de toxicidade dérmica devido a grande similaridade
fisiolégica e anatdmica desta pele com a pele humana (Abd et al., 2016; Pippi et al.,
2017). Dessa forma, € possivel obter um resultado confiavel e que fornega uma
resposta significativa em relagéo a toxicidade tépica de novas opgdes para terapias
antifungicas (Sheu et al., 2014). Semelhante ao HET-CAM, tanto o composto N-(4-
bromofenil)-2-cloroacetamida quanto o composto 2-metil-4-fenilquinolina néao
provocaram danos histopatoldgicos, inflamagao ou alteragdes nos tecidos das células
de pele de porco, mesmo em concentracbes maiores que suas CIM’s. Esses

resultados sdo muito relevantes, uma vez que, os antifUngicos atuais utilizados no
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tratamento de micoses cutaneas tém apresentado toxicidade topica severa. Estudos
relatam que o uso topico de terbinafina e cetoconazol tem provocado alergia na pele e
alteragdes histopatolégicas no estrato corneo (Verma et al., 2013; Liu & Warshaw,
2014). Além disso, o tratamento tépico da onicomicose dermatofitica com ciclopirox
olamina resultou em desordem ungueal, prurido, erupgdo cutanea e dermatite de
contato (Pinheiro et al., 2013). Com isso, podemos sugerir que os compostos
avaliados sao seguros para o uso em formulagdes tépicas. Além disso, o composto 5
apresentou LogKp aceitavel para a permeabilidade através da pele, o que reforga sua
aplicagao como uma possivel terapia topica antifingica.

A prospecgdo de novas entidades quimicas com potencial antifungico
almeja o desenvolvimento de compostos seguros sobre as células humanas, atuando
especificamente sobre as células fungicas (Scorzoni et al.,, 2017). Tendo em vista
esse objetivo, o perfil de citotoxicidade para os derivados quinolinicos 3, 5 e 6,
considerados os compostos mais efetivos da classe, foi avaliado. Como resultado,
nenhum composto demonstrou efeito citotdoxico (ICso > 100 pg/mL) sobre a linhagem
de células Vero testada, mesmo em concentragdes maiores que seus valores de CIM.
Corroborando com esses resultados, diversos estudos demonstram que derivados
quinolinicos com acéo microbiolégica apresentam baixa citotoxicidade sobre células
Vero, com ICsp > 30 ug/mL (Yang et al., 2010), ICso > 200 ug/mL (Kouznetsov et al.,
2012) e I1Cs0 > 50 pg/mL (Supong et al., 2016). Além disso, a viabilidade das células
Vero nao foi dependente dos substituintes introduzidos nas posi¢des C-2,4 do anel
quinolinico, uma vez que, os trés compostos apresentaram comportamento similar
sobre estas células. Ao contrario do nosso estudo, diversos relatos apontam que a
maioria dos antifungicos orais utilizados atualmente na clinica médica causa algum
dano toéxico ao paciente, como, por exemplo, nefro e hepatotoxicidade, os quais sédo
considerados os principais efeitos toxicos relacionados ao uso desses farmacos
(Lewis, 2011; Okuyan & Altin, 2013; Ashbee et al., 2014; Choudhary et al., 2014; Folk
et al., 2016; Tverdek et al., 2016; Shibata et al., 2017). Dessa forma, nosso estudo
sugere que os derivados quinolinicos sdo seguros para utilizagdo em células de
mamiferos, embora ensaios de citotoxicidade in vivo ainda sejam necessarios.

A importancia no desenvolvimento de novos agentes antifungicos que nao
induzam genotoxicidade é crucial para garantir a seguranga ao paciente. Neste

estudo, o composto 5 (2-metil-4-fenil-quinolina) demonstrou auséncia de potencial
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genotoxico sobre leucécitos humanos, ndo induzindo o desenvolvimento de mutacdes
cromossdmicas. Esses dados vao ao encontro dos estudos reportados por Uno et al.
(2015) e Suzuki et al. (2007), os quais compostos quinolinicos ndo provocaram a
formagdo de eventos micronicleo em células da medula 6ssea e do trato
gastrointestinal de ratos, e em células de fibroblastos de pulmao de hamsters,
respectivamente. Indo de encontro a esses achados, os antifungicos atuais, como o
fluconazol - em concentragbes entre 25 e 50 pg/mL e a giseofulvina, tém induzido
severa mutagenicidade sobre leucécitos humanos (Kolachana & Smith, 1994;
Yuzbasioglu et al.,, 2008). Por fim, podemos sugerir que nossos resultados sao
promissores, visto que, o composto avaliado apresenta um bom perfil de seguranca
quando comparado aos antifungicos atuais.

Este € o primeiro estudo avaliando o potencial de derivados de
cloroacetamidas e quinolinicos em provocar toxicidade sistémica aguda in vivo sobre
larvas de T. molitor. Esse invertebrado tem se mostrado como um hospedeiro
promissor para ser utilizado como modelo alternativo em ensaios de triagem de novos
compostos ativos biologicamente, evitando o uso de animais vertebrados para este
fim (Doke & Dhawale, 2015; De Souza el al., 2015). Como resultado, as larvas de T.
molitor demonstraram uma alta taxa de sobrevivéncia e semelhante ao controle PBS
apos 48 h de exposigdo aos compostos N-(4-bromofnil)-2-chloroacetamida e 2-metil-
4-fenil-quinolina (composto 5), sugerindo que ambos ndo provocam toxicidade
sisttmica aguda sobre este hospedeiro. Além disso, o composto 5 possui
caracteristicas lipofilicas e coeficiente de solubilidade aceitavel aos parametros de
Lipinski (LogS -4,20), indicando uma porcentagem de absorcdo oral desejavel para
um candidato a farmaco. Estes resultados sugerem que este composto
provavelmente apresenta uma boa biodisponibilidade oral sobre as larvas de T.
molitor. Estes resultados sugerem que ambos os compostos sdo seguros para uso
sistémico. Entretanto, estudos utilizando modelos de animais mamiferos avaliando o
perfil de toxicidade sistémica desses compostos sdo necessarios para confirmar
esses resultados.

O possivel mecanismo de agao antifungica dos compostos avaliados neste
estudo foi investigado para o composto 2 (N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida) sobre
cepas de Candida spp. e dermatofiticas, e para o composto 2-metil-4-fenil-quinolina. A

escolha destes compostos para realizacdo desta etapa do estudo foi determinada a
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partir dos resultados observados através dos parametros de toxicidade avaliados e de
eficacia antifungica apresentada.

Em vegetais, a acido herbicida das cloroacetamidas ocorre na membrana
plasmatica através da inibicdo da biossintese de acidos graxos de cadeia muito longa
(VLCF). Essa deplecao representa a primeira consequéncia fisiolégica da agao
desses herbicidas, seguida de uma cascata de efeitos secundarios que levam a morte
do vegetal (Eckermann et al., 2003). Esses dados nos levam a sugerir que o provavel
mecanismo de agao antifungica de derivados de cloroacetamidas também possa
ocorrer na membrana celular fungica. Embora o composto 2 (N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida) nao tenha sido capaz de formar complexos com o ergosterol exégeno
adicionado em concentracdes crescentes para avalicao da CIM do mesmo, indicando
nao atuar sobre o ergosterol presente na membrana fangica, & possivel que este
composto atue em outros alvos existentes nesta membrana, ainda nédo desvendados
por este estudo. Além disso, o derivado de cloroacetamidas ndo demonstrou aumento
nos valores de CIM na presenca de sorbitol, sugerindo que sua acao provavelmente
nao ocorra na parede celular fungica

Através da avaliacdo das curvas de cinética dose-resposta para o
composto 2 (N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida) foi possivel visualizar as diferengas
envolvidas em seu modo de acao sobre as cepas de Candida spp., Fusarium spp. e
dermatofitos. Quando avaliado frente a dermatdfitos, o composto demonstrou uma
acao fungicida na CIM em 48 h. No entanto, para concentragbes mais altas (CIMx2 e
CIMx4), essa acgao foi observada apenas em 96 h. Dessa forma, podemos concluir
que a agao fungicida apresentada pelo composto é dependente da concentragdo do
composto e do tempo decorrido. Além disso, para a concentragdao CIMx8, a acgao
fungicida nao foi observada. Com base nesses resultados, podemos observar que o
composto 2 apresentou efeito paradoxal, uma vez que, sua eficacia foi maior quando
avaliado em concentragbes mais baixas. Este fenbmeno ocorre quando algumas
cepas sao capazes de se desenvolverem na presenca de concentracbes mais altas
de algum farmaco ou substéncia de teste, enquanto que, esses organismos séo
suscetiveis a concentragdes mais baixas desses agentes (Wagener e Loiko, 2018).
Uma das explicacbes para a ocorréncia de efeito paradoxal é devido a adaptacdes no
metabolismo fungico, como o aumento da expressdao de genes funcionais

responsaveis pelo metabolismo da sintese de carboidratos e proteinas, levando a
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manutencdo do crescimento das células fungicas sobre o efeito de altas
concentragées de um composto ou farmaco (Fortwendel et al., 2010; Rueda et al.,
2010). al., 2017). Varios estudos tém demonstrado a presencga de efeito paradoxal na
acao antifungica de equinocandinas (Fortwendel et al., 2010; Carrillo-Munoz et al.,
2012; Rueda et al., 2014) e azdis (Alcazar-Fuoli et al., 2009; Rueda et al., 2017) sobre
isolados de Candida spp., Aspergillus spp. e dermatdfitos.

Para Fusarium spp., concentragdes maiores a CIM (CIMx2, CIMx4 e
CIMx8) para o composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida ocasionaram em uma
acao fungicida dependente da concentragdo. Como observado, o composto
apresentou agao fungicida sobre todos os géneros filamentosos avaliados, embora
sobre Fusarium spp. esta agdo necessite de concentragdes maiores que a CIM do
composto. Por outro lado, o composto parece agir somente de maneira fungistatica
frente a Candida spp., promovendo apenas uma reducdo do crescimento fungico.
Além disso, em concentracbes elevadas, um maior crescimento leveduriforme foi
notado quando comparado ao controle no tempo inicial (tempo zero). Esses
resultados podem ser explicados devido a maior concentragdo de inoculo fungico
utilizado nesta metodologia frente a leveduras, quando comparado com as
concentracdes de indculo utilizadas para avaliagao da suscetibilidade antifungica.

A definicdo de agao fungicida ou fungistatica ndo é absoluta. A variagdo de
comportamento entre fungicida e fungistatico frente a um mesmo isolado é observada
até mesmo em antifungicos comerciais, como fluconazol, anfotericina B, terbinafina e
equinocandinas, visto que o efeito fungicida dos mesmos dependera da concentragao
administrada de cada farmaco (Ingham & Schneeberger, 2012; Kovacic & Cooksy,
2012; Sigurgeirsson & Hay, 2016; Lee & Lee, 2018).

O farmaco bedaquilina, o qual apresenta um nucleo quinolinico em sua
estrutura, atua através da inibicdo de uma enzima chave responsavel pelo processo
de fosforilacdo oxidativa e producdo de adenosina trifosfato (ATP), causando
deplecéo nos niveis de energia e morte celular bacteriana (Cholo et al., 2017). De
acordo com Coimbra et al. (2016), derivados quinolinicos com acao anti-leishmanial
produzem espécies reativas de oxigénio (EROS) que provocam estresse oxidativo
mitocondrial e morte parasitaria. Embora o mecanismo de agédo desse farmaco e

compostos contendo o nucleo quinolinico seja elucidado contra esses
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microrganismos, 0 mesmo nao € observado frente a células fungicas, visto que,
estudos de mecanismos de agao antifungica para estes derivados, sdo escassos.

Neste estudo, assim como o observado para o composto 2 (N-(4-
bromofenil)-2-cloroacetamida), o composto 2-metil-4-fenil-quinolina também néo
apresentou aumento nos valores de CIM quando avaliado frente a concentracdes
crescentes de ergosterol exdgeno e na presengca do protetor osmético sorbitol,
sugerindo que os derivados quinolinicos provavelmente ndo atuem nesses alvos da
célula fungica. Dessa forma, o dano provocado pelo composto as hifas dermatofiticas
€ provavelmente devido a um mecanismo de acdo ainda nao identificado neste
estudo. Porém, devido as caracteristicas lipofilicas deste composto (LogP 3,84), nés
sugerimos que ele possa penetrar através da célula fungica atingindo o nucleo e
exercendo a sua a agao. Esta hipétese é apoiada por EI-Gamal et al. (2018), uma vez
que, estudos de molecular docking - ferramenta utilizada em modelagem molecular
para predizer a orientagdo preferencial de uma molécula a uma segunda para formar
um complexo estavel - indicam que derivados quinolinicos com ampla acao
antifungica interagem com a enzima DNA-girase, presente no DNA das células
fungicas e bacterianas. Dessa forma, esta enzima atua como um importante alvo para
as fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina e a gatifloxacina (Collin et al., 2011).

A analise das curvas de tempo de morte celular demonstra que assim
como para o composto 2 (N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida), o composto 2-metil-4-
fenil-quinolina também atua de maneira fungicida, confirmando o potente efeito
inibitério deste ultimo sobre as cepas dermatofiticas. Os resultados obtidos para
ambos os compostos sao muito relevantes e promissores, uma vez que, uma agao
fungicida é preferivel a uma agao fungistatica para compostos candidatos a novos
farmacos antifungicos. De acordo com Elsayed (2015) e Ghannoum et al. (2016), uma
acao fungicida deve estar presente para o sucesso de um tratamento tépico efetivo
para infecgdes fungicas. Tal preferéncia é devido a agao fungistatica apenas reduzir o
crescimento e a reproducdo das células fungicas, mantendo células residuais que
podem se tornar resistentes apds sucessivas exposicdes ao agente antifungico,
causando falhas terapéuticas e recidivas de infecgbes (Campoy & Adrio, 2017). Essa
problematica pode ser observada através do uso de farmacos azéis devido a sua
caracteristica fungistatica, a qual permite a ocorréncia de mutagcbes em enzimas

relacionadas a biossintese do ergosterol - alvo de agao desses agentes (Ghannoum
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et al., 2016). Essa € uma das razdes para a alta selecdo de resisténcia fungica aos
azois.

A analise das microfotografias obtidas através da MEV confirma que a agcao
do composto 2 (N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida) ocorre de maneira diferente sobre
fungos leveduriformes e filamentosos. Como pode ser observado, o dano provocado
por este composto foi menos pronunciado sobre leveduras quando comparado aos
demais géneros avaliados, uma vez que, ndo houve alteracdo morfolégica e dano
sobre as células de Candida spp. Assim, & provavel que em concentragbes sub-
inibitorias (CIM/2), este composto apenas promova alteragdes metabdlicas que inibam
a taxa de replicacao celular. Para as cepas dermatofiticas e Fusarium spp., as
concentracdes sub-inibitérias do composto 2 foram tao efetivas quanto as suas CIM’s,
promovendo rupturas e alteracbes morfoldgicas sobre as hifas destes géneros. Por
fim, & sugerido que a agdo do composto pode levar a disturbios metabdlicos que
afetam alvos especificos na membrana de células fungicas, os quais resultam em
colapso celular.

De maneira semelhante ao composto 2, o composto 2-metil-4-fenil-
quinolina também foi capaz de provocar danos morfologicos e estruturais sobre as
células dermatofiticas em concentragdes sub-inibitérias, comprovando a sua eficacia.

Filmes de barreira podem ser utilizados como uma alternativa aos cremes e
pomadas tradicionais indicados para o tratamento de micoses cuténeas. Esses
produtos sao adicionados a uma formulagcéo e acarretam na formagao de um filme in
situ quando aplicados sobre a pele (Been et al., 2016). Neste estudo, o composto N-
(4-bromofenil)-2-cloroacetamida manteve a sua agao sobre as cepas de Candida spp.
e dermatofitos quando incorporado a um SFF (CIM 6,25 — 50 ug/mL), demonstrando
valores de CIM semelhantes ao composto em sua forma livre. Esse sistema pode
proporcionar um tratamento mais confortavel e funcional ao paciente quando
comparado aos cremes e pomadas tradicionais (Junior et al., 2014). Tais
caracteristicas estdo relacionadas com a transparéncia e auséncia de oleosidade
apresentadas pelo SFF, uma vez que, ele é capaz de formar um filme transparente
quando em contato com a pele (in situ). Além disso, o polimero pulullan foi utilizado a
fim de promover o aumento do tempo de permanéncia do SFF sobre a pele (Cheng et
al., 2011). Assim, as vantagens apresentadas por esse sistema é a obtencdo de um

produto que permita uma dosagem menos frequente, promovendo o aumento do
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tempo de permanéncia da formulagado na pele, visto que, a manutencado da dose em
um SFF é fundamental para a eficacia do produto e adesdo do paciente ao tratamento
tépico (Ammar et al., 2013; Frederiksen et al. al., 2016; Kathe & Kathpalia, 2017).

Formulagdes farmacéuticas, desde as suas mais variadas apresentagoes,
tém por objetivo incorporar um composto natural, sintético ou um farmaco em seu
interior a fim de controlar a sua liberagcdo, melhorar a sua solubilidade e
biodiodisponibilidade e reduzir a possivel toxicidade destes agentes. (Wais et al.,
2016; Lopalco & Lopalco, 2018). A partir dos ensaios de caracterizagdo realizados
neste estudo observou-se que o anfissoma contendo o composto N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida possui uma eficiéncia de incorporagao considerada satisfatoria (98%)
e tamanho de particula adequado. Essas caracteristicas podem por fim garantir a
adesdo e interacdo deste sistema com as células bioldgicas. Além disso, os
anfissomas avaliados apresentaram potencial zeta positivo. Tal caracteristica é de
extrema relevancia, uma vez que, formulagbes contendo particulas carregadas
positivamente apresentam um maior grau de ligacdo sobre a pele, a qual é carregada
negativamente, o que leva ao aumento da penetragdo de farmacos através dessa via
de administracdo mais eficientemente (Wu et al., 2010). O anfissoma apresentou
valores de pH variando entre 4,5 a 7,5, compativel com a faixa de pH permitida para
ser administrado através da pele (Daudt et al., 2015).

A determinagdo de teor do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida
contido no anfissoma demonstrou uma redugdo do conteudo do mesmo em 7 dias
(65,05 £ 3,11), quando comparado ao tempo zero (101,31 £ 0,81). Porém, os valores
de teor permaneceram estaveis a partir dos demais tempos avaliados (15, 21 e 30
dias). Essa situacao pode estar relacionada com a ocorréncia de reagdes quimicas
entre os constituintes do anfissoma e o composto. Dessa forma, o composto pode ser
adsorvido na superficie da formulagdo ou ser desestabilizado. Além disso, € de
conhecimento prévio que a estabilidade de nanoformulagbes pode apresentar
algumas limitagdes devido a agregacéao e liberagdo precoce do composto ativo pelo
sistema (Voltan et al., 2016; Ghasemiyeh & Mohammadi-Samani, 2018).

Embora uma redugao no teor de composto contido no anfissoma tenha sido
observada, isso nao interferiu na manutencéo da agao antifungica do sistema, visto
que, o mesmo demonstrou eficacia frente a todas as espécies dermatofiticas

avaliadas, mantendo uma faixa de CIM semelhante ao composto em sua forma livre
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(CIM 6,25 — 25 pg/mL). Como demonstrado neste estudo, esse composto nao
provocou irritacdo e toxicidade sobre a pele e mucosa, sugerindo sua seguranga para
possivel aplicagdo topica. Além disso, um representante da classe, denominado 2-
cloroacetamida, tem o seu uso autorizado pela FDA como conservante em produtos
cosméticos e de higiene para uso humano, pois esta substancia ndo apresenta
toxicidade dérmica, irritagcdo e sensibilidade ocular, como evidenciado em um estudo
in vivo realizado com animais mamiferos (Liebert, 1991). No Brasil, a ANVISA
determina que esse preservativo possa ser utilizado nesses produtos a uma
concentragdo maxima de 0,3% (ANVISA, 2012), indicando a seguranga do mesmo
para uso tépico em humanos.

A avaliacdo da cinética dose-resposta através do ensaio de tempo de
morte celular demonstrou que o SFF promoveu o aumento da eficacia do composto
N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida sobre as células dermatofiticas, visto que, uma
acao fungicida foi observada 24 h apds a exposigcéo as células fungicas, mantendo-se
ao longo de todo o tempo decorrido (Artigo 2, Figura 3a). Ja em sua forma livre, o
composto apresentou agao fungicida somente em 48 h (resultados demonstrados no
artigo 1). Nossos resultados sao muito relevantes, visto que, o SFF manteve o
comportamento fungicida do composto além de promover a antecipagao do inicio da
morte celular fungica.

Quando incorporado em um anfissoma, o composto apresentou acao
fungicida dependente da concentracdo e do tempo, com inicio em 48 h na
concentracédo CIMx4 (Resultados expressos na Figura 3b). Considerando que
nanoformulagdes sdo sistemas carreadores que possuem diversas vantagens, como
promover a liberagéo controlada de um farmaco em seu sitio de acao, é provavel que
o anfisoma possa apresentar esse comportamento e liberar o composto
gradativamente sobre as células fungicas (Gaba et al., 2015; Voltan et al., 2016;
Soliman, 2017). Este efeito também foi observado ao longo de todos os tempos
avaliados, confirmando a manutencéo da eficacia deste sistema. No entanto, estudos
de liberagdo sao necessarios para confirmar o possivel efeito gradual do anfisoma
sobre as células fungicas.

Assim como observado para o SFF, a incorporacdo do anfissoma neste
sistema antecipou o efeito fungicida do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida

para 24 h. Embora nesse caso este efeito seja observado apenas para CIMx8,
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sugerindo uma possivel liberagdo gradual do composto e, com isso, a presenca de
um acao fungicida apenas em concentra¢gdes mais elevadas. Por outro lado, em 96 h
o sistema anfisoma-SFF demonstrou um efeito fungicida na sua CIM mantendo-se até
o tempo final (120 h). Assim como demonstrado pelas curvas de dose-resposta
obtidas para o anfissoma, o tempo também foi um fator determinante para a presenga
de agao fungicida em concentragcbes menores (CIM) no sistema anfisome-FFS.

Finalmente, tanto o SFF quanto o anfissoma foram capazes de aprimorar o
efeito fungicida promovido pelo composto quando comparados a obtengao das curvas
dose-resposta para a sua forma livre (Artigo 1). O efeito dose-resposta demonstrado
para o sistema anfissoma-SFF foi mais eficaz quando comparado com o efeito obtido
para o anfissoma isoladamente. Além disso, quando comparado as curvas dose-
respsota obtidas para o SFF, o sistema anfissoma-SFF demonstrou uma acéao
fungicida controlada, a qual pode ser favoravel para a manutengdo da agado do
composto em uma formulagao sobre a pele.

Tendo em vista estes resultados, aliados ao fato de que sistemas
nanoestruturados proporcionam um maior contato com a superficie cutdnea, devido a
elevada area superficial e baixo tamanho de suas particulas (Gaba et al., 2015; Goyal
et al., 2016), nés sugerimos que o sistema anfisoma-SFF apresenta potencial como
veiculo carreador para a incorporagcdo do composto N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida, com possivel aplicabilidade para o desenvolvimento de uma
formulacao tépica para o tratamento de dermatofitoses.

Alguns estudos envolvendo modelos ex vivo de onicomicose dermatofitica
utilizando cascos bovinos demonstram eficacia no desenvolvimento da infeccido e
avaliagdo de novos compostos e formulagbes antifungicas (Sleven et al., 2015;
Tauber & Miller-Goymann, 2015; Sleven et al., 2016). Por outro lado, modelos de
infecgdo ungueal ex vivo utilizando cascos suinos sdo escassos. Neste estudo, o
modelo ex vivo de onicomicose utilizando cascos suinos foi eficaz no estabelecimento
da infeccao dermatofitica, confirmando que os cascos suinos sao excelentes fontes
de queratina para os dermatofitos. Além disso, o desenvolvimento da infecgdo sobre
as unhas suinas foi eficaz mesmo em um ambiente artificial e controlado. O modelo
avaliado simula o desenvolvimento de uma onicomicose, fornecendo resultados de
eficacia de um composto ou farmaco mais préximo a uma condigéo real de infecgéo in

vivo, quando comparado a resultados de suscetibilidade antifungica in vitro.



190

Um dos maiores desafios da terapia antifungica tépica atual é reduzir sua
longa duragao aprimorando caracteristicas como a penetragao do farmaco através da
ldmina ungueal (Thatai & Sapra, 2014; McAuley et al., 2016). Para superar essa
problematica, sistemas de liberagdo, como esmaltes, contendo o composto 2-metil-4-
fenil-quinolina, foram avaliados sobre o modelo ex vivo de infecgdo dermatofitica
utilizando discos de unhas suinas. Sistemas a base de esmaltes contém solventes
volateis que evaporam quando administrados sobre a placa ungueal do paciente,
permitindo um maior contato do composto ou farmaco sobre a lamina ungueal e, com
isso, aumentando a eficacia da agao antifungica (Elsayed, 2015; Sigurgeirsson, 2016).
Como resultado, o composto manteve a sua eficacia sobre a cepa de T. rubrum
quando incorporado a uma formulacdo a base de esmalte, reduzindo
significativamente a contagem de células fungicas viaveis sobre os discos de unhas
suinas.

Como descrito anteriormente, o composto 2-metil-4-fenil-quinolina néao
apresentou toxicidade dérmica e alergenicidade sobre membranas mucosas mesmo
em concentragdes mais elevadas que suas CIM’s. Além disso, o composto possui
LogKp compativel para que ocorra a permeacéao cutdnea de farmacos, sugerindo seu
forte potencial para aplicacdo em uma formulagdo tdopica como esmaltes para o

possivel tratamento de onicomicoses dermatofiticas.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados no presente estudo, podemos concluir

que:

v' Tanto os derivados de cloroacetamidas quanto os derivados quinolinicos
apresentaram potencial antifungico, salientando uma maior eficacia frente a fungos

filamentosos;

v' Os derivados de cloroacetamidas (compostos 2, 3, e 4) e os derivados
quinolinicos (compostos 3, 5 e 6) foram os compostos mais eficazes de cada classe

avaliada, demonstrando os menores valores de CIM’s;

v' Tanto o derivado de cloroacetamidas - N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida,
quando o derivado quinolinico - 2-metil-4-fenil-quinolina, ndo apresentaram aumento
dos valores de suas CIM’s na presengca de ergosterol exdgeno e de sorbitol,
sugerindo que possivelmente esses compostos ndo atuem por meio da complexagao
com o ergosterol presente na membrana e na parede celular fungica,

respectivamente;

v' O derivado N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida apresentou agédo fungicida
sobre cepas dermatofiticas e de Fusarium spp. Porém, sobre espécies de Candida,

apenas uma acao fungistatica foi observada;

v O composto 2-metil-4-fenil-quinolina demonstrou efeito fungicida sobre as
cepas dermatofiticas, apresentando uma melhor eficacia sobre o género

Trichophyton;

v" O composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida provocou reducdo do
micélio fungico além de alteragbes morfolégicas e estruturais sobre hifas

dermatofiticas e de Fusarium spp, confirmando a sua eficacia antifungica;
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v" O composto 2-metil-4-fenil-quinolina provocou redugédo do micélio fungico e

alteragdes ao longo das hifas dermatofiticas, confirmando o seu efeito antifungico;

v Os compostos quinolinicos 3, 5 e 6 ndo apresentaram potencial citotéxico
sobre células Vero, mesmo em concentra¢cdes maiores que suas CIM’s, sugerindo
seguranga para 0 seu uso em mamiferos, embora ensaios in vivo ainda sejam

necessarios;

v Tanto o derivado de cloroacetamidas N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida
quanto o derivado quinolinico 2-metil-4-fenil-quinolina ndo provocaram irritabilidade e
alergenicidade sobre mucosa, assim como ndo causaram danos e alteracdes
dérmicas em modelo ex vivo com pele de porco, sugerindo a sua seguranga para uso

tépico;

v" O derivado quinolinico 2-metil-4-fenil-quinolina ndo induziu genotoxicidade
em linfécitos humanos mesmo em uma concentragdo mais elevada que sua CIM,

sugerindo provavel seguranga para o seu uso sistémico;

v' A taxa de sobrevivéncia das larvas de T. molitor permaneceu alta apds 48
h de exposicdo aos compostos 2-metil-4-fenil-quinolina e N-(4-bromofenil)-2-
cloroacetamida, sugerindo segurangca para 0 seu uso a nivel sistémico, embora

estudos in vivo com modelos animais mamiferos ainda sejam necessarios;

v" O composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida manteve sua acéo
antifungica quando incorporado a um sistema formador de filme e a um anfissoma;
sugerindo essas formulagbes como possiveis novas alternativas para o tratamento de

infecgdes fungicas de pele;

v A incorporacdo do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida em um
SFF antecipou o inicio de sua acao fungicida sobre as células dermatofiticas, se
comparado com a avaliacdo das curvas dose-resposta obtidas para a sua forma livre,
indicando que este sistema promove uma melhora no potencial fungicida do

composto;
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v" A incorporagdo do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida em um
anfissoma retardou o inicio da agao fungicida do mesmo em relagdo ao SFF. Assim, é
provavel que o anfissoma possa promover a liberacdo do composto de maneira
gradativa sobre as células fungicas, uma vez que, sistemas nanoestruturados

apresentam tal caracteristica;

v' O sistema anfisoma-SFF antecipou o inicio da agdo fungicida do composto
N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida, indicando o seu potencial como veiculo carreador
para a incorporacdo desta entidade quimica, com possivel aplicabilidade para o

desenvolvimento de uma formulagéo topica para o tratamento de dermatofitoses;

v O derivado 2-metil-4-fenil-quinolina foi eficaz no tratamento de uma
infeccao onicomicética realizada em um modelo ex vivo utilizando unhas suinas. Este
composto reduziu drasticamente a contagem de células fungicas viaveis sobre este
substrato, além de manter a sua eficacia quando incorporado a uma formulagéao a

base de esmalte.

8. PERSPECTIVAS

Como descrito neste estudo, diversas estratégias de combate as infecgdes
fungicas vém sendo realizadas nas ultimas décadas. Essas infecgdes tornaram-se um
problema de saude publica mundial principalmente devido a selecdo de isolados
fungicos resistentes a terapia disponivel, requerendo diversos investimentos nesta
area a fim de contrapor esse cenario. A prospecg¢ao por novas entidades quimicas
capazes de sobrepor a problematica exposta é extremamente necessaria e mostra-se
como uma forte estratégia de combate para tal fim. Neste estudo, os compostos N-(4-
bromofenil)-2-cloroacetamida e 2-metil-4-fenil-quinolina demonstraram forte potencial
como possiveis candidatos a novas terapias para o tratamento de infeccbes causadas
por Candida spp., dermatdéfitos e Fusarium spp. Nesse sentido, despertando o
interesse cientifico em prosseguir com estudos futuros envolvendo esses compostos,

tais como:
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v Investigar o possivel mecanismo de agdo antifingico a nivel de nucleo
celular para o derivado de cloroacetamidas e para o composto quinolinico através do

ensaio cometa utilizando leveduras de Saccharomyces spp.;

v' Avaliar o grau de permeagdo em pele humana devido a exposicao ao

derivado de cloroacetamidas e do composto quinolinico;

v" Avaliar o possivel grau de toxicidade dérmica e caracteristicas sensorias do
sistema formador de filme e do anfissoma sobre a pele humana apds determinado

periodo de exposicao;

v' Avaliar a toxicidade sistémica do composto quinolinico através de testes in

vivo utilizando animais mamiferos;

v Estudos de simulagbes de modelagem farmacocinética/farmacodinamica
(pk/pd) a partir dos resultados obtidos através da analise das curvas de tempo de
morte celular, tanto para o derivado de cloroacetamida quanto para o derivado
quinolinico, permitindo uma estimativa dos efeitos in vivo em resposta a agao

antifungica desses compostos;

v Avaliagdo da eficacia do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida

sobre modelo ex vivo de infeccao onicomicética causada por Fusarium spp.;

v" Determinar a eficacia do composto N-(4-bromofenil)-2-cloroacetamida em
Drosophyla melanogaster infectadas com Fusarium spp. como modelo de infecgéo in

vivo.
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