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RESUMO

As dermatofitoses ou micoses cutaneas sdo infeccBes causadas por dermatofitos,
fungos que apresentam caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas especializadas.
Apesar dos avancos na terapia antifungica, a incidéncia de micoses cutaneas tem
aumentado. Entre as varias razGes para isso, duas causas merecem destaque: o
crescente nimero de individuos imunossuprimidos, e a crescente resisténcia aos
antifungicos. Além disso, resisténcia a multiplos antifingicos tem se revelado como
um sério problema no setor da salde publica. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial antifungico de duas fracbes purificadas de saponinas de
Chenopodium quinoa e analisar o potencial sinérgico in vitro da associacdo de
griseofulvina (GF) e terbinafina (TF) contra 23 isolados de Microsporum canis, M.
gypseum, Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum. Os testes de susceptibilidade
foram realizados segundo a CLSI (M38-A2), seguindo o método de microdiluicéo.
Apesar de ja existir relato de saponinas com atividade antifingica, as duas fragdes
purificadas das saponinas de quinoa testadas, FQ70 e FQ90, ndo demonstraram efeito
inibitdrio sobre os fungos dermatofitos, mesmo quando combinadas com a GF e a TF.
O sinergismo da GF com a TF baseia-se no fato de ambos antifungicos apresentarem
mecanismos de acdo diferentes. O teste de susceptibilidade com isolados susceptiveis e
resistentes, pelo método do checkerboard, mostrou que em 70% dos casos a
combinacdo apresentou aditividade. Mais ainda, a associacdo de GF e TF foi capaz de
reverter a multirresisténcia em dois isolados. Os dados do teste com MTT revelaram
que o percentual de dano na hifa era maior para a combinacdo do que o observado com
GF e TB isoladamente. A associacdo também provocou alteracdes evidentes na
morfologia e na composic¢ado quimica do micélio, corroborando com as observacoes de
dano celular in vitro. A analise por DSC e FT-IR indicam a ocorréncia de interacao
molecular entre os dois antifungicos. A formacdo de diferentes habitos cristalinos,
observada pela analise por MEV da mistura de ambos farmacos, tende a confirmar

essa hipotese, sem descartar o surgimento de formas polimorficas.

Palavras chave: Chenopodium quinoa, terbinafina, griseofulvina, miltirresisténcia,

antifungicos,DSC, FT-IR, interagao molecular.



ABSTRACT

Antifungal activity terbinafine, griseofulvin and saponins extracted from
Chenopodium quinoa aganst multi-resistant isolates of dermatophytes

Dermatophytoses, also called cutaneous mycoses, are infections caused by
dermatophytes, fungi that have specialized morphological and physiological
characteristics. In despite of the advances in the current antifungal therapy, the
incidence of cutaneous mycoses has increased in past years. There are many
reasons for this, but two causes deserve attention: the growing number of
immunocompromised individuals, and resistance to antifungal agents.
Furthermore, resistance to multiple antifungals has been considered as the major
problem in the public health sector. This study aimed to evaluate the antifungal
potential of two purified fractions of saponins of Chenopodium quinoa and the in
vitro potential synergism of griseofulvin (GF) and terbinafine (TF) against 23
isolates dermatophytes of the genera Microsporum canis, M. gypseum
Trichophyton mentagrophytes and T. rubrum. Susceptibility tests were performed
according to the CLSI Norm Ma38-A2, following the method of broth
microdilution. Though already exists reports about the antifungal activity of
saponins, the two saponins of purified factions from quinoa, and FQ70 FQ90,
tested showed no inhibitory effect on dermatophyte fungi, even when combined
with GF and TF. The synergistic potential GF and TF was postulated considering
that both antifungal drugs act by different mechanisms of action. The test of
susceptibility in susceptible and resistant isolates by the checkerboard method
revealed an additive effect in that 70% of the isolates. Noteworthy, the GF-TF
association was able to reverse the multi-drug-resistance in two isolates. In that
case, data from the MTT test evidenced that percentage of damage of hyphae
induced by the GF-TF association was greater than that observed in
monotherapy. Moreover, it also caused significant alterations in the morphology
and chemical composition of the mycelium. The analysis of the freeze-dried
mixture of GF and FT by DSC and FT-IR allowed the detection of a manifest
molecular interaction between the two antifungals. The formation of different
crystal habits observed by SEM analysis of the mixture of both drugs tends to
endorse this hypothesis, but, without confirming the occurrence of genuine
polymorphic forms.

Keywords: Chenopodium quinoa, terbinafine, griseofulvin, multi-drug-
resistance, antifungal, molecular interaction, DSC, FT-IR.
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APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, a presente dissertacdo de mestrado foi redigida na forma de

capitulos e encontra-se organizada da seguinte forma:

e Introducéo e Relevancia do Tema

e Obijetivos: geral e especificos

e Referencial tedrico

e Capitulo 1: Avaliacéo da atividade antiflngica e sinérgica das fragcdes de
saponinas de Chenopodium quinoa Willd

e Capitulo 2: Atividade sinérgica e reversao da resisténcia de dermatéfitos
multirresistentes a griseofulvina e terbinafina, apresentado na forma de
encarte de artigo a ser submetido a publicacdo e com anexos pertinentes

e Discussdo Geral

e Conclus6es gerais
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Durante a Ultima década, micoses cutdneas tornaram-se cada vez mais
comuns, afetando aproximadamente 20-25% da populagdo mundial
(HAVLICKOVA et al., 2008). Entre os fatores que tém contribuido para o
aparecimento de dermatofitoses e infec¢des flngicas generalizadas, causadas por
agentes oportunistas, cabe mencionar o aumento de pacientes em quimioterapia
ou imunossuprimidos e infectados com HIV. Ndo menos importante, contudo, é a
resisténcia decorrente da automedicacdo e do uso irracional e intensivo de
antifingicos intensivamente na terapia institucional, como terbinafina,
itraconazol, cetocanazol e fluconazol (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN,
2010).

A resisténcia simultdnea a maultiplos farmacos antifingicos tem se
revelado um problema emergente e grave no setor da salde publica. Para
algumas dermatofitoses, especificamente, constata-se um numero crescente de
relatos de falhas terapéuticas e de tempos de tratamento cada vez mais longos.
Igualmente, casos de recorréncia, maior incidéncia de toxicidade e aumento dos
custos de tratamento tém sido também objeto de relatos sobre o tema (YIN, XU ;
LUO, 2012; BAATH, HONG; SATTAR, 2006). Nesse mesmo contexto, ha
relatos sobre o incremento de multipla-resisténcia para diferentes cepas de
bactérias e fungos ndo dermatéfitos (ALMEIDA JUNIOR et al., 2014;
D'COSTA, etal., 2011; JOSEPH et al., 2010; SAHA et al., 2009).

Uma alternativa frequentemente utilizada para esses casos refratarios é a
terapia de combinacdo antifingica (HENAO-MARTINEZ et al., 2013; GROLL
et al., 2010; JOHNSON et al.,, 2004). Entre os regimes de combinacao
antifingicos mais utilizados cabe destacar a estratégia de combinar terbinafina
com itraconazol e amorolfina, em funcdo do potencial sinergismo decorrente dos
diferentes mecanismos de acdo desses farmacos. Especificamente, itraconazol e
amorolfina alteram a funcdo da membrana celular, enquanto que a terbinafina
impede a biossintese do ergosterol, com acumulo de metabodlitos tdxicos para o
fungo (GUPTA et al., 2013a; TAMURA et al., 2013).
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Face ao acima apresentado, o presente trabalho visou estudar a atividade
antifungica da fragdo saponosidica de sementes de Chenopodium quinoa, além de
também avaliar a atividade sinérgica dessas fracGes combinadas com a
terbinafina ou griseofulvina. Em virtude das saponinas apresentarem a
particularidade de formarem micelas, acreditava-se que as fragcOes fossem
capazes de gerar essas estruturas e assim aprimorar a atividade antifungica
quando associadas aos medicamentos. Provavelmente essas micelas poderiam
proteger o fA&rmaco dos mecanismos de resisténcia dos fungos, auxiliando na sua

atividade.

Além disso, esta dissertacdo destinou-se tambem em avaliar a o potencial
sinérgico da associacdo de terbinafina e griseofulvina, mediante a testes de
susceptibilidade de isolados clinicamente relevantes, inclusive isolados
resistentes. Uma vez que a combinacdo destes antifingicos ndo e relatada na
literatura, portanto o trabalho focou em estudar o sinergismo e a potencial
reversdo da resisténcia (constatada em testes preliminares), sobretudo em

dermatofitos multirresistentes.






OBJETIVOS




22

OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antifungico de duas fragdes de

saponinas de Chenopodium quinoa e analisar o efeito sinérgico in vitro da associacao
de griseofulvina e terbinafina contra isolados de micoses superficiais causadas por

espécies relevantes de dermatofitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Avaliar o perfil de susceptibilidade de isolados de micoses superficiais,

frente a fracGes enriquecidas de saponinas de quinoa e dos antifungicos griseofulvina e
terbinafina;

. Determinar a concentracdo fungicida minima (CIM) para essas fracoes e
esses farmacos sobre isolados de cada espécie;

. Avaliar o efeito da associacao entre a griseofulvina e a terbinafina contra
isolados de dermatdfitos, selecionados a partir dos valores de CIM;

. Avaliacdo do efeito da associacdo de antifungicos na morfologia de
células fangicas multirresistentes a griseofulvina e terbinafina;

. Analisar a alteracdo na composicdo quimica do micéelio fangico apds
tratamento com griseofulvina e terbinafina em associacéo;

. Avaliar interacGes fisico-quimicas entre griseofulvina e terbinafina por
meio de analises de calorimetria exploratoria diferencial, espectrofotometria no
infravermelho e microscopia eletrénica de varredura, como forma de fundamentar

mecanismos de acdo que ocorrem fora da célula fungica.
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DERMATOFITOS
Os dermatdfitos sdo fungos filamentosos hialinos e septados que compreendem

um grupo de microorganismos com caracteristicas morfologicas e fisioldgicas
especializadas, tidos como 0s agentes causais das denominadas tineas. Esses fungos
possuem a capacidade de digerir a queratina da pele, cabelo e unhas, tanto em
humanos quanto em animais, e utiliza-la como nutriente durante a instalacdo da
infeccdo (AJELLO, 1968). Epidemiologicamente, trés géneros flngicos predominam
nas dermatofitoses: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton (MATSUMOTO E
AJELLO, 1987).

O género Epidermophyton apresenta os macroconidios amplamente clavados
com extremidades arredondadas e paredes tipicamente lisas e finas. Esses conideos
exibem um a nove septos, e normalmente sdo abundantes, ao contrario dos
microconideos que sdo ausentes (Figura 1A). Este género tem apenas duas espécies
conhecidas: E. stockdaleae e E. Floccosum, sendo a ultima a uUnica considerada
patogénica. O género Microsporum, apresenta macroconidios sésseis e clavados,
geralmente dispostos ao longo das hifas isoladamente, de paredes grossas, verrucosas,
de forma fusiforme, com 1 a 15 septos (Figura 1B). Finalmente, o género
Trichophyton caracteriza-se por poucos macroconidios alongados, em forma de lapis,
clavados, fusiformes ou cilindricos (Figura 1C). De modo geral, esses macronidios
apresentam paredes lisas e finas, com um a doze septos, isolados ou em grupos.
Diferentemente dos outros dois géneros, ha abundantes microconidios, que podem ser
globosos, piriformes, clavados ou sésseis, dispostos isoladamente ao longo dos lados
das hifas (WEITZMAN ; SUMMERBELL, 1995; AJELLO, 1968).

Q!

B ' oo

Figura 1. Diferenciacdo entre 0s géneros segundo as estruturas de reproducdo
assexuada. A) Epidermophyton B) Microsporum e C) Trichophyton.
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As espécies de dermatofitos sdo também divididas em zoofilicos, geofilicos ou
antropofilicos, dependendo do seu habitat primario (AJELLO, 1968). O grupo dos
geofilicos apresenta como caracteristica primaria a capacidade de manter sua

viabilidade em solos ricos em residuos de gueratina humana ou animal.

Por sua vez, os zoofilicos se adaptaram em relagdes de parasitismo em animais
que mantém um contato préximo com o solo, sendo responsaveis por cerca de 30%

das dermatofitoses humanas, provocando infec¢cdo com inflamagéo aguda.

O subgrupo dos dermatofitos antropofilicos s@o responsaveis por 70% das
dermatofitoses, causando infec¢do cronica prépria de uma adaptacdo preferencial ao
hospedeiro humano (BRILHANTE et al., 2005; WHITE et al., 2008). Ainda que
apresentem uma distribuicdo cosmopolita, sua distribuicdo e perfil epidemiolédgico sdo
influenciados por condigdes geoclimaticos e sociais. Os perfis epidemioldgicos séo
variados, segundo fatores regionais, estacionais, de faixa etaria, frequéncia de contato
com animais e da exposicdo a locais publicos (AQUINO, CONSTANTE; BAKOQOS,
2007).

AGENTES ETIOLOGICOS DAS MICOSES CUTANEAS E ASPECTOS DE
INCIDENCIA

As micoses cutaneas sdo as infeccdes fungicas mais comuns e sdo causadas
principalmente por dermatofitos. Essas infecgGes sdo restritas a camada cdrnea da
epiderme, devido a incapacidade que os fungos tém de penetrar tecidos profundos e
orgdos do hospedeiro. As micoses causadas especificamente por dermatéfitos sdo
denominadas de tineas ou dermatofitoses e caracterizam-se segundo o local atingido,
por exemplo, tinea capitis (no couro cabeludo), tinea corporis (na pele glabra e
tronco), tinea cruris (na virilha), tinea ungueal (nas unhas), tinea barbae (na barba e
bigode), tinea manuum (na mao) e tinea pedis (nos pés) (DEI CAS E VERNES, 1986).

Em termos de prevaléncia local, o namero de micoses por Trichophyton rubrum
em Porto Alegre (62,2%) foi maior do que a observada para Trichophyton
mentagrophytes (20,3%), Microsporum canis (5,7%) e M. gypseum (1,4%) (AQUINO,
CONSTANTE; BAKQOS, 2007). Esses numeros corroboram trabalhos anteriores
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realizados em Porto Alegre e interior do Rio Grande do Sul (MEZZARI, 1998). Ao
mesmo tempo, evidenciam diferentes taxas de incidéncia dessas espécies em outras
regides da Unido, como no Para e no nordeste, (SILVEIRA-GOMES et al., 2013;
MATOS ; MARIANO, 2010) ou a prevaléncia de outras espécies, como M. canis em
ambito nacional, (NURIMAR, TIYOMI ;: MARIA DA GLORIA, 2001), e T.
tonsurans na Amazoénia (CORTEZ et al., 2012).

Esse perfil epidemioldgico varia entre paises e regides do planeta, mostrando
ser variavel segundo a época histérica considerada. Por exemplo, a forma clinica mais
prevalente € tinea capitis e o agente etioldgico mais frequente na Europa € M. canis
(FRANGOULIS, ATHANASOPOULOU ; KATSAMBAS, 2004), enquanto que nos
Estados Unidos € o T. tonsurans, e ndo mais Microsporum spp, como relatado para o
inicio do século XX (GHANNOUM et al., 2000; GINTER-HANSELMAYER et al.,
2007).

MECANISMOS DA INFECCAO FUNGICA

O mecanismo de infec¢do por dermatdfitos envolve trés etapas (ESQUENAZI
et al., 2004):

a) rompimento da camada intacta de queratina e a supera¢do do mecanismo de

defesa do hospedeiro;

b) adesdo decorrente da expressdo de glicoproteinas adesinas que se ligam a

residuos de manose e galactose na superficie das células;

c) e inicio da germinacdo dos artroconidios favorecendo a penetracdo das hifas

na pele.

Apos a instalacdo do fungo no extrato corneo da epiderme, esse passa a utilizar
as macromoléculas do hospedeiro como fonte de carbono, enxofre, nitrogénio e
fosforo, atraves da secrecdo de enzima hidroliticas como, nucleases, lipases, proteases
e queratinases (GIDDEY, MONOD, et al., 2007b). Esse processo enzimatico € o

maior fator de viruléncia e a atividade queratinolitica estd intimamente ligada a
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patogenicidade dos dermatdfitos (OGAWA et al., 1998). Devido ao favoravel pH
acido da pele, o agente patogénico expressa a sintese de proteases ndo especificas e
queratinases. Entretanto, na sequéncia do processo, a utilizacdo do substrato e
conseguinte producdo de aminoacidos ocorre a alcalinizacdo do meio, favorecendo a
atividade de queratinases com atividade o6tima em pH alcalino, permitindo a
manutencéo da infeccdo (CERVELATTI et al., 2004) (Figura 2).

Dermatofito
pH acido da pele

Q) @

Queratina, proteinas
sollveis, acidos nudeicos,
etc.

Indug¢do de queratinases e @ > l < @ Inducdo de proteases e

fosfatases alcalinas, fosfatases acidas,
nucleases, etc. nucleases, etc.

Polipeptideos,
oligonucleotideos, etc.

@ Peptidases, nucleases
putativas de fungos

®

| Aminoéacidos, Pi, etc

@ Aquisicdo,
metabolizagdo e

sinalizagdo

Alcalinizacédo

Figura 2. Modelo de manutencdo da infeccdo proposto para dermatofitos, regulada
pela secrecdo de enzimas dependendo do pH do meio (Fonte: CERVELATTI et al.,
2004).

CLASSES DE ANTIFUNGICOS

Os antifungicos mais frequentemente utilizados na clinica pertencem a oito
classes de compostos: azois (fluconazol, cetoconazol, itraconazol, entre outros.),
poliénicos (anfotericina B e nistatina), ndo poliénicos (griseofulvina), nucleosideos
pirimidinicos  (fluocitosina), equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina), alilaminas (terbinafina, butenafina e naftifina), ciclopiroxolamina,

morfolinas (amorolfina).
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Os azois possuem um amplo espectro de atividade antifingica baseado no
blogueio da sintese do ergosterol, inibicdo da atividade da enzima esterol 14-a-
demetilase, com a consequente alteracdo da permeabilidade da membrana celular.
Contudo, esta classe é fungistatica e as células persistentes, principalmente em
organismos imunossuprimidos, conduzem a selecdo positiva de mutantes resistentes.
Sua toxicidade deve-se ao seu mecanismo de acdo, alguns sendo hepatotoxicos
(ODDS, BROWN; GOW, 2003; ONYEWU et al., 2003).

Os polienos pertencem a uma classe de substancias formadas por atomos de
carbono com duplas ligacdes ndo saturadas em sequéncia, conformando uma estrutura
ciclica complexa. Essa classe de substancias liga-se diretamente ao ergosterol presente
na membrana dos fungos formando poros, o que altera a permeabilidade celular,
acarrentando assim perda de componentes citoplasmaticos e morte celular
(GHANNOUM; RICE, 1999). Polienos possuem uma maior afinidade pelo ergosterol
do que pelo colesterol (devido a sua conformacéo espacial). Apesar o predominio
desse primeiro esterol na composicdo da membrana flngica, esta classe de
antifingicos também se liga ao colesterol da membrana de células humanas. Além
disso, anfotericina B causa problemas renais, sendo utilizada preferencialmente por via
intra-venosa ou intra-tecal. O efeito fungicida também € atribuido a danos oxidativos

causados na célula pelo polieno (ODDS et al., 2003).

Griseofulvina é o principal representante da classe dos antifungicos nédo
poliénicos. O seu mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo da divisdo celular ao
interagir com a biossintese dos microtdbulos e rompendo o fuso mitético. Também
atua como um inibidor da sintese do &cido nucleico (LACAZ et al., 2002). E utilizada
por via oral, sendo indicada quando a terapia topica se revela insuficiente (LACAZ et
al., 2002), a griseofulvina apresenta hepatotoxicidade moderada (KNASMMULLER
et al., 1997).

O antifingico 5-fluorocitosina é um derivado fluorado da citosina,
primariamente destinado a administracéo oral, em associacdo com a anfotericina B, no

tratamento de candidiases e criptococoses. Este farmaco € transformado pela célula
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fangica em um antimetabdlito da uracila, inibindo a sintese proteica e a enzima
timidilato sintase, o que leva ao bloqueio da sintese de DNA, entretanto, o
desenvolvimento de resisténcia pode ser rapido. Mostra pouca toxicidade em humanos,
uma vez que a biotransformagdo em metabdlitos de uracila tem pouca relevancia em
mamiferos. Contudo, os efeitos adversos mais comumente relatados incluem anemia,

leucopenia e trombocitopenia (ODDS et al., 2003).

As equinocandinas sdo lipopeptideos que apresentam acdo diferente dos
restantes farmacos antifingicos. Seu mecanismo de acdo estd baseado na inibicdo da
sintese do 1,3-B-d-glucano, componente essencial da parede celular de algumas
leveduras e fungos filamentosos (ESPINEL-INGROFF, 2009). A inibigdo da sintese
do B-(1,3)-D-glucano origina um duplo efeito, fungistatico e fungicida. O efeito
fungistatico resulta do bloqueio da sintese da parede celular, reduzindo o crescimento
do fungo. O efeito fungicida resulta na alteracdo da integridade na parede celular, que
perde a sua resisténcia mecéanica e a sua capacidade de resistir a pressdo osmatica,
provocando a morte celular (DENNING, 2003).

Alilaminas constituem uma classe de farmacos inibidores biossinteticos do
ergosterol, contudo, sdo quimica e funcionalmente distintos de outras classes de
agentes antifungicos inibidores do ergosterol (GHANNOUM; RICE, 1999).
Terbinafina é o representante mais usado e seu mecanismo de acdo tem por base a
inibicdo da enzima esqualeno epoxidase, atuando na formacdo do precursor do
lanosterol. A deficiéncia em ergosterol e consequente acumulacdo de esqualeno
provocam a ruptura da membrana e a morte da célula (LACAZ et al., 2002;
VANDEPUTTE et al., 2012).

Ciclopiroxolamina é uma piridona sintética, usada no tratamento de
dermatofitoses e candidiases leves na forma de creme e solucdo cutanea a 1% ou
verniz ungueal a 8% (LEEM et al., 2003). Casos de micoses superficiais de maior
gravidade geralmente sdo tratados por via oral (RICHARDSON; WARNOCK, 2003).

As morfolinas inibem duas enzimas na etapa de biossintese de ergosterol, A7,8-

isomerase (ERG24) e Al4-redutase (ERG2) (VANDEPUTTE et al., 2012). Nesta
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classe de compostos, destaca-se amorolfina, um fungicida de amplo uso contra fungos
dermatofitos. O mecanismo de resisténcia deste grupo de substancias ainda é
desconhecido (VANDEPUTTE et al., 2012).

MECANISMOS DE RESISTENCIA A FARMACOS ANTIFUNGICOS

O aumento da incidéncia de infec¢bes fungicas e o aparecimento de cepas
resistentes estdo se tornando cada vez mais frequente, principalmente no ambiente
hospitalar (ALMEIDA JUNIOR et al., 2014).

Varios mecanismos bioquimicos contribuem para desenvolvimento da resisténcia,
entre eles (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008):

a) reducdo da entrega ou efluxo do farmaco;
b) modificacdo metabolica ou degradacéo do farmaco pela célula;

c) alteracGes na interacdo entre a farmaco e o local alvo ou modificacédo no

proprio local alvo; e
d) modificagdes enzimaticas em uma mesma via enzimatica.

Essas alteracGes acontecem atraves de mutacdes pontuais, super-expressao da
molécula alvo ou, ainda, amplificacdo do gene. Os mecanismos de resisténcia mais
frequentes em dermatdfitos envolvem a diminuicdo da absorcdo do farmaco, alteracGes
estruturais em moléculas alvos, aumento no efluxo e resposta ao estresse
(MARTINEZ-ROSSI et al., 2008).

Atualmente o T. rubrum é o agente antropofilico mais frequentemente isolado e
com maior taxa de resisténcia a medicacdo tépica (COSTA et al., 2002; VENA et al.,
2012). O primeiro caso de resisténcia clinica foi relatado para uma linhagem de T.
rubrum refrataria ao tratamento com terbinafina, um dos farmacos mais utilizados para
o tratamento de dermatofitoses causada por esse agente etiolégico (MUKHERJEE et
al., 2003). Embora esse isolado tenha sido outrora susceptivel a itraconazol, fluconazol

e griseofulvina, tem desenvolvido resisténcia cruzada a outros inibidores da enzima
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esqualeno epoxidase, incluindo naftifina, butenafina, tolnaftato e tolciclato, sugerindo
um mecanismo de resisténcia vinculado a uma enzima alvo especifica. A base deste
mecanismo parece envolver mutacfes nos genes vinculados a expressdo da enzima
alvo, propiciando alteracdo no tipo e na sequéncia de aminoécidos (OSBORNE et al.,
2006). Outros autores tém proposto um mecanismo disparado pela combinagdo de
mais de uma mutacdo, em uma mesma cepa (ROCHA et al., 2002), assim como a
superexposicdo da enzima alvo, baseada na introducéo de copias extra dos genes que
codificam a enzima, como visto para os dermatéfitos resistentes ao cetoconazol
(OSHEROV et al., 2001).

Varios genes foram super-expressos apos exposicdo de dermatéfitos a
diferentes classes de antifungicos (acriflavina, fluconazol, griseofulvina, terbinafina)
tendo-se proposto que essa super-expressdo pode ser uma forma de resposta ao
estresse inespecifico (PAIAO et al., 2007). Esse estresse seria causado pela exposicio
do fungo a concentragdes sub-inibitorias, como observado para griseofulvina
(FACHIN et al., 2001).

Os transportadores de efluxo de multiplos farmacos sdo proteinas plasmatica ou
de organelas celulares (KANG et al., 2011), que tem a capacidade de se ligar a uma
variedade de compostos quimicos diferentes e expulsa-los do interior da célula, ainda
que contra um gradiente de concentracdo. A caracterizacdo de quatro dominios
intracitoplasmaticos e outras peculiaridades de estrutura dos transportadores ABC
(Fig. 3) sdo bem descritos na literatura (DE ROSSI et al., 2006). A participacdo de
fatores mutagénicos neste mecanismo de resisténcia foi observado em um isolado T.
rubrum resistente simultaneamente a griseofulvina e tioconazol. Em 2006 Cervelatti et
al. codificam o gene (TruMDR1) responsavel pela resisténcia de T. rubrum como

sendo um transportador “ATP-binding cassette” (ABC).
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Figura 3. Representacdo esquematica da bomba de efluxo ABC e arranjo dos dominios
dos transportadores ABC (Fonte: CANNON et al., 2009).

Existem quatro principais abordagens para anular os efeitos de efluxo: (a) usar
antifingicos que ndo sdo substratos de bombas de efluxo, com estrutura molecular
grande o que dificulta a capacidade de entrar no poro para a ligagdo do farmaco com o
transportador (Figura 4, imagem 1); (b) proteger os antifingicos sujeitos a efluxo
mediante de inibidores da bomba de efluxo, como verapamil (Figura 4, imagem 2a e
b); (c) destruir a energia da célula necessaria para o funcionamento da bomba de
efluxo através da reducdo do potencial de membrana (Figura 4, imagem 3); (d)
desenvolver farmacos com taxa aumentada de absorcdo, alterando assim o equilibrio

entre a absorcdo e o efluxo (Figura 4, imagem4) (CANNON et al., 2009).
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GRISEOFULVINA

Griseofulvina (GF) (Figura 5) € um metabdlito secundario produzido pela
Penicillium griseofulvum, sendo o primeiro antibiotico para o qual se pode afirmar que
tem atividade inibidora seletiva para fungos (TRISSEL; OGUNDELE, 2005). E
administrado por via oral, sendo o farmaco de escolha para o tratamento das
dermatofitoses. Este agente antifiingico sistémico é o Unico aprovado pelas autoridades
reguladoras (Organizacdo Mundial da Salde) para o tratamento de tinea capitis, nos
Estados Unidos e no Reino Unido (TEY et al., 2011). A griseofulvina age inibindo a
sintese de acidos nucleicos e a mitose celular, por interferir na formacdo do
microtabulos do fuso acromatico (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1996; PAIAO
et al., 2007).
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, . 2b. FArmaco multifuncional inibidor

1. Célula susceptivel ao farmaco que 2a. Farmaco usado em combinagao da atividade da bomba e afetando
ndo € substrato da bomba, e € comum |.n|b|dor da bomba. Ex: A C alvo , obtendo assim sua ac3o.
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combina¢do com um redutor do
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Figura 4. Esquema de como a célula desenvolve a resisténcia por bomba de efluxo e as
quadros maneiras de superar essa resisténcia.

Os microtubulos sdo heterodimeros compostos de duas subunidades de
polipeptideos: a e B-tubulina, que formam um esqueleto celular altamente organizado
em todas as células eucariotas, a sua polimerizacdo e despolimerizacdo desempenha

um papel chave na divisdo celular e crescimento. A polimerizacdo de microtubulos é
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inibida pela griseofulvina, que interagem com [-tubulina impedindo a formacgdo do
fuso mitdtico por ruptura dessa estrutura, detendo assim a divisdo celular e a
multiplicagé@o do fungo (SIDRIN et al., 2004).

A griseofulvina apresenta uma baixa solubilidade em agua e alta
permeabilidade, sendo um farmaco do tipo Il na classificacdo biofarmacéutica dos
farmacos (ZHU et al., 2012; FENG et al., 2009).

Cristais de GF caracterizam-se por apresentar uma forte hidrofobia com escassa
formacdo de ligagcBes de hidrogénio com &gua na superficie do cristal. Assim, o
balanco termodindmico tende a desfavorecer a sua dissolu¢do em agua (ZHU et al.,
2012).

A existéncia de polimorfismo em cristais moleculares ¢ um fendmeno bem
documentado e mais comum do que se pensava anos atras (BRITTAIN, 2012).
Tambem para GF tem sido relatado polimorfismo, sendo reconhecidas as formas
polimorfas Il e Il (MAHIEU et al., 2012) apds fusdo da forma cristalina estavel.
Também o meio solvente e o0 método de cristalizacdo tem forte influéncia no habito
cristalino, entretanto, sem afetar termodinamicamente a estrutura cristalina (DE
GIOANNIS et al., 2004; JARMER et al.,, 2005). O processamento tecnologico
mediante moagem de formas cristalinas favorecem a obtencéo de produtos com maior
percentual de forma amorfa, maior superficie de contato e menor temperatura de
cristalizacdo (TRASI et al., 2010). Pelo contrario, 0 processo de maceragdo aquosa da

GF amorfa tende a favorecer o aparecimento de formas cristalinas (BRITTAIN, 2012).

Como outros antibioticos, griseofulvina é um produto biotecnoldgico obtido por
fermentacdo. Consequentemente, a forma comercial contém metabolitos como
Impureza, principalmente, declorogriseofulvina, deidrogriseofulvina,
diidrogriseofulvina, é&cido griseofalvico, tetraidrogriseofulvina e isogriseofulvina
(Figura 5). O teor maximo aceito dessas impurezas € de 0.15 % segundo a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMEA). Niveis maiores podem decorrer de processos de
degradacéo por armazenagem, como observados para impurezas 2, 3 e 4 (KAHSAY et
al., 2013).
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Figura 5. Estrutura quimica da griseofulvina e impurezas relatadas (KAHSAY et al.,
2013).

TERBINAFINA

Terbinafina (TF) (Figura 6) é uma alilamina sintética com amplo espectro de
atividade contra fungos patogénicos da pele, cabelo e unhas, inclusive os dermatofitos
dos Géneros Tricophyton e Microsporum. Seu mecanismo de acdo estd baseado na
inibicdo ndo competitiva da esqualeno epoxidase (FAVRE; RYDER, 1997) e blogueio
a sintese de 2,3-oxidoesqualeno, o que leva ao esgotamento do ergosterol e ao
acumulo do esqualeno, que interfere nas fun¢Ges da membrana e na sintese da parede

celular provocando a inibigcdo do crescimento do fungo (RYDER, 1992).
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A distribuicdo da terbinafina pela pele, em particular, se d& rapida e
extensivamente: as altas concentragGes encontradas no extrato corneo e nos tecidos
adjacentes refletem o alto indice de lipofilia desse farmaco (FLEECE et al., 2004;
SIDRIN et al., 2004).

Figura 6. Estrutura quimica Terbinafina.

A terbinafina € um farmaco que tem baixa toxicidade e potencial teratogénico
(BECHTER; SCHMID, 1987). Entretanto, ha relatos de hepatoxicidade induzida
terbinafina. (Fernandes et al., 1998; FDA, 1998).

Dados disponiveis na literatura indicam que o solvente de cristalizagédo
influencia na morfologia do cristal de TF, devido a interacdo que ocorre entre soluto-
solvente em varias interfaces do cristal. Com isso, varios sdo os fatores que podem ser
afetados, como a cinética de crescimento de cristal, a melhoria ou inibicdo de
crescimento em certas faces cristalinas e arredondamento das interfaces.
(BERKOVITCH-YELLIN, 1985).

Cabe salientar ainda, que a morfologia do cristal tem um papel importante no
processamento e desenvolvimento de produtos farmacéuticos, uma vez que o habito
cristalino influencia nas propriedades fisicas, como, a orientacdo das particulas, a
velocidade de dissolucdo, o fluxo de po6, comportamento de compactacdo e
compressdo. Portanto, diferentes taxas de dissolucdo sdo esperadas quando ocorre
alteracdo na morfologia do cristal (RASENACK et al., 2003).
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Kuminek et al. em 2013 descrevem diferentes habitos cristalinos para a TF
dependendo do solvente utilizado no processamento. Quando utilizaram dgua:etanol na
proporgdo de 1:1 (v / v) observaram uma morfologia do tipo placa. Por outro lado,
obtiveram cristais na forma de agulha quando a solucgéo utilizada foi acetato de etila.
Além disso, esses autores relatam que os diferentes habitos cristalinos apresentavam
taxa de dissolucdo distintas, sendo que o cristal em forma de agulha revelou uma

menor cinética de dissolucdo,

A ASSOCIACAO DE FARMACOS COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA

A adocéo da associacdo de farmacos como uma estratégia terapéutica responde
a varias necessidades levantadas nos ultimos anos, como as limitagdes surgidas de uma
elevada toxicidade e a baixa tolerdncia (MUKHERJEE et al., 2005).

Entretanto, o principal motivo para a proposta de novas estratégias de
combinacdo é a crescente resisténcia aos antifingicos. Isso atinge principalemente
casos nos quais, devido ao longo periodo de tratamento e a dificil cura das
dermatofitoses, a combinacdo de medicamentos topicos, orais e anti-inflamatérios tem
sido proposta para aumentar a taxa de cura (GUPTA; COOPER, 2008).

Existem varios mecanismos envolvidos na atividade sinérgica promovida pela

combinacdo de agentes antifangicos (JOHNSON et al., 2004):

a) inibicdo de diferentes etapas de uma mesma via bioquimica que seja vital a

sobrevivéncia do fungo;

b) aumento da penetracdo de um dos antifungicos proporcionada pela acdo do

outro farmaco;

c) inibicdo de proteinas carreadoras, exemplificada pela anfotericina B que
inibe a acdo de proteinas da membrana plasmatica responsaveis pelo efluxo

da flucitocina da célula;

d) inibicdo simultanea de diferentes alvos celulares.



38

O critério envolvido na associacdo de farmacos baseia-se essencialmente nos

mecanismos de acdo e respectivos alvos terapéuticos dos farmacos em estudo. Porem

existe pouco estudo abordando a combinacdo de farmacos frente as diferentes espécies

de dermatofitos. Assim, as combinagbes mais logicas seriam aquelas que envolvem

farmacos com diferentes mecanismos de acdo (NISHI et al., 2009), conforme

explicado a seguir:

A associacdo in vitro de ciclopirox (ativa contra dermatofitos, leveduras e
fungos nao dermatdéfitos) e terbinafina (farmaco de escolha contra dermatéfitos)
mostrou efeitos sinérgico e aditivo em testes de susceptibilidade contra
Trichophyton spp. (GUPTA; KOHLI, 2003). Pelo contrério, a associagdo de
ciclopirox e itraconazol mostrou ser ineficaz para a maioria dos casos,
entretanto, sem que tenham sido observados casos de antagonismo para

nenhuma das associagoes.

Estudos com cetoconazol, griseofulvina e terbinafina demonstraram a
potencializacdo da atividade fungicida desses trés agentes antifungicos contra T.
mentagrophytes, quando combinados com amorolfina (POLAK, 2009). Os
resultados das associacfes desses com amorolfina foram sempre mais eficiente
em um modelo de combinacdo do que de monoterapia para dermatofitose.
Outros casos de interacdo clara de sinergismo entre amorolfina e outros
antifangicos é relatada pelo mesmo autor (POLAK, 2009). Resultados similares
foram relatados com a combinacédo de amorolfina e itraconazol, sem qualquer
evidencia de antagonismo (TAMURA et al, 2013). Esta combinacao apresenta

efeito sinérgico ou aditivo in vitro sobre a maioria das espécies de dermatofitos.

A combinacdo de antifungicos com outras classes de farmacos, como as
estatinas, tem apresentado uma melhor atividade antifangica por causa do efeito
sinérgico, por exemplo, com terbinafina e diferentes azdis. As combinac6es de
cetoconazol-sinvastatina e terbinafina-sinvastatina mostraram uma excepcional
atividade antifangica in vitro contra quatro espécies de dermatofitos testadas
especificar espécies (NYILASI et al., 2013).
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Cabe aqui destacar o fato de os mecanismos de acdo da GF e da TF serem
intrinsecamente diferentes, o que justifica seu uso com indicacbes complementares na
terapia de varias micoses. Por exemplo, para o tratamento de tinea capitis causada por
Microsporum sp., griseofulvina ¢ mais indicada, promovendo melhor a cura, porém
quando o agente etioldgico é o Trichophyton spp. terbinafina é superior (TEY et al.,
2011; GUPTA; DRUMMOND-MAIN, 2013a; PRANTEDA et al., 2013). Ja para o
tratamento de tinea pedis a terbinafina é mais eficaz, requerendo um tempo menor de
tratamento, além de ter um custo-beneficio melhor. A terbinafina tem demonstrado ser
mais eficaz e também estar associada a uma menor de recorréncia do que o itraconazol
para onicomicose causadas por dermatofitos (VAN DUYN GRAHAM; ELEWSKI,
2011; YIN et al., 2012; GUPTA et al., 2013b). Contudo, néo se tem relatos sobre seu

uso combinado na clinica nem na formulacéo de formas farmacéuticas.

NOVOS ANTIFUNGICOS DE ORIGEM NATURAL

Perante a toxicidade de alguns farmacos antifungicos e a emergente resisténcia
a muitos deles, outra estratégia é a pesquisa de extratos e fracBes purificadas, assim
como de substancias bioativas isoladas de plantas, principalmente. Alguns exemplos

séo destacados na sequéncia.

Os estudos sobre as atividades antifungicas contra dermatéfitos de dez plantas
da ilha de Guadalupe revelaram resultados que sugerem que 0s extratos de Bursera
simaruba, Cedrela odorata, Enterolobium cyclocarpum e Pluchea carolinensis tem
uma atividades promissora e poderiam ser bons candidatos para o desenvolvimento de
formulacdes antifungicas (BIABIANY et al., 2013)

O estudo do fracionamento biomonitorado, dos constituintes das raizes
Hypericum perforatum subsp. angustifolium demostraram que a fracdo de xantona
apresentou uma maior atividade antifungicas contra C. neoformans e dermatofitos,

com valores de CIM aproximados de 20 pg/mL. Os autores concluiram que a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Biabiany%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23280633
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associacdo de extratos das raizes e O-carboximetilchitosana pode ser um tdpico

promissor para futuros estudos farmacoldgicos e clinicos (TOCCI et al., 2013).

SAPONINAS

Quimicamente, as saponinas consistem em um ndcleo esteroide ou triterpénico
(sapogenina), de carater hidrofébico, ao qual se encontram ligadas cadeias osidicas,
hidrofilicas, originando estruturas anfipaticas ou anfifilicas. Dependendo do nimero e
natureza das cadeias de acUcares ligados a sapogenina, as saponinas sdo classificadas

em monodesmosidicas (uma cadeia) e bidesmosidicas (duas cadeias).

Uma das caracteristicas frequentemente associadas as saponinas é a sua
capacidade de complexar esterdis presentes na membrana de celulas eucarioticas - o
que inclui fungos- causando formacéo de poros e perda da integridade da membrana,
(KEUKENS et al., 1995; ARMAH et al., 1999). No entanto, nem todas as saponinas
apresentam atividade antifangica, uma vez que esta depende da sua estrutura quimica.
Essa atividade € mais acentuada em saponinas monodesmosidicas com quatro ou cinco
monossacarideos (HOSTETTMANN; MARSTON, 1995).

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd) é sistematicamente cultivada no Peru,
Bolivia e Equador. A casca exterior do grdo contém um elevado teor de saponinas
bidesmosidicas (20 a 30%), conferindo-lhe forte sabor amargo e obrigando a retirada

dessa casca antes do consumo como alimento.

As saponinas de quinoa apresentam quatro ndcleos triterpénicos predominantes
(acido oleanolico, hederagenina, acido fitolacagénico e acido serjanico) tendo sido
identificadas ou apenas detectadas 70 estruturas isoladas, podendo ser
monodesmosidicas ou bidesmosidicas. (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; ZHU et
al., 2002; MADL el al., 2006).

Ainda que escassos, ha relatos sobre a atividade das saponinas de quinoa contra

fitopatdgenos agricolas. Assim, a atividade de saponinas de quinoa hidrolisadas em
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meio alcalino contra o fitopatdgenos Botrytis cinerea merece destaque. Ao contrario
do preconizado por outros autores (ANISIMOV; CIRVA, 1980), foram as agliconas e
as saponinas mais hidrofébicas e menos sollveis as que mostraram maior atividade,
inibindo o crescimento de hifas e a producdo de esporos. Experimentos que avaliaram
a integridade de membrana de fungos mostraram que apds tratamento alcalino das
saponinas, estas podem gerar ruptura da membrana, enquanto que as saponinas nao
tratadas, ndo apresentaram estes efeitos (SAN MARTIN et al., 2008; STUARDO;
SAN MARTIN, 2008).

Ainda, existem poucos relatos de atividade antiflngica para saponinas contra
fungos patogénicos a humanos, Segundo Woldemichael ; Wink (2001), uma fragédo de
saponinas totais de C. quinoa foi capaz de inibir o crescimento de Candida albicans.
Entretanto, somente a mistura de saponinas totais apresentou atividade (CIM de 50
Hg/mL.), enquanto que as saponinas isoladas mostraram pouca ou nenhuma atividade,

0 que sugere um possivel efeito sinergico entre esses saponinas (SPARG et al., 2004).






CAPITULO 1. Avaliacdo da atividade antifiingica de fracbes
de saponinas de Chenopodium quinoa Willd
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1. INTRODUCAO

Chenopodium quinoa (quinua ou quinoa) € uma espécie de ocorréncia nos
Andes. Particularmente, suas sementes sdo ricas em proteinas e, também, em
saponinas. Essas ultimas se acumulam nas cascas dos grdos, conferindo-lhes baixa
palatabilidade e isso obriga a sua remoc¢éo antes do consumo (WOLDEMICHAEL,;
WINK, 2001; MADL et al., 2006; KULJANABHAGAVAD et al., 2008). Uma das
caracteristicas das saponinas de quinoa é a diversidade de nucleos triterpénicos
presentes, entre outros, derivados dos &cidos oleandlico, fitolacagénico, serjanico e da
hederagenina (VERZA, 2011).

A atividade antifungica tem sido relatada para diversas saponinas (VERZA,
2011). Entretanto, no caso especifico das saponinas de quinoa h& poucos estudos
tratando deste tema. Estudos anteriores relatam atividade significativa contra Candida
albicans, fungo patdgeno que acomete seres humanos, e Botrytis cinerea, fitopatégeno
de parreirais (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; STUARDO; SAN MARTIN, 2008).

Neste contexto, o presente capitulo aborda a avaliacdo da associacdo da fracdo
de saponinas de quinoa com griseofulvina e terbinafina, dois antifungicos comerciais
amplamente utilizados para o tratamento de dermatofitoses.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS BOTANICOS

Chenopodium quinoa Willd (Chenopodiaceae) é uma espécie granifera originaria
da América do Sul, cultivada pelos povos habitantes da Cordilheira dos Andes ha
milhares de anos desde o nivel do mar até uma altitude de 3800 m, podendo crescer
em diferentes tipos de solos, com ciclo variando de 80 a 150 dias nas condigdes do
Brasil Central. Seus frutos sdo do tipo aquénio, pequenos, de forma cilindrica,
achatada de tamanho que varia de 2 a 2,5 mm de didmetro e 1,2 a 1,6 mm de largura e
sem dorméncia, por isso é considerado um pseudocereal (BRADY et al., 2007;
YAWADIO et al., 2008).

2.2 ASPECTOS FITOQUIMICOS

A importancia alimenticia das sementes de quinoa guanto a sua composi¢cdo em
proteinas, gordura, fibras, aminoécidos e minerais esta bem fundamentada na literatura
(COMAII et al., 2007; YAWADIO et al., 2008). Contudo, no que diz respeito ao
presente trabalho, a fracdo bioativa de interesse é a das saponinas, cuja remocao das
sementes faz parte do beneficiamento do grdo visando sua maior palatabilidade como
alimento (COMAI et al., 2007).

As saponinas de quinoa sdo substancias anfifilicas e incluem mais de 70
estruturas isoladas, com massas moleculares relativamente altas. Ocorrem na forma de
triterpenos monodesmosidicos e bidesmosidicos, em que a por¢éo hidrofilica consiste
em uma ou mais cadeias de acUcares ligadas a uma aglicona hidrofobica. As principais
agliconas encontradas em quinoa incluem: hederagenina e os acidos oleandlico,
fitolacagénico e serjanico. As cadeias de acUcares estdo normalmente ligadas as
posicbes C-3 (monodesmosidicas) ou C-3 e C-28 do nuacleo triterpénico
(bidesmosidicas) (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; MICHAEL, 2007,
KULJANABHAGAVAD; WINK, 2009.)

Métodos de extracdo e de purificacdo de saponinas de quinoa foram

desenvolvidos anteriormente em trabalho de tese (VERZA, 2011). A composi¢do
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quimica das denominadas fragdes de saponinas FQ70 e FQ90 foi analisada por
técnicas de CLAE-PDA e UPLC/Q-TOF-MS. Observou-se um predominio de
saponinas derivadas do &cido oleandlico e da hederagenina na fracdo FQ90, que ndo
foram detectadas em FQ70 em quantidades mensuraveis. Essa diferenca na
composicdo quimica das duas fragbes foi relevante para entendimento das

propriedades quimicas e fisicas de cada uma.

2.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS ATRIBUIDAS A SAPONINAS

Para as saponinas de diversas espécies tem sido relatada atividade antiflngica,
quer seja para leveduras ou fungos filamentosos, incluindo fitopatégenos e fungos

patogénicos ao ser humano e mamiferos (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplos de saponinas com atividade antifingica relatada.

Nome comum

Nome cientifico

Composto

Espécie(s) alvo(s)

Referéncia

Alho

Allium sativum
L. var.
Voghiera.

Furostanol saponinas:

B. cinérea

T. harzianum

(LANZOTTI
etal., 2012a)

Cebola

Allium cepa L.

Ceposide A (1) R=p-D-Xyl R'=0OH R"=H

Ceposide B(2) R=g-D-Xyl R'=H
Ceposide C (3) R=B-D-Gal R'=0H

R"=OH

R'=H

Fusarium
oxysporum f. sp.
lycopersici,

R. solani

Sclerotium
cepivorum

Alternaria
alternata,

Aspergillus niger,
B. cinerea,
Mucor sp.,

Phomopsis sp
T. atroviride

Trichoderma
harzianum

(LANZOTTI,
etal., 2012h)
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Nome comum

Nome cientifico

Composto Espécie(s) alvo(s) Referéncia
Cebola Allium cepa L. Fitopatdgenos (TESHIMA et
grupo al., 2013)
Aggregatum
Alliospiroside A H
Alliospiraside 8 CH,OH
Ervilha-de- Lathyrus ratan | 3-O-[B-D-glucuronopiranosilo-(1 — 4)-a- Colletotrichum (KHAN,
cheiro e Lathyrus L-arabinopiranosil-(1 — 2)-o-L- dematium 2011)
aphaca. arabinopiranosil]-olean-11, 13 (18) - )
dien-28- olico Alternaria
alternata
acido 3-O-{p-D-xilopiranosil-(1 — 2)-p-
D-glcopyranosyl-(1 — 4) - [B-D-
glucopiranosil-(1 — 2 )]-B-D-
xilopiranosil} -2,16 a-diidroxi-4-
hidroximetil-en-28-olico
Fruta de sabéo Sapindus Candida albicans | (TSUZUKI et
saponaria L. al., 2007)
Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida
parapsilosis
Sélo-de- Polygonatum Candida albicans (BAl etal.,
Saloméo odoratum ) 2013)
(Liliaceae) Aspergillus
_ R fumigatus
X o
Sabdo da India Sapindus f 9 Rhizoctonia solani, | (SAHA et al.,
mukorossi g 2010)
Gaertn. " NJFLJ Rhizoctonia
*-"'I,f_mrz bataticola,
Diploknema R
butyracea JF Sclerotium rolfsii
Gmelin i - . n RS Sacc.

ArsXylAmeAgh  OH ol OH

1e-Hycronyprotohassic acid H n ol oH oH

Fusarium udum
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Nome comum

Nome cientifico Composto Espécie(s) alvo(s) Referéncia
Paris polyphylla C. cladosporioides | (DENG et al.,
Smith 2008)
C. albicans
3R= CHy CH;
Zygophyllum Colletotrichum (AMIN et al.,
coccineum acutatum, 2011)
C. fragariae,
S C. gloeosporioides,
o Botrytis cinerea,
. Phomopsis
0o obscurans,
o o P. viticola,
¢ f Fusarium
oxysporum
Paris polyphylla . road Saccharomyces (ZHU et al.,
Smith var. G eUP.: O cerevisiae 2011)

yunnanensis

Nota: as estruturas quimicas foram reproduzidas das fontes bibliograficas respectivas (Gltima coluna)

Sobre a atividade antifungica relacionada a quinoa, estudos realizados por

Stuardo e San Martin (2008) revelaram que a atividade inibitoria das saponinas sobre

fitopatdgenos fangicos é geralmente menor do que a observada em agliconas isoladas.

Autores postulam que a atividade é altamente influenciada pelo grupo funcional ligado
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ao esqueleto da aglicona. Uma cadeia osidica ligada em C-3 é geralmente critica, tanto

para a permeabilidade da membrana quanto para as propriedades antiflngicas.

COOH
f’“ R
R1 R2
Acido oleandlico CH; CH;
Hederagemna CH,OH CH;
Acido fitolacageénico CH.,OH COOCH;
Acido serjanico CH; COOCH;

Figura 7. Estrutura geral das principais sapogeninas relatadas para C. quinoa.

Para a fracdo purificada de saponinas de quinoa tem sido relatada atividade
antifingica contra Candida albicans, com inibicdo de crescimento na concentracdo de
50 pg/mL. A avaliacdo das saponinas individuais mostrou pouca ou nenhuma
atividade antifingica, o que sugere um possivel efeito sinérgico entre as saponinas
(WOLDEMICHAEL; WINK, 2001).

A avaliacdo pelo método de difusdo em &gar da atividade antifungica de duas
fragdes saponosidicas (FQ70 e FQ90) sobre isolados clinicos de leveduras e fungos
filamentosos revelou serem inativas frente a leveduras (VERZA , 2011). Esta
constatacdo se opOe a resultados anteriormente descritos na literatura
(WOLDEMICHAEL; WINK, 2001). Por outro lado, as fragbes demonstraram
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atividade contra os dermatofitos, e tanto FQ90 quanto FQ70 inibiram M. gypseum e M.
canis. A concentracdo inibitéria minima (CIM) da FQ90 foi 62 e 125 pg/mL para M.
gypseum e M. canis., respectivamente; a CIM da FQ70 foi 125 pg/mL em ambos os
casos. Essas diferencas de perfis micoldgicos podem estar relacionadas com a
composi¢cdo quimica das fracdes, onde a FQ70 apresentou teor superior de derivados
fitolacagénicos, e FQ90 apresentou maior concentracdo dos derivados do é&cido

oleandlico e hederagenina.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAIS

3.1.1 Solventes, reagentes e meio de cultura

Acetonitrila grau CLAE (Tedia); acido perclorico (Synth); alcool etilico (Nuclear);
Alcool metilico (Nuclear); Resina adsorvente polimérica Diaion HP 20 (Supelco,
Estados Unidos); Agar batata dextrose (ABD) (Pronadisa, Madrid, Spain); Meio RPMI
1640 contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich Co., St Louis,
EUA); Tampao acido propanosulfonico 3-[N-morfolino] (MPOS) (Sigma Aldrich Co.,
St Louis, EUA).

3.1.2 Equipamentos

Agitador magnético Fisatom 725 A, balanga analitica semi-micro (AND, Estados
Unidos); banho de ultra-som com aquecimento (UNIQUE, Brasil); banho de agua
Biomatic modelo 869; coluna cromatografica Phenomenex Gemini NX RP C18 (250 x
4.6 mm i.d.; 5 um particle size); coluna de vidro sinterizado (600 x 10 mm d.i);
evaporador rotatorio R-144 (Blichi, Suica); liofilizador Modulyo® 4k (Edwards,
Inglaterra); sistema de CLAE Shimadzu LC-20 AT (Kyoto, Japan) composto por
bomba de alta pressdo duplo pistdo LC-20 AD, amostrador automatico SIL-20A,
detector espectrofotométrico por arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e software de
gerenciamento de dados LC-Solution Multi-DAD.

3.1.3 Material vegetal e farmacos

As sementes de Chenopodium quinoa de plantas cultivadas na regido de
Cochabamba (Bolivia) foram gentilmente cedidas pela Profa. Dr. Simone Verza.

Amostras de griseofulvina e terbinafina foram adquiridas foi adquirida de Deg
ImportacBes de produtos quimicos (Sdo Paulo, Lote 20100523) e Pharmagel
(Cachoerinha, Rio Grande do Sul, Lote 285334), respectivamente.

3.1.4 Micro-organismos
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Os 42 isolados clinicos selecionados para 0s ensaios microbioldgicos foram
obtidos da micoteca do Laboratério de Micologia de Prof. Alexandre Fuentefria, da
Faculdade de Farméacia, UFRGS. As cepas foram conservadas em tubos com tampa

contendo &gar Sabouraud Dextrose inclinado, em temperatura ambiente.

3.2 METODOS
3.2.1 Obtencao da solucéo extrativa de quinoa

A solucdo extrativa das sementes de quinoa foi obtida por decocc¢éo a 50 °C, sob
refluxo de 60 min e agitacdo constante, utilizando solugédo hidroetandlica a 40% (v/v) e
uma proporcdo planta: solvente de 1:10. A solucdo foi filtrada por papel filtro
Whatmann n° 2, aplicando vacuo moderado. O filtrado foi concentrado a 2/3 do
volume original em evaporador rotatério, a 55 + 3 °C. A solucdo concentrada foi
congelada a -4 °C, liofilizado (aparelho, modelo, pais) (VERZA, 2011).

3.2.2 Obtencao da fracdo enriquecida em saponinas

Foi utilizado o método desenvolvido anteriormente (VERZA, 2011). Uma
amostra de 700 mg de solucdo extrativa de quinoa foi fracionada utilizando resina
hidrofébica Diaion HP-20, etanol e 4gua como eluentes, em gradiente de polaridade
decrescente (30, 50, 70 e 90%, m/m). As fracGes correspondentes ao eluatos obtidos
com misturas hidroetandlicas a 70 e 90% foram reunidas, filtradas por papel-filtro e
concentradas sob presséo reduzida em rotavapor, até a metade do volume original. O

concentrado obtido foi liofilizado na sequéncia.
3.2.3 Caracterizacdo e doseamento dos extratos e fragOes bioativas por CLAE

A caracterizacdo e o0 doseamento das saponinas presentes nos extratos e fracoes
obtidas foram realizados utilizando o método por CLAE, previamente desenvolvido e
validado (VERZA, 2011).

3.2.4 Avaliacdo da atividade antifangica por teste de suscetibilidade



53

3.2.4.1 Preparacéo do inoculo fangico

O método de microdiluicdo em placa teve por base as diretrizes do Clinical
Laboratory Standart Institute (CLSI, 2002, Norma M38-A2), com alteragdes. Os
isolados foram cultivados em &gar-batata-dextrose e incubados em estufa a 32 °C
durante 7 a 15 dias. ApOs incubacdo, as colénias foram cobertas com
aproximadamente 4 mL de salina estéril (0,85%) e raspadas cuidadosamente com o
auxilio da uma alca. Esta suspensdo, contendo conidios e fragmentos de hifas, foi
aspirada com pipeta de Pasteur e transferida para um tubo estéril. As estruturas
fangicas mais pesadas foram descartadas apds repouso de 15 a 20 min e a parte
superior da suspenséo foi transferida para um novo tubo estéril e homogeneizada com
auxilio de vortex. As leituras foram realizadas em 530 nm (Diode array
spectrophotometer, HP), ajustando as concentragfes com solucdo salina estéril de
modo a obter leituras de transmitancia entre 80 e 85% para cada isolado testado. A
partir desta suspenséo, foi preparada uma diluicdo de 1:100 em RPMI-MOPS (meio
RPMI 1640 contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sodio — Sigma-Aldrich Co., St
Louis, EUA — tamponado com 0,165 mol/L de tampdo MPOS - Sigma) com o

objetivo de obter uma concentracio final de 0,4 10* a 5 10* células/mL.
3.2.4.2 Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitoria minima foi determinada pelo método da microdiluicdo
em placa, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standar Institute
(CLSI, 2002 doc., M38-A2), com modificacdes.

Para o ensaio foram utilizadas placas de microdiluicdo contendo 96 pogos, com
fundo em forma de “U”, com tampa (ALAMAR®, Diadema, Sao Paulo, Brasil). A
FQ70 foi dissolvida em &gua enquanto que a FQ90 foi diluida em 10%
dimetilsulfoxido (DMSO), devido sua baixa solubilidade em &gua. As solugdes das
fracbes foram diluidas para obter concentracfes na faixa de 500 a 1,95 pg/mL.
Paralelamente foi realizado um controle dos diluentes utilizados no ensaio. Uma
aliquota de 200 pL da fracdo de maior concentracdo foi adicionada na 12 fileira da

microplaca, procedendo-se a uma diluigdo geométrica transferindo 100 pL da 1? fileira
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para a 2% da 22 para a 3% e assim por diante, até a 102 fileira. A cada uma dessas
diluicdes foi acrescentado 100 uL do indculo previamente preparado em RPMI. Foi
incluido no ensaio um controle positivo (somente o indculo e meio, sem a fracdo) e um
controle negativo (somente o meio de cultura). Terbinafina e griseofulvina foram
utilizados como controle positivo de inibigéo, variando as concentragdes de 0,25 a 32

pug/mL, segundo o caso.

As microplacas foram incubadas a 32 °C, durante 7 dias. A determinagdo da
CIM das fracGes foi feita pelo método visual, tendo por critério a formacdo ou nao de
aglomerados de células (“botdo”) no fundo da cavidade da placa. Dessa forma, foi
considerado como CIM, a menor concentracdo do produto em teste capaz de produzir
inibicdo visivel sobre o crescimento das cepas testadas no ensaio. Cada isolado foi

testados em triplicata.
3.2.4.3 Ensaio de Sinergismo - Método de checkerboard

Foram dispensadas nas cavidades da microplaca aliquotas de 50 pL das fracfes
FQ90 e FQ70 e os antifungicos comerciais, em diversas concentracdes (CIM/8,
CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4, CIMx8): no sentido vertical da microplaca foi
depositado o volume com as concentragdes requeridas dos farmacos e no sentido
horizontal deposita-se 0 volume com as concentracfes das fracdes em estudo. Uma
aliquota de 100 pL do inéculo foi adicionada a cada cavidade, de modo a resultar em
um volume final de 200 uL. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 48 h. A CIM
foi determinada por leitura visual. A analise da interacdo entre os antifngicos foi
determinada através dos indices das concentraces inibitorias fracionadas (ICIF). Esse
indice foi calculado pela soma das concentracdes inibitorias fracionadas (CIF), onde
CIF”= (CIM do Antifangico A em combinagdo com Antifingico B)/(CIM Antifingico
A sozinho); e CIF®= (CIM do Antifingico B em combinacdo com Antif(ingico
A)/(CIM Antifingico B sozinho). Portanto: ICIF= CIF* + CIF? (KONTOYIANNIS ;
LEWIS, 2003).
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Os resultados serdo interpretados conforme o valor do ICIF em sinérgicos
(ICIF<0,5), aditivos (0,5 < FICI < 1), indiferentes (1 < FICI < 4) ou antagonistas (FICI
>4) (WHITE et al., 1996; LEWIS et al., 2002).
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4. RESULTADOS

Ainda que parcialmente diferentes as composi¢des quimicas, no presente
trabalho optou-se por utiliza-las separadamente, considerando o carater exploratério

dos testes.

As fracdes de saponinas de quinoa (FQ70 e FQ90) foram inicialmente testadas
contra quatro isolados de cada espécie dos dermatofitos, selecionados aleatoriamente e

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Isolados clinicos utilizados para o ensaio de suscetibilidade frente as fracdes de
quinoa

M. canis M. gypseum T. mentagrophytes T. rubrum
MCA 29 MGY 42 TME 16 TRU 20
MCA 39 MGY 45 TME 31 TRU 25
MCA 36 MGY 53 TME 34 TRU 46
MCA 40 MGY 58 TME 46 TRU 48

A FQ70 demonstrou ser inativa frente aos isolados de dermatdéfitos testados e a
FQ90 demonstrou-se ativa. Entretanto a inducdo de resultados pseudo-positivos foi
detectada no controle do solvente da FQ90, corroborando um estudo anterior no qual
esta possibilidade foi levantada (HAZEN, 2013). A inibicéo das células foi constatada
até a concentracdo de 2,5% de DMSO e, portanto, foram utilizadas concentractes
inferiores a esta para os testes posteriores de atividade antifungica. Uma solucéo
estoque de 50 mg/mL de FQ90 foi preparada em 100% de DMSO, e dilui¢cGes foram
realizadas para a obtencdo de 500 pg/mL de FQ90 com concentracdo maxima de 1%
de DMSO. Nessas condi¢des ndo foi possivel evidenciar qualquer atividade inibitéria

significativa para as fragcdes de saponinas.

No estudo da avaliacdo da atividade sinérgica das fracGes purificadas de
saponinas de quinoa com os antifungicos (TF ou GF), foi observada a atividade da
associacdo (FQ 70-GF, FQ70-TF, FQ90-GF e FQ90-TF), e todos os isolados testados
demonstraram atividade classificada como indiferente. Os IFICs foram calculados e

estdo representados na tabela 3, entretanto em todos os casos o0s valores foram
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superiores a 1. Contudo € importante destacar que a atividade antifungica da

associacdo foi sempre indiferente, mesmos contra isolado sensivel aos dois

antifungicos, resistentes a GF ou multirresistente.

Tabela 3. Atividade sinérgica da associacdo de TF ou GF com as fracbes FQ70 e FQ90

testada espécies de dermatofitos selecionadas

CIM (pg/mL) ICIF das combinages

Espécie Isolados  Ativ. FQ70 FQ70 FQ90 FQ90
GF TP FQI0 FQO  oet E G fTF

M. canis MCA 39 S 0,25 0,03 >500,0 >500,0 1,03 1,03 1,06 1,03
MCA36 RGF >320 1,0 >500,0 >500,0 1,12 1,12 1,12 1,12

M. gypseum MGY 42 S 1,0 0,03 >500,0 >500,0 1,06 1,03 1,03 1,03
MGY 58 RGF >320 2,0 >500,0 >500,0 1,12 1,12 1,12 1,12

T. TME 16 R >320 4,0 >500,0 >500,0 1,50 1,50 1,50 1,50
mentagrophytes ~ TME 46 S 05 0,125 >500,0 >500,0 1,03 1,06 1,03 1,06
T. rubrum TRU25 RGF >32,0 1,0 >500,0 >500,0 1,12 1,12 1,12 1,12
TRU 46 S 2,0 0,03 >500,0 >500,0 1,03 1,03 1,06 1,03

Observacdo: GF griseofulvina, TF terbinafina, FQ fracdes purificadas de quinoa, CIM concentragédo
inibitéria minima, ICIF indices das concentracOes inibitérias fracionadas, S isolado sensivel a GF e TF; R
GF isolado resistente a GF; R isolado resistente a TF e GF.
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5. DISCUSSAO

A diversidade estrutural das saponinas, que sdo compostas de unidades osidicas
ligadas a um esqueleto de aglicona hidrofébica, Essa estrutura molecular confere as
saponinas a capacidade de formar poros em bicamadas lipidicas, aumentando a
permeabilidade celular levando a desestabilidade osmotica (SIMONS et al., 2006).
Devido a esta capacidade e relatos de atividades antifungicas, esperava-se, encontrar
atividade antidermatofitica para as saponinas de quinoa. Porém, contrariando estudos
anteriores (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001), as fracbes de saponinas nao

apresentaram efeito inibitdrio sobre os dermatofitos.

De acordo com os resultados anteriores obtidos por meio de analises CLAE e
UPLC/Q-TOF-MS (VERZA, 2011), fracbes FQ70 e FQ90 apresentam perfis
cromatograficos semelhantes, porem FQ90 exibe saponinas adicionais, que sdo 0s
derivados do acido oleandlico e a hederagenina. Entretanto, nenhuma das fragdes
apresentou atividade antifungica, embora ambas mostrem diferencas na sua
constituicdo, bem como na propor¢do dos constituintes majoritarios. Com isso, cabe
supor que a atividade antifungica relatada para extratos ndo esteja ligada aos derivados
da hederagenina, do acido fitolacagénico, acido serjanico e do acido oleanodlico -

componentes majoritarios das fragdes de saponinas da quinoa.

Nesse mesmo contexto, Verza (2011) constatou que as duas fragdes da quinoa
apresentam estruturas micelares distintas, quando em concentracbes acima da
concentracdo micelar critica. A fracdo FQ70 apresenta micelas esféricas, enquanto que
FQ90 apresenta micelas tubulares. Devido a essa caracteristica de formacdo de
micelas, presumia-se que as saponinas fossem capazes de produzir essas estruturas e
assim promover a atividade antifingica quando associadas com TF ou GF. Além disso,
esperava-se que essas micelas seriam capazes de proteger o farmaco dos mecanismos
de resisténcia dos fungos ajudando assim o farmaco a ter seu efeito. Contrariando as
nossas expectativas, a combinacdo das fracdes de saponinas FQ70 e FQ90 em nada
alterou a atividade da TF ou GF, tanto em isolados resistentes como em sensiveis esses

antifangicos.
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6. CONCLUSAO

v' As fracGes saponosidicas F70 e F90 C. quinoa ndo apresentaram atividade
antifingica para as espécies de dermatdfitos testadas. E importante destacar que as
saponinas apresentam um grupo bastante heterogéneo de estrutura e, desta forma,

as atividades bioldgicas podem variar.

v Apesar das fragdes de quinoa, FQ70 e FQ90 originarem estruturas micelares
distintas, nenhuma dessas estruturas foi capaz de potencializar a atividade
antifungica da griseofulvina nem da terbinafina. Esse estudo demonstrou que a
associacdo dessas saponinas com os antifingicos testados ndo possibilitaria

qualquer potencial tratamento de micoses cutaneas relacionadas a dermatofitos.



60

7. REFERENCIAS

AMIN, E.; EL-HAWARY, S. S.; FATHY, M. M.; MOHAMMED, R.; ALI, Z;
TABANCA, N.; WEDGE, D. E.; BECNEL, J. J.; KHAN, I. A. Triterpenoidal
saponins: bioactive secondary metabolites from Zygophyllum coccineum. Planta
Medica, v. 77, n. 5, p. 488-91, 2011.

BAI, H.; LI, W.; ZHAO, H.; ANZAI, Y.; LI, H.; GUO, H.; KATO, F.; KOIKE, K.
Isolation and structural elucidation of novel cholestane glycosides and spirostane
saponins from Polygonatum odoratum. Steroids, v. 80, p. 7-14, 2013.

BRADY, K.; HO, C.-T.; ROSEN, R. T.; SANG, S.; KARWE, M. V. Effects of
processing on the nutraceutical profile of quinoa. Food Chemistry, v. 100, n. 3, p.
1209-16, 2007.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Reference
Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous fungi;
Approved Standard — second Edition. CLSI Document M38-A2. Clinical Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA, USA, 2002.

COLEMAN, J. J.; OKOLI, I.; TEGOS, G. P.; HOLSON, E. B.; WAGNER, F. F.;
HAMBLIN, M. R.; MYLONAKIS, E. Characterization of plant-derived saponin
natural products against Candida albicans. ACS Chemical Biology, v. 5, n. 3, p. 321-
32, 2010.

COMAI, S.; BERTAZZO, A.; BAILONI, L.; ZANCATO, M.; COSTA, C. V. L;
ALLEGRI, G. The content of proteic and nonproteic (free and protein-bound)
tryptophan in quinoa and cereal flours. Food Chemistry, v. 100, n. 4, p. 1350-5, 2007.

DENG, D.; LAUREN, D. R.; COONEY, J. M.; JENSEN, D. J.; WURMS, K. V,;
UPRITCHARD, J. E.; CANNON, R. D.; WANG, M. Z.,; LI, M. Z. Antifungal
saponins from Paris polyphylla Smith Planta Medica, v. 74, n. 11, p. 1397-402, 2008.

HAZEN, K. C. Influence of DMSO on antifungal activity during susceptibility
testing in vitro. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease, v. 75, p. 60-63,
2013.

HERLT, A. J.; MANDER, L. N.; PONGOH, E.; RUMAMPUK, R. J.; TARIGAN, P.
Two major saponins from seeds of Barringtonia asiatica: putative antifeedants toward
Epilachna sp. larvae. Journal of Natural Products, v. 65, n. 2, p. 115-20, 2002.



61

KHAN, N. A. Two antifungal active triterpenoid saponins from the seeds of Lathyrus
plants. Natural Product Research, v. 25, n. 18, p. 1687-94, 2011.

KONTOYIANNIS, D. P.; LEWIS, R. E. Combination chemotherapy for invasive
fungal infections: what laboratory and clinical studies tell us so far. Drug Resistance
Updates, v. 6, n. 5, p. 257-69, 2003.

KULJANABHAGAVAD, T.; THONGPHASUK, P.; CHAMULITRAT, W.; WINK,
M. Triterpene saponins from Chenopodium quinoa Willd. Phytochemistry, v. 69, n. 9,
p. 1919-26, 2008.

LANZOTTI, V.; BARILE, E.; ANTIGNANI, V.; BONANOMI, G.; SCALA, F.
Antifungal saponins from bulbs of garlic, Allium sativum L. var. Voghiera.
Phytochemistry, v. 78, p. 126-34, 2012a.

LANZOTTI, V.; ROMANO, A.; LANZUISE, S.; BONANOMI, G.; SCALA, F.
Antifungal saponins from bulbs of white onion, Allium cepa L. Phytochemistry, v. 74,
p. 133-9, 2012.

LEWIS, R. E.; DIEKEMA, D. J.; MESSER, S. A.; PFALLER, M. A.; KLEPSER, M.
E. Comparison of Etest, chequerboard dilution and time-Kkill studies for the detection
of synergy or antagonism between antifungal agents tested against Candida species.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 49, n. 2, p. 345-51, 2002.

SAHA, S.; WALIA, S.; KUMAR, J.; PARMAR, B. S. Structure-biological activity
relationships in triterpenic saponins: the relative activity of protobassic acid and its
derivatives against plant pathogenic fungi. Pest Management Science, v. 66, n. 8, p.
825-31, 2010.

SIMONS, V.; MORRISSEY, J. P.; LATIUNHOUWERS, M.; CSUKAI, M.
CLEAVER, A.; YARROW, C.; OSBOURN, A. Dual effects of plant steroidal
alkaloids on Saccharomyces cerevisiae. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
v. 50, n. 8, p. 2732-40, 2006.

SPEHAR, C. R.; SOUZA, P. I. M. Adaptacao da quinoa (Chenopodium quinoa Willd.)
ao cultivo nos cerrados do Planalto Central: resultados preliminares. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 28, n. 5, p. 635-9, 1993.

STUARDO, M.; SAN MARTIN, R. Antifungal properties of quinoa (Chenopodium
quinoa Willd) alkali treated saponins against Botrytis cinerea. Industrial Crops and
Products, v. 27, n. 3, p. 296-302, 2008.

TESHIMA, Y.; IKEDA, T.; IMADA, K.; SASAKI, K.; EL-SAYED, M. A.; SHIGYO,
M. TANAKA, S.; SHIN-ICHI, 1. Identification and biological activity of antifungal



62

saponins from shallot (Allium cepa L. Aggregatum group). Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 61, n. 31, p. 7440-5, 2013.

TSUZUKI, J. K.; SVIDZINSKI, T. I; SHINOBU, C. S.; SILVA, L. F;
RODRIGUES-FILHO, E.; CORTEZ, D. A.; FERREIRA, I. C. Antifungal activity of
the extracts and saponins from Sapindus saponaria L. Anais da Academia Brasileira
de Ciéncias, v. 79, n. 4, p. 577-83, 2007.

VERZA, S. G. Obtencéo e caracterizagdo de fracdes purificadas de saponinas de
Chenopodium quinoa e avaliagdo da formacéo de complexos do tipo ISCOM -
atividades biolégicas das fracdes e dos complexos formados. 2011. Tese
(Doutorado em ciéncias farmacéuticas) Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2011.

WHITE, R. L.; BURGESS, D. S.; MANDURU, M.; BOSSO, J. A. Comparison of
three different in vitro methods of detecting synergy: Time- kill, checkerboard, and E
test. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 40, n. 8, p. 1914-8, 1996.

WOLDEMICHAEL, G. M.; WINK, M. Identification and biological activities of
triterpenoid saponins from Chenopodium quinoa. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 49, n. 5, p. 2327-32, 2001.

YAWADIO, N. R.; KIKUZAKI, H.; KONISHI, Y. Antioxidant activity of various
extracts and fractions of CHENOPODIUM QUINOA and Amaranthus spp. seeds.
Food Chemistry, v. 106, n. 2, p. 760-6, 2008.

ZHU, L.; TAN, J.; WANG, B.; GUAN, L.; LIU, Y.; ZHENG, C. In-vitro Antitumor
Activity and Antifungal Activity of Pennogenin Steroidal Saponins from paris
Polyphylla var. yunnanensis. Iranian Journal of Pharmaceutical Research, v. 10, n.
2, p. 279-86, 2011,



CAPITULO 2. Artigo

A ser submetido




64

INTRODUCAO

Um aumento considerdvel da resisténcia a muitos farmacos disponiveis no
mercado, com a griseofulvina e terbinafina, tem ganhado importancia clinica,
atualmente. Além disso, resisténcia simultdnea a mdltiplos antifingicos tem se
revelado como um relevante problema emergente no setor da salde publica
(MARTINEZ-ROSSI et al., 2008).

Entretanto, é importante destacar que em estudos realizados com bactérias e
leveduras a associacdo de farmacos diminui o desenvolvimento de resisténcia, e pode
também reverter esse cenario. Os tratamentos utilizando combinacdes de farmacos
antifungicos se revelou mais eficaz contra isolados resistentes quando comparado a
isolados sensiveis. Além disso, os isolados tendem a adquirir resisténcia mais
dificilmente a associa¢do de farmacos quando comparado & monoterapia, uma vez que
na associagdo varios mecanismos de adaptacGes deveriam ser desenvolvidos pelos
fungos. Com isso, as associagdes terapéuticas podem se tornar a melhor alternativa de
tratamento (ALVES et al.,2012; VILCHEZE; JACOBS JR., 2012).

Nesse contexto, a combinacdo de farmacos antifungicos com diferentes
mecanismos de acdo tem se revelado importante para o tratamento de dermatofitoses
refratarias ou resistentes. Portanto, este capitulo trata da avaliacdo da atividade da
associacdo de griseofulvina (GF) e terbinafina (TF) dentro e fora das células. Para isso
foram empregadas técnicas de DSC, IV e microscopia eletronica.

Este capitulo é apresentado na forma de artigo a ser submetido para publicacdo no

periddico Journal of Antimicrobial Chemoterapy.
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Figure 7. Percentage of isolated cell damage measured by assay checkerboard with
MTT front of GF and TF alone and in combination. The horizontal axis shows the
concentration of GF and the depth axis shows the concentration of TF. The vertical
axis represents cell damage. The code of the isolate is shown above each graph.
Differents letters represents results statistically differents, to p value < 0.05.
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A presente dissertacdo foi desenvolvida tendo como referéncia os relatos da
presenca de saponinas nas sementes de C. quinoa, bem como as diversas atividades
bioldgicas atribuidas a essa classe de substancias, em especial, seu potencial efeito
antifingico (WOLDEMICHAEL; WINK, 2001; STUARDO; SAN MARTIN, 2008).
Desta forma, o primeiro capitulo desta dissertacdo destinou-se a obtencdo das fracdes
purificadas de saponinas, FQ70 e FQ90, com o intuito de verificar o efeito da atividade
antifungica de cada fracdo contra isolados de dermatofitos procedentes da Micoteca

desta Faculdade.

As saponinas sdo uma classe de substéncias anfifilicas capazes de formar poros
nas bicamadas celulares lipidicas, ao se ligarem ao ergosterol da membrana,
aumentando assim a permeabilidade celular e levando ao extravasamento do conteudo
da celula (SIMONS et al., 2006).

Coleman e colaboradores (2010) relataram uma clara atividade antifungica para
saponinas derivadas do barrigenol, destacando a sua potencializa¢do para a associacéo
dessas saponinas com fluconazol. Devido a esta caracteristica, esperava-se, em nosso
trabalho, encontrar atividade antidermatofitica para as fragcdes de saponinas de quinoa.
Porém, contrariando estudos anteriores, as fracGes de saponinas do estudo néo
apresentaram efeito inibitorio sobre os dermatofitos, descartando a participacdo de
saponinas de quinoa derivadas da hederagenina, do acido fitolacagénico, acido
serjanico e do acido oleandlico - componentes majoritarios das fragdes de saponinas da

quinoa.

Da mesma forma ficou descartada a hipotese das micelas formadas pelas
saponinas das fragcbes FQ70 e FQ90 de quinoa virem a modificar positivamente a
atividade da griseofulvina e da terbinafina. Em nenhum dos casos pode ser constatada

reversdo da resisténcia a ambos antifingicos nas espécies de dermatofitos testadas.

O segundo capitulo desta dissertacdo trata da atividade dos antifingicos TF e
GF contra isolados resistentes de dermatdfitos, apés ter sido testado de forma isolada e

em combinacdo. Na etapa inicial, destinada a determinacdo dos valores de CIM de TB
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e GF, foi possivel corroborar a detec¢cdo de isolados de dermatdfitos resistente a ambos

farmacos.

A GF apresentou valor médio de CIM dentro da faixa de eficacia do farmaco
para todas as espécies testadas, porém sete isolados (dois de MCA, um de MGY, e
dois de TME e TRU) mostraram valores de CIM superiores a 32 pg/mL, acima de 3
Hg/mL que é o limite de resisténcia para GF (ARTIS et al., 1981). Resultados
similares de resisténcia foram também observados por outros autores (SCHOLZ;
MEINHOF, 1991; CHADEGANIPOUR et al.,, 2004; GALUPPI et al.,, 2010;
NARDONI et al.,, 2013). De modo geral, os dermatofitos testados foram mais
susceptiveis a TF, apresentando CIM proximos a 0,06 pg/mL. Desses, somente dois
isolados, TME 16 e TME 34, foram resistentes, ultrapassando o valor de CIM > 4
Hg/mL, considerado o breackpoint de resisténcia para este farmaco (MUKHERJEE et
al., 2003). Esses dois isolados, por terem valores de CIM superiores a 3 pg/mL para
GF, também foram tidos como resistentes a esse farmaco. Dessa forma, pode ser
constatada a deteccdo de dois isolados multirresistentes. Destaca-se a importancia
deste achado, por ser, até o presenta, o primeiro relato de um isolado clinico de

dermatofito resistente simultaneamente a GF e TF.

Uma possivel explicacdo das diferencas na susceptibilidade dos isolados
testados seria a desigual prevaléncia de resisténcia alavancada por diferentes
mecanismos de acdo, uma vez que GF é fungistatico e TF fungicida. Esta ideia foi
proposta por Andes et al. (2006) que, ao avaliar a dose de antimicrobiano que
Impedisse o surgimento de populagdes resistentes, constatou que um agente fungicida,
como é o caso da TF, reduzia efetivamente no tamanho da populacdo de patogenos,
limitando a ocorréncia de mutacdes. No entanto, agentes fungistaticos, como GF, ndo
reduzem efetivamente o tamanho da populacéo, favorecendo assim o aparecimento de
mutacgdes capazes de conduzir a um quadro de resisténcia. Pelo contrario, a natureza
fungicida de TF torna mais dificil o surgimento de resisténcia. Assim, a resisténcia

simultanea a GF e TF surge como uma ocorréncia pouco provavel.
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Outra possivel alternativa de explicacdo para a resisténcia simultdnea a TB e GF
pode estar vinculada a um mecanismo de resisténcia comum a ambos farmacos. O fato
observado nos isolados resistentes somente a GF, que mostram um aumento de até 16
vezes 0 valor da CIM para TF (sem chegar a atingir o CIM de resisténcia), sugeriu a
possivel existéncia de mecanismos conexos. Em estudo realizado com T. rubrum
submetido a um tratamento mutagénico (FACHIN et al., 1996), os autores relataram
resisténcia simultanea para griseofulvina e tioconazol, sugerindo que fenémenos
semelhantes de resisténcia a mdaltiplos farmacos poderiam estar envolvidos. Um
provavel mecanismo dessa resisténcia multipla é a bomba de efluxo, da classe dos
transportadores ABC, antes codificado para a espécie de T. rubrum como sendo um

modulador da sensibilidade a varios antifingicos (FACHIN et al., 1996).

Porém, os resultados obtidos para o teste de bomba de efluxo ABC com
verapamil, realizado com os isolados TME 16 e TME 34 (T. mentagrophytes) néo
evidenciaram a participacdo deste mecanismo de resisténcia, corroborando com
PAIAO et al. (2007). Segundo esse autor, mutacbes em outros genes capazes de
produzir substancias, como a hidrolase de éster carboxilico (TR0036) e uma proteina
“Pol” (TR0002), poderiam também uma resposta ndo especifica ao stress celular
causado pelos farmacos. Por analogia, isso sugere que a multirresisténcia in vitro a TF
e GF nesses isolados de T. mentagrophytes pode, eventualmente, envolver uma

mutacdo em genes decorrente do estresse celular e viruléncia.

A avaliacdo mais aprofundada da acdo antifingica combinada de TF e GF foi
realizada mediante avaliacdo do dano celular utilizando o método do checkerboard
(usualmente aplicada para avaliar efeito sinérgico, aditivo, indiferenca e antagonismo)
e 0 MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo6lio), como indicador
da viabilidade celular. Por principio, células vidveis reduzem por meio da enzima
mitocondrial desidrogenase succinica o MTT, gerando como produto cristais de
formazan de cor azul-parpura (CHIOU et al., 2001). Assim, uma menor intensidade de

coloracéo ¢ associada a um maior dano celular, e vice-versa.
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No pressente trabalho, os isolados susceptiveis a TF e GF manifestaram uma
nitida reducédo na intensidade da cor, indicando um efetivo percentual de dano celular.
Para os isolados resistentes a um dos antifungicos ndo houve diferenca de intensidade
de cor o resultado em relagdo ao grupo controle. A associagdo da TF e GF exerceu um
efeito de reversdo de resisténcia para isolados multirresistentes, e para a maioria dos
isolados sensiveis apresentou efeito aditivo. No caso dos isolados susceptiveis, uma
vez que TF e GF atuam por mecanismos diferentes, é possivel que a TF, por inibir a
sintese do ergosterol, altere a integridade da membrana celular, facilitando a entrada da
GF e potencializando seu efeito. Gupta e Kohli (2003) evidenciaram efeitos sinérgico
e aditivo para a combinacdo de ciclopirox e terbinafina, porem encontraram
indiferenga para a maioria dos casos no estudo da combinagdo de ciclopirox e
itraconazol. Polak (2009) também estudou a atividade da combinacdo de amorolfina
com cetoconazol, griseofulvina e terbinafina e relatou que a combinacgéo era sempre
mais efetiva quando comparada a atividades dos antifingicos isoladamente. Outros
autores encontraram resultados similares, indicando que a combinagdo de amorolfina e
itraconazol tem efeito sinérgico ou aditivo sobre a maioria das espécies de

dermatofitos (Tamura et al., 2013).

Entretanto, os relatos acima colocados ndo explicam a reversdo da resisténcia
simultanea a TB e GF, uma vez que isolados resistentes a GF e susceptiveis a TF

mostram um aumento expressivo do valor da CIM, como antes mencionado.

A anélise por microscopia em luz visivel de hifas de definir qual isolados,
selecionados como exemplo, corroboram os resultados in vitro do dano celular
avaliado pelo método do checkerboard com MTT. Neste caso, 0 uso de TB e GF
isoladamente causou menos modificagdes estruturais do que a combinacao de ambos,
principalmente em isolados sensiveis. As modificacbes observadas indicam um
decréscimo na producdo de novas hifas, cuja intensidade guarda relacdo com o

percentual de dano celular observado.

Na analise do efeito dos farmacos na composicdo quimica do micélio do fungo

por FT-IR, pdde-se notar que os todos tratamentos com TB e GF, sozinhos ou em
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combinacdo, provocaram uma diminuicdo da intensidade das bandas associadas as
proteinas e lipideos, quando comparados com o controle ndo tratado. Para todos 0s
tratamentos foi observado também um aumento na intensidade da banda de
polissacaridos, proprio da ativacdo de mecanismos de desintoxicacdo e de resisténcia
fangica (BALDRIAN, 2003).

Ainda que pouco frequente na literatura, foi proposto neste trabalho a
investigacdo de possiveis interacGes fisico-quimicas que ocorreriam, tipicamente, fora
da célula. Um dos requisitos indispensaveis a absorcdo e permeacdo pela membrana
celular é que o farmaco esteja em solucdo. Pelo contrério, a precipitacdo do farmaco
comprometeria a sua biodisponibilidade e isso pode ocorrer ainda no sitio de acéo,
sobretudo com farmacos pouco soluveis, como griseofulvina. O processo envolve uma
sequéncia de trés etapas: (a) realizacdo de supersaturacdo, (b) a formacdo de nucleos
de cristais, e (c) subsequente crescimento de cristais (RODRIGUEZ-HORNEDO;
MURPHY, 1999).

Alteracdes de solubilidade ou de isomerizagdo também podem ocorrer durante o
periodo de incubacdo em testes in vitro realizados com células (KAISER, 2012). O
monitoramento da solubilidade da GF permitiu detectar insolubilidade dessa acima de
10 pg/mL, no decorrer da incubacdo do ensaio de suscetibilidade in vitro. A analise
por CLAE das fracbes soluvel e insolGvel permitiu constatar que aproximadamente
80% da concentracdo inicial de 50 pg/mL de GF precipita no meio de cultura a 32 °C.
Este dado levanta questionamentos sobre relatos de resisténcia a este antifungico a
concentrac6es de 10 pg/mL, utilizando o mesmo meio de cultura (ARTIS et al., 1981,
FACHIN et al., 1996). E bastante provavel que as concentracdes de resisténcia
relatadas se devam a uma questdo de solubilidade e ndo a uma resisténcia exagerada a
GF.

Como produto biotecnolodgico, a griseofulvina € comercializada contendo as
Impurezas declorogriseofulvina, deidrogriseofulvina, diidrogriseofulvina,
tetraiidrogriseofulvina, acido griseofulvico e isogriseofulvina. A analise por CLAE da

fracdo insoluvel (precipitado formado durante o periodo de incubacdo) demonstrou
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concentragBes inferiores das impurezas Imp 1 (estrutura desconhecida), &cido
griseofulvico, declorogriseofulvina, deidrogriseofulvina, em relacdo a fracdo soluvel
(0%, 10%, 50%, 55%, respectivamente). Porém, a precipitacdo de GF na presenca de
terbinafina mostrou que a impureza declorogriseofulvina torna-se aproximadamente
20% mais soltvel, quando comparado a sua concentracdo na fracdo sollvel apds

precipitacédo da griseofulvina sozinha.

Uma vez que alterag6es na solubilidade de uma substancia na presenca de outra
indicam a possibilidade de interacdes moleculares, na sequéncia deste trabalho foi
investigada a possibilidade da ocorréncia deste fendmeno. Para isso, foram utilizados
métodos por calorimetria diferencial exploratoria (DSC), espectroscopia na regido do
infravermelho (FT-IR) e microscopia eletronica de varredura dos dois antifungicos

sozinhos e em mistura liofilizada.

A comparagdo dos termogramas para a mistura de TB e GF mostrou
significativas diferencas em relacdo aos termogramas das substancias analisadas
isoladamente (Figura 6 do Capitulo 2) Este tipo de comportamento sugere a formacéo
de um composto (possibilidade descartada pela analise por CLAE) ou de um produto
de interacdo similar ao observado na formacdo de complexos. Um aspecto importante
a ser destacado € a relacdo deste comportamento em funcéo das diferentes proporgoes
ponderais analisadas, dadas as alteracGes e deslocamentos nos processos endotérmicos
decorrentes da mistura. AlteracBes similares foram relatas para a combinacdo de
griseofulvina com &cidos fracos (CHIOU; NIAZI, 1978), as quais foram associadas a
formacdo de misturas eutéticas (GILL; VULFSON, 1994).

De igual forma, a analise por FT-IR indica uma marcada diferenca espectral
entre TB e GF e a mistura de ambas substancias. As alteracdes observadas no padrao
das bandas de absorcdo sugerem uma interacdo entre a cetona da GF e a tripla ligagédo
da TF. O desaparecimento das bandas dos compostos aromaticos no espectro da
mistura sugere uma possivel interagdo entre as ligagdes m dos anéis aromaticos dos

dois compostos.
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As analises por MEV mostram também alteracfes significativas nos habito
cristalino de TB e GF, quando em mistura. Principalmente, cabe destacar a mudanga
na forma cristalina da TF de placa para agulha na presenca de GF. Uma vez que se
trata de andlises de misturas, ndo é possivel afirmar a ocorréncia de polimorfismo.
Entretanto, as alteracGes registradas nos termogramas por DSC deixam claro o
envolvimento de processos energéticos mais fortes do que uma simples alteracdo de
habito cristalino, como relatado para TF (KUMINEK, 2013) e GF (CARR et al.,
2010).

Os dados obtidos nos testes fisico-quimicos, quando comparados ao caso dos
dois isolados multirresistentes (TME 16 e TME 34), permitem propor a participacao
de uma forte interacdo molecular entre GF e TB, a que poderia evadir o mecanismo de
resisténcia baseado, presumivelmente, no ndo-reconhecimento de TF e GF na forma de
um complexo molecular formado por parte dos isolados multirresistentes. Com isso,
dois desdobramentos seriam possiveis: (a) a entrada da TF e GF na célula na forma de
complexo, seguida de uma posterior desestruturacdo desse complexo em nivel de
membrana, favorecendo os mecanismos de acdo individuais; (b) permanéncia do
complexo no interior da célula na forma ndo-dissociada, que passaria assim a atuar por

um mecanismo de acéo diferente.

Cabe ainda salientar que essa proposta ndo exclui a participacdo de mecanismos
de resisténcia propriamente ditos, isto é, em nivel celular. Essa possibilidade se
constata no fato de a formacédo de complexo com a TF néo ter sido capaz de reverte a
resisténcia em cinco isolados resistentes apenas a GF. Isso sugere a existéncia de
outras possibilidades a serem consideradas em trabalhos posteriores. E provavel que o
mecanismo por tras da reversao da resisténcia seja mais especifico para a GF ou que o
mesmo tenha surgido de comportamentos celulares especificos, segundo o isolado em

estudo.
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O perfil de susceptibilidade da griseofulvina e terbinafina frente a 42 isolados de
micoses superficiais permitiu a obtencdo de sete isolados resistentes a
griseofulvina e dois isolados de T. mentagrophytes multirresistentes.
Contrariamente, grupo de saponinas encontradas na C. quinoa nao apresentou

atividade antifingica para as espécies de dermatofitos testadas;

Na avaliagdo da combinagé&o entre griseofulvina e terbinafinas obtivemos atividade
aditiva para a maioria dos isolados testados, cabe destacar que esta associagao

também foi capaz de reverter a multirresisténcia de dois isolados;

O efeito da associacdo de terbinafina e griseofulvina puderam ser constatados no

exame ao microscopio da morfologia das hifas;

Griseofulvina e terbinafina provocaram alteracbes na composicdo quimica do
micélio do fungo avaliado por FT-I1V, sobretudo das proteinas e dos lipideos

associados a membrana da hifa;

A anélise comparativa de terbinafina e griseofulvina por DSC, FT-IR e MEV,
isoladamente e em associacgéo, indicam uma forte interacdo molecular entre ambos
farmacos e sugerem a formacéo de um complexo. Esta constatacdo caracteriza um
evento fora da membrana celular, que pode estar relacionado com a reversdo da

resisténcia a ambos antifingicos, observada em dois isolados multirresistentes;

O aumento da solubilidade da declorogriseofulvina quando em mistura com a
terbinafina, merece atencdo como fato complementar a ser considerado na

reversao da multirresisténcia;

A auséncia de relatos na literatura similares sobre a resisténcia simultanea a TB e
GF, assim como a interacdo desses dois farmacos em nivel molecular, fora da
célula, e sua possivel relagdo com a reversdo da resisténcia ndo foram descritos na

literatura e merecem a atengao de estudos futuros.
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