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RESUMO

As dermatofitoses sao infecgdes cutaneas, causadas por fungos filamentosos
dermatofiticos, cuja incidéncia tem aumentado cada vez mais. Assim, este trabalho
teve como objetivo investigar a atividade antidermatofitica de uma série de sais
imidazodlicos (SIMs, compostos ibnicos), determinando-se relacdes de estrutura-
atividade e caracterizando-se 0 mecanismo de acdo e perfil toxicolégico dos
mesmos, a fim de prospectarem-se alternativas para o tratamento das
dermatofitoses. A avaliacdo da suscetibilidade de 45 isolados clinicos (sensiveis e
multirresistentes) de M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum, pés-
tratamento in vitro com 11 SIMs e antifingicos comerciais, foi realizada por
microdiluicdo em caldo. Os demais testes, de mecanismo antifungico e toxicidade,
seguiram modelos ja bem estabelecidos na literatura. Todos os dermatoéfitos foram
sensiveis aos SIMs, os quais apresentaram faixa de concentragdo inibitéria minima
(CIM) de 0.02 — 50.00 pg/mL. Os menores valores de CIM foram observados para 0s
sais com 16 atomos de carbono na cadeia lateral e &nions cloreto e
metanossulfonato. Além disso, somente os sais CisMIMCl e CisMImMeS foram
fungicidas, sendo que CisMImMeS exerceu esse efeito sobre 100% dos isolados.
CisMIMCI, CisMImMeS e CieMIMNTf2 provocaram evidentes alteracdes na
morfologia dos dermatofitos multirresistentes, ocasionando um dano celular total de
aproximadamente 60 — 80%. Prople-se que esses 3 SIMs exercam sua acao
antidermatofitica por interacdo com a membrana celular fungica, reduzindo o
conteudo de ergosterol e complexando-se com o mesmo. CisMImMeS ainda
demonstrou indicios de acdo sobre a parede celular dos dermatofitos. Por fim,
nenhum dos compostos analisados, nas concentracfes testadas, foi citotoxico,
mutagénico ou genotoxico a células leucocitarias humanas, 0 que representa um
resultado promissor para uma futura eventual bioaplicagdo segura dessas
substancias imidazdlicas, as quais demonstraram in vitro forte potencial antifingico

contra dermatofitos multirresistentes.

Palavras-chave: dermatofitoses, dermatéfitos multirresistentes, sais imic

atividade antidermatofitica, mecanismos de acéao, toxicidade.






ABSTRACT

Prospection of imidazolium salts with antifungal potential against multidrug-
resistant dermatophytes: study of structure-activity relationships, mechanisms
of action and toxicity. Dermatophytoses are cutaneous infections, caused by
dermatophytic filamentous fungi, whose incidence has been increasing. Thereby, this
study aimed to investigate the antidermatophytic activity of a series of imidazolium
salts (IMSs, ionic compounds), with the determination of structure-activity
relationships, characterization of the mechanism of action and toxicological profile of
these compounds, to the prospection of alternatives for the treatment of
dermatophytoses. The evaluation of susceptibility of 45 (susceptible and multidrug-
resistant) clinical isolates of M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes and T.
rubrum, after in vitro treatment with eleven IMSs and commercial antifungals, was
performed by broth microdilution. The other tests of antifungal mechanism and
toxicity following models already well established in the literature. All dermatophytes
were sensitive to IMSs, which showed minimum inhibitory concentration (MIC) range
of 0.02 — 50.00 pg/mL. The lowest MIC values were observed for salts with 16
carbon atoms in the side chain and with chloride and methanesulfonate anions. Only
the salts C1sMImCI and CisMImMeS were fungicides, wherein CisMImMeS exerted
this effect on 100% of the isolates. Furthermore, CisMIMCl, CisMImMeS and
C1sMIMNTf, provoked evident alterations in morphology of multidrug-resistant
dermatophytes, causing a total cell damage of approximately 60 — 80%. It is
proposed that these three IMSs exert their antidermatophytic activity by interaction
with the fungal cell membrane, reducing the content of ergosterol and complexing
with it. CisMImMeS still showed indications of action into the cell wall of
dermatophytes. Finally, none of the analyzed compounds were cytotoxic, mutagenic
or genotoxic to human leukocytes cells, which is a promising result for future safe
bioapplication of these imidazolium substances, that showed in vitro strong antifungal

potential against multidrug-resistant dermatophytes.

Keywords: dermatophytoses, multidrug-resistant dermatophytes, imidazolium s~

antidermatophytic activity, mechanisms of action, toxicity.






LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Propriedades quimicas dos compostos estudados.................ccceevenen.. 106
Tabela 1. Propriedades quimicas dos compostos estudados (continuacao)......... 107

Tabela 2. Suscetibilidade dos isolados de M. canis (MCA) em relagéo ao tratamento
in vitro com 11 SIMs e 3 antifungicos comerciais (terbinafina — TBF, griseofulvina —
GSF € CEtOCONAZOI — CTZ)ceiiiiiiieieeiee ettt 136

Tabela 3. Suscetibilidade dos isolados de M. gypseum (MGY) em relacdo ao
tratamento in vitro com 11 SIMs e 3 antifingicos comerciais (terbinafina — TBF,
griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ)......covvviiiiiiiiiiiiii e 137

Tabela 4. Suscetibilidade dos isolados de T. mentagrophytes (TME) em relacdo ao
tratamento in vitro com 11 SIMs e 3 antifungicos comerciais (terbinafina — TBF,
griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ)......ceuvviiiiiiiiiiiiiiie e 138

Tabela 5. Suscetibilidade dos isolados de T. rubrum (TRU) em relacdo ao tratamento
in vitro com 11 SIMs e 3 antifungicos comerciais (terbinafina — TBF, griseofulvina —
GSF € CEtOCONAZOI — CTZ)ceiiiiiiiiii ettt 139

Tabela 6. CIMsp e média geométrica dos 11 SIMs e 3 antifUngicos comerciais
(terbinafina — TBF, griseofulvina — GSFe cetoconazol — CTZ) em relacdo as 4
espécies dermatofiticas — M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes
(TME) € T. rubrum (TRU)...uuuieieceeie ettt e e e e e e e e e e e e e 141

Tabela 7. Comparacado estatistica dos 11 SIMs com os 3 antifUngicos comerciais
(terbinafina — TBF, griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ) em relacdo as 4
espécies dermatofiticas — M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes
(TME) € T. rubrum (TRU)...uuuiiiie et e e e et e e e e e e e e 145

Tabela 8. CIM dos 11 SIMs e antifungico cetoconazol (CTZ) em relacdo a cepas
leveduriformes-referéncia: Candida albicans (CA) ATCC 18804, ATCC 24433 e
Candida tropiCalisS (CT) 750.....ccccii et e e ee e e eaeaeeaees 148

Tabela 9. Suscetibilidade dos isolados de M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T.
mentagrophytes (TME) e T. rubrum (TRU) em relacéo ao tratamento in vitro com 11
SIMs e 1 antifungico comercial (cetoconazol — CTZ) em Caldo Sabouraud Dextrose

Tabela 10. Concentracao fungicida minima (CFM), em pg/mL, dos SIMs C16MImCI e
CisMImMeS e antifungico terbinafina em relagdo aos dermatéfitos do género
1Y Lo 0] 0T (1 o PRSP 150

Tabela 11. Concentracao fungicida minima (CFM), em pg/mL, dos SIMs C16MImCI e
CisMImMeS e antifungico terbinafina em relagcdo aos dermatdéfitos do género
LI (eX g T0] o] 4)V4 (o o TR 151



Tabela 12. Efeito sobre a biossintese do ergosterol fungico de isolados
dermatofiticos multirresistentes, poés-tratamento in vitro com os SIMs CisMIMCI,
CisMImMeS, C1sMIMNTf2 e antifungico cetoconazol (CTZ).......cccvvvveiviiieinennn... 163

Tabela 13. Andlise estatistica do efeito sobre a biossintese de ergosterol fungico,
para comparagdo entre CieMIMCI, CisMImMeS, CisMImMNTf,, cetoconazol e o
controle NA0 tratado. .........ooirii i 164

Tabela 14. Valores de CIM do CisMImCI, CisMImMeS, CisMIMNTf, e da
anfotericina B (AFB), em pg/mL, sem e com adi¢ao do ergosterol comercial......... 167

Tabela 15. Valores de CIM do CisMImCI, CieMImMeS, CisMImMNTf, e da
anidulafungina (ANF), em ug/mL, sem e com adi¢cao de sorbitol...............coovnnnnnnn.. 170

Tabela 16. Andlise estatistica de comparacdo dos SIMs CisMImCI, CisMImMeS e
C1sMIMNTf, com o Dodecilsulfato de sodio (SDS) 2%, em diferentes tempos....... 173



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Microsporum canis

(FONTE: MYCOLOGY ONLINE - National Mycology Reference Centre,
120 I PP RS 53
Figura 2. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Microsporum gypseum
(FONTE: MYCOLOGY ONLINE - National Mycology Reference Centre,
710 TR 54

Figura 3. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Trichophyton
mentagrophytes (FONTE: MYCOLOGY ONLINE — National Mycology Reference

(@] o1 =T 0 0 S 56
Figura 4. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Trichophyton rubrum
(FONTE: MYCOLOGY ONLINE - National Mycology Reference Centre,
72 0 OSSP PPRRRRRR 58

Figura 5. Imagens de lesbes caracteristicas das distintas formas clinicas de
dermatofitose: (a) tinea capitis (couro cabeludo), (b) tinea corporis (corpo), (c) tinea
cruris (grandes pregas), (d) tinea unguium (unha), (e) tinea barbae (barba), (f) tinea
manuum (méaos) e (g) tinea pedis (pés) (FONTE: MYCOLOGY ONLINE — National
Mycology Reference Centre; DOCTOR FUNGUS,

Figura 6. Imagens dos tipos de comprometimento ungueal nas onicomicoses
dermatofiticas: (a) forma subungueal distal (b) forma subungueal proximal (c) forma
superficial (leuconiquia micotical/tricofitica/branca) (FONTE: adaptado de WELSH,;
VERA-CABRERA; WELSH, 2010).......ccitttiiieeiiiiiieeee s e seee e e e e eesteeeee e e s snnneaeeeeaan 65

Figura 7. Estrutura e propriedades quimicas do ciclopirox olamina (FONTE:
CHEMSPIDER, 2014).....ciiiiie ittt e e ettt e e e s s ssssbe e e e e e e s snsseeeaeennnneees 75

Figura 8. Estrutura e propriedades quimicas da terbinafina (FONTE: CHEMSPIDER,
Figura 9. Principais marcos no desenvolvimento dos antifingicos ao longo do século
XX (FONTE: adaptado de LEMSADDEK, 2008).........c.c.ccttiiiiiiiiiinieeesiisiiieeeeeesnnnsneeens 79

Figura 10. Estrutura e propriedades quimicas da griseofulvina (FONTE:
CHEMSPIDER, 2014).....ciiiiieiiiiiitie ettt e e e e e e st e e e e e st ee e e e s s nnaeeeeaeas 79

Figura 11. Estrutura e propriedades quimicas do cetoconazol (FONTE:
CHEMSPIDER, 2014).....ciiiiie ittt e e et e e e s s snsnte e e e e e e e ssneeeaaeeannnnenes 81

Figura 12. Mecanismos de resisténcia fungica (FONTE: LOURENCO,



Figura 13. Representacdo esquematica — (a) estrutura do nucleo 1,3-
dialquilimidazélio (FONTE: FRANZOI et al., 2011) e (b) estrutura quimica anfifilica de
um sal imidazodlico (cloreto de 1-n-dodecil-3-metilimidazdlio) — regides hidrofobicas
em vermelho e regifes hidrofilicas em azul (FONTE: adaptado de MARKIEWICZ,
2012; RIDUAN; ZHANG, 2013)...uuuuuuuuuiiaaeeeaaiaaaeeeeaeeeeeeeseessnessssnnn s seesseeesssnnnsnnnnnns 91

Figura 14. Representacdo esquemética das subclasses dos sais imidazolicos
(FONTE: adaptado de RODRIGUES, 2010).....cccceetiiiiiiiiiaeeeiiiiiieee e eeiiiee e e e e siiee e 92

Figura 15. Histérico grafico da producao cientifica e tecnolégica envolvendo liquidos
ibnicos, dentre esses Lls imidazodlicos, entre os anos 1990 até 2006 e numero de
artigos relacionados aos LIs, publicados em diferentes areas do conhecimento, de
2000 a 2009, conforme classificacdo do portal Web of Science (FONTE:
@1 [ €18 1 =S T 0 10 ) TR 95

Figura 16. Histérico grafico das publica¢gdes cientificas envolvendo liquidos idnicos,
dentre esses Lls imidazélicos, de 2008 a 2014, conforme classificagédo do portal Web
(0 B =T Lo S EPPUUSRPRPR 95

Figura 17. Figura representativa das variadas aplicagbes dos SIMs-LIs em
diferentes areas da ciéncia (FONTE: adaptado de LIS et al., 1987; ZHANG et al.,
2009; RODRIGUES, 2010; ELSHAARAWYA; JANIAK, 2014; FARAL-TELLO et al.,

Figura 18. Esquema geral de sintese dos SIMs-LIs — (a) reacdes de substituicao
nucleofilica, nas quais R e R representam cadeias alquilicas e X o contra-ion e (b)
troca ibnica, na qual R e R representam cadeias alquilicas, X e Y 0 anion e M
representa um metal (FONTE: SATO, 2011)....cuuuiiiiieiiiieeiieieeeeeeivieeeeen e e e e 104

Figura 19. Combinacbes entre cations e anions dos SIMs estudados. Mim:
metilimidazdlio, [Cl]: anion cloreto, [MeS]: anion metanossulfonato ou mesilato,
[NTf2]:  &nion  bis(trifluorometilsulfonil)lamida ou  N-triflato, [OcS]:  &nion
octanossulfonato, [SaC]: anion salicilato...............cooiiiiii i, 105

Figura 20. Estrutura quimica do sal imidazdlico (liquido i6nico imidazodlico a
temperatura ambiente) C4MImCI (FONTE: CHEMDRAW Std 14.0)........cccccceevnnnnee 107

Figura 21. Estrutura quimica do sal imidazélico C4aMImMeS (FONTE: CHEMDRAW
103 o 0127 5 ) RPN 108

Figura 22. Estrutura quimica do sal imidazolico C4aMImOcS (FONTE: CHEMDRAW
103 o I 5 ) PRSP 108

Figura 23. Estrutura quimica do sal imidazolico CoMimMeS (FONTE: CHEMDRAW
103 (o 127 50 ) P RPPPPPUPRPRRPPN 108

Figura 24. Estrutura quimica do sal imidazdlico (liquido iénico imidazélico a
temperatura ambiente) C1oMIMCI (FONTE: CHEMDRAW Std 14.0).....ccccceveieeeennee. 109



Figura 25. Estrutura quimica do sal imidazdlico (C1)2MImCI| (FONTE: CHEMDRAW
S 140t ettt ettt ettt en e, 109

Figura 26. Estrutura quimica do sal imidazélico CisMImCl (FONTE: CHEMDRAW
ST [ 1 0 ) FE TP 109

Figura 27. Estrutura quimica do sal imidazélico CisMImMeS (FONTE: CHEMDRAW
S0 0 ) TSRO 110

Figura 28. Estrutura quimica do sal imidazoélico CisMImMNTf, (FONTE: CHEMDRAW
S0 0 ) SO 110

Figura 29. Estrutura quimica do sal imidazélico CisMImSaC (FONTE: CHEMDRAW
S0 0 ) TSRO 110

Figura 30. Estrutura quimica do sal imidazélico CisMImCl (FONTE: CHEMDRAW
S0 0 TP 111

Figura 31. Grafico boxplot, com a mediana, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil e
minimo e maximo das CIM's de seis SIMs (CsMImCI, CioMImCI, CisMImCI,
C1eMIMCI, CisMIMNTf, e CisMImMeS) e um antifiangico (terbinafina —

Figura 32. Imagem de uma microplaca do teste de suscetibilidade, ap6s 14 dias de
incubacéo a 30 °C, com o dermatofito Trichophyton mentagrophytes (TME 16*), pos-
tratamento com os SIMs — CisMImMeS, CisMIMNTf, e CisMIMCI e antifingico
(o] (o ot ] aF- V4o | PP PPPPRPPPP 147

Figura 33. Relacédo do efeito fungicida (a) e da CIMsp (b) dos SIMs — CisMImCI,
CisMImMes e antifungico terbinafina (TBF)..........c.cooiiiiiiieen, 152

Figura 34. Imagens da micromorfologia de T. mentagrophytes (TME 16*) pés-
tratamento in vitro com 3 SIMs, em concentracdes sub-inibitorias; (a, b) — controle
sem tratamento, (¢, d) — CieMIMCI, (e, f) - CisMImMMeS e (g, h) -
CaBMIMIN T e e e e 153

Figura 35. Imagens da microscopia eletrénica de varredura de T. mentagrophytes
(TME 16%*) pés-tratamento in vitro com 3 SIMs, em concentracdes sub-inibitérias; (a,
b) — controle sem tratamento, (c, d) — CisMImCI, (e, f) — CisMImMeS e (g, h) —
CasMIMIN T oL e e 155

Figura 36. Representacao grafica do dano celular dos isolados multirresistentes das
4 espécies dermatofiticas — M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagronhwvtac
(TME) e T. rubrum (TRU), expresso em percentagem, pos-tratamento com o¢
C16MIMCI, CisMImMeS, CisMIMNTf, e cetoconazol (CTZ). Barras com a n
letra s@o estatisticamente equivalentes.............ccoiiiiiiiiiiiii i

Figura 37. Curvas de morte de 4 dermatofitos multirresistentes — M. canis (MCA
36*), M. gypseum (MGY 58%*), T. mentagrophytes (TME 34*) e T. rubrum (TRU 43%)
baseadas na acdo fungicida do CieMImMeS, em trés diferentes concentragdes



correspondentes a CIM, 2xCIM e 4xCIM para cada isolado fungico, comparado ao
controle sem tratamento. ... ..oooii i 159

Figura 38. Imagens das placas de petri, na diluicdo 102, utilizadas para contagem
de colbnias, na determinagdo das curvas de morte de M. canis (MCA 36*), M.
gypseum (MGY 58*), T. mentagrophytes (TME 34*) e T. rubrum (TRU 43*), pés-
tratamento in vitro com o CisMImMeS, no tempo inicial de 1 hora...................... 160

Figura 39. Imagens das placas de petri, na diluicdo 102, utilizadas para contagem
de colbnias, na determinagdo das curvas de morte de M. canis (MCA 36*), M.
gypseum (MGY 58*), T. mentagrophytes (TME 34*) e T. rubrum (TRU 43*), pés-
tratamento in vitro com o CisMImMeS, no tempo final de 48 horas..................... 161

Figura 40. Variacdo nas CIM's de CisMImCIl, CieMImMeS, CisMImMNTf, e da
anfotericina B (AFB), na presenca de ergosterol exdgeno, em relacdo a isolados
multirresistentes de M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum........... 168

Figura 41. Variagdo nas CIM's de CisMImCI, CisMImMeS, CisMIMNTf, e da
anidulafungina (ANF), na presenca de sorbitol, em relagdo a isolados
multirresistentes de M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum........... 171

Figura 42. Percentagem de lise celular de isolados multirresistentes de M. canis, M.
gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum, pos-tratamento in vitro com CisMImCI,
CisMIMMeS, C16MIMNTF2 € SDS 290......cccuuiiiieeeieiiiiiie e e e 172

Figura 43. Imagem representativa dos mecanismos de acdo dos SIMs CisMImCI,
C1i6MIMMES € Ci6MIMNT o, . e e e 174

Figura 44. Esquema ilustrativo de representacdao do potencial antidermatofitico de
SIMs e antifinNgiCOS COMEICIAIS. ........ouiieie e e ee e 176

Figura 45. Gréficos da analise toxicolégica. Efeitos dos SIMs C1sMIMCI, C1isMImMeS
e CisMImNTf, sobre a (1) proliferagéo e (2) viabilidade celular. Barras com letras
iguais indicam equivaléncia estatistiCa................cooiiiii i 177

Figura 46. Gréficos da analise toxicologica. Efeitos dos SIMs C1sMIMCI, C1sMImMeS
e CisMImNTf2 sobre a (1) frequéncia de micronucleos e (2) dano ao DNA. Barras
com letras iguais indicam equivaléncia estatistica.........................oo 178

Figura 47. Gréfico da analise toxicologica. Efeitos dos SIMs C1sMImCI, CisMImMeS
e CisMIMNTf, sobre a estabilidade cromossdmica numérica. Barras com letras
iguais indicam equivaléncia estatistiCa................ccoiii i 180



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABD — Agar Batata Dextrose

ABNT — Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas

AFB — anfotericina B

[AMIm]Br — brometo de 1-alquil-3-metilimidazélio

[AMMIm]Br — brometo de 1-alquil-2,3-dimetilimidazélio

ANF — anidulafungina

ANOVA — andlise de variancia

ASD — Agar Sabouraud Dextrose

ATCC — American Type Culture Collection

[BF4] — &nion tetrafluoroborato

[Br] — &nion brometo

CEM - concentracao efetiva minima

CEP — Comité de Etica em Pesquisa

[CF3COO] — anion trifluoroacetato

CFM, CFM's — concentracao fungicida minima, concentracdes fungicidas minimas
CIM, CIM's — concentracgdo inibitdria minima, concentracdes inibitérias minimas
CIMso— concentragdo minima que inibe 50% dos isolados fungicos
[CI] — &nion cloreto

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

CO. - dioxido de carbono

CPO - ciclopirox olamina

CSD - Caldo Sabouraud Dextrose

CTZ — cetoconazol

DC% — percentagem de dano celular

24(28)DHE — 24(28)-diidroergosterol

[dMP] — dimetilfosfato

DMSO - dimetilsulféxido

DNA — acido desoxirribonucleic



E. floccosum — Epidermophyton floccosum

[EMIM] — 1-etil-3-metilimidazolio

GPMA — Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada

GSF — griseofulvina

h — horas

HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre

[HDEA] [CI] — cloreto de dietanolamina

ID — indice de dano

LI, LIs — liquido iénico imidazdlico, liquidos idnicos imidazolicos
M — Molar

MG — média geomeétrica

M. canis — Microsporum canis

MeS ou [OMS] — anion metanossulfonato

MEV — microscopia eletronica de varredura

M. gypseum — Microsporum gypseum

MIm — metilimidazolio

min. — minutos

MN — micronucleos

MNIB — brometo de 1-mesitil-3-(2-nafitoilmetano)-1H-imidazodlio
MO — Microscopia otica

MOPS — &cido 3-morfolinopropanosulfénico

MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio

[NO3] — &nion nitrato

NR4* — cation quaternario de aménio

NTf2 ou [Tf2N] — &nion bis(trifluorometilsulfonil)amida/ N-triflato
OcS - octanossulfonato

p — p-value ou nivel descritivo

PAS — &cido de Schiff

PBS — tampao fosfato salin



PCR - reacdo em cadeia da polimerase
[PFs] — anion hexafluorofosfato

pH — potencial hidrogénico

PPGCF - Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

rpm — rotagdes por minuto

RPMI — Meio Roswell Park Memorial Institute
RS — Rio Grande do Sul

SaC — anion salicilato
SDS — Dodecil sulfato de sédio

SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
SIM, SIMs — sal imidazolico, sais imidazolicos
Sk — substituicdo nucleofilica

SP — Séo Paulo

S-S - ligacgdes sulfeto

TBa — tinea barbae

TBF — terbinafina

TCa — tinea capitis

TCo — tinea corporis

TCr — tinea cruris

[TEA][HOAC] — acetato de trietanolamina

TMa — tinea manuum

T. mentagrophytes — Trichophyton mentagrophytes

TPe — tinea pedis

T. rubrum — Trichophyton rubrum

[Ts] — p-toluenossulfonato (tosilato)

T. schoenleinii — Trichophyton schoenleinii
T. tonsurans — Trichophyton tonsurans

TUn — Tinea unguium



T. violaceum — Trichophyton violaceum
UFRGS — Universidade Federal do Rio Grande do Sul
V —volt

var. — variedade

Abreviaturas (cédigos) dos sais imidazélicos:

C4MImCI - cloreto de 1-n-butil-3-metilimidazdlio

CsMImMeS — metanossulfonato de 1-n-butil-3-metilimidazélio

C4sMImOcS — octanossulfonato de 1-n-butil-3-metilimidazélio

CoMImMeS — metanossulfonato de 1-n-ciclohexilpropil-3-metilimidazolio
C10MImCI — cloreto de 1-n-decil-3-metilimidazolio

(C10)2MIMCI — cloreto de 1,3-di-n-decil-2-metilimidazdlio

C1sMIMCI — cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolio

CisMImMeS — metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-metilimidazélio
C16MIMNTf, — bis(trifluorometilsulfonil)amida de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolio
CisMImSaC — hidroxibenzoato(salicilato) de 1-n-hexadecil-3-metilimidazolio

C1sMImCI — cloreto de 1-n-octadecil-3-metilimidazolio



APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Regimento Interno do Programa de
Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) — Recomendacfes para
elaboracao de teses e dissertacdes — revisado em setembro de 2011 de acordo com
resolucdo CEPE 12/2007 e resolugdo CAMPG 93/2007, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), a presente dissertacdo de mestrado académico segue

o modelo de sequéncia classica, ordenada nos seguintes conteldos:

1) Introducéo e relevancia do tema
2) Objetivos

3) Reviséo bibliografica

4) Parte Experimental

5) Resultados e Discussao

6) Conclusdes e perspectivas

7) Referéncias Bibliograficas

Esta dissertacdo, de acordo com orientacbes do PPGCF da UFRGS, segue
os padrbes técnicos de formatacdo estabelecidos pela Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT), através da NBR 6023/2002; NBR 10520/2002 e NBR
14724/2011.






SUMARIO
CAPA
FOLHA DE ROSTO
DESCRICAO DOS LOCAIS ONDE O TRABALHO FOI DESENVOLVIDO
DEDICATORIA
AGRADECIMENTOS
EPIGRAFE
RESUMO
ABSTRACT
LISTA DE TABELAS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

APRESENTACAO

1. INTRODU(;AO E RELEVANCIA DO TEMA ... .ooiiit et 39
2. OBUIETIVOS. ...ttt ettt e e ettt e e e e s e s bbe e e e e e e e nte e e e e e e ennnnnee e 45
P2 B @ o] = Ao N e = - | 45
2.2. ObjJetiVOS ESPECITICOS....iiviiiieiiiiiii et e e e e e saraaaaaeeas 45
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA. ......ciiitieirieteieieieie ettt 49
O I B 1 g 4 = (o) 1 (S = TP 49
3.1.1. Agentes etioldgicos — FUNQOs dermatOfitoS.........cccovvveeeiiieeiiiiecieeccecciee e 49
N O o 0T T o] 1 o= 1 PSRRI 58
3.1.3. Diagnostico, prevenCao € CONIOIE.........cvvvuvuveiiiiiie i e e e ee e eeeee e e eeneees 70
3.2. Terapéutica das dermatofitOSES.....ccccciiiiiiiii i 73
3.2.1. Tratamento CONVENCIONAL..........ccoiiiiiiiiiiiiiieieee et es s e e e e e e e 73
1G22 01 IR @ o3 o] o 1 {0 "o ] F= V1 11 = VS PP 74
3.2. 1.2, TerbINAIING. ...c.ciiiiee e 76
3.2.1.3. GriSEOTUIVING. ....ceiee e e e e e e e e e e eeeees 78
3.2. 1.4, COCONAZON......ccieeeeee et r e e e e e e e e e et e e e e aees 80
3.2.1.5. Tratamento COMDINATO. ........uuuiiiiiiiiieieie et e e e 82

3.2.2. Novos compostos com potencial antidermatofitiCo..............cccevvvvinievineennnns 84



3.2.3. Problemas relacionados a terapéutica e resisténcia dermatofitica aos

ANTTUNGICOS. ...ttt e e e e e e e bbb e e e e e e e aeneeeaeas 85
3.3. SaiS IMIAAZOIICOS (SIMS)...eeiiiiiiiiiiiiiiie ettt e s rreeaae e 90
3.3.1. Conceito e propriedades QUIMICAS.........ccuuiieeiiiiiiiiiieeeeiiiiiiee e eee e e e 90
3.3.2. Aplicacgdes, potencial bioldgico e toxicidade.............euvvieieeeeiiiiiiiiiiiiiii e, 93
4. PARTE EXPERIMENT AL . ..ot e e e e ea s 104
4.1, SAIS IMIAAZOIICOS...uiiiiiiiiie e e e e e e e e 104
O Y 11 (== TR 104
4.1.2. Estrutura e propriedades qUIMICAS. ..........euviiieeiiiiiiieiieiiiiiie e ireeee e 105
4.1.3. Prepar0 das SOIUGOES. .......uuuiiiiiiiiieeeee ettt e e e e e e e e e e e e e eeas 111
4.2. Agentes antifungicos e preparo das SOIUGOES........ccuevvviiviiiiiiiiiiiiiiieeee, 111
4.3. FUNQGOS dermMatOfifOS. .. uuuuiiiiiiiiieeie e e 112
4.4. Avaliagdo do potencial antidermatofitiCO...........ovveriiiiiiiiiii i 113
4.4.1. Teste de suscetibilidade.......ccccooeieiiiiiiiiie e e 113
4.4.1.1. SIMs selecionados para 0 €StUAO.............ceevviiiiiiiiiiiiii e e e 113
4.4.1.2. Agentes antifungicos selecionados para 0 eStudo..........cccceeeveeveeeeeevrvnnnnns 113
4.4.1.3. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo.................... 113
g S I =T o o1 o TR PP 113
4.4.1.4.1. Preparo do inOCUIO fUNQGICO........uuiiiiiiiie e e 113
4.4.1.4.2. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracéo
fungicida MiNIMa (CFM)......oiii i e e e e e e e e e eeraeannne 114
O T =1 = L1 ] 103 VPP 117
4.4.2. Analise do efeito sobre a micromorfologia dermatofitica.................c..ceevvunnnns 117
4.4.2.1. SIMs selecionados para 0 €StUdO..............coevviiiiiiiiiiiiiii e e 117
4.4.2.2. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo.................... 117
4.4.2.3. Microscopia OtiCa (MO)........ccooiiiiiiiiieieeeece e s e e e e e e e e e eaaeeananes 117
A Tt I I = Tox o1 o= TP 117
4.4.2.4. Mcroscopia eletronica de varredura (MEV)........ccooooieviiiiiieiiiiiiiiiiiieeeeee e, 118
N Nt N I = Tox o1 o= TR 118
4.4.3. Analise do dano celular dermatofitiCO...........coevvviieiieieiiii e 119
4.4.3.1. SIMs selecionados para 0 €StUdO..............ccevviiiiiiiiiiiiiie e e, 119
4.4.3.2. Agente antifingico selecionado para 0 eStudo..........cccceeeeeeeeeieeeeeeeeiiiiinnn, 119

4.4.3.3. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo.................... 199



N B B W= Yol o [o1- VAU U T T OO P PP 119

A4.4.3.5. EstatistiCa. ..o 120
4.4.4. Determinagao das curvas de morte (time Kill aSSay)...........uuveeeiieiiieeeeeiiinnnenn. 120
4.4.4.1. SIMs selecionados para 0 €StUAO. ........coevviiiiiiiieiie e e 120
4.4.4.2. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo.................... 120
e A = Tox o1 o= U PP PPRRRP 120
4.5. Avaliag8o d0oS MecaniSMOS J€ AGE0........uuuuuurriiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e 121
4.5.1. SIMs selecionados para 0 €STUAO. ........cceviiiiiiiiiiieiie e 121
4.5.2. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para 0 estudo...............cc....... 121

4.5.3. Analise do efeito sobre a biossintese do ergosterol (ensaio do ergosterol

QUANTITATIVO) ...ttt e e e e ettt ettt e e e e e e e e e s s e seree e e e e e e eeeeeeeas 121
4.5.3.1. Agente antifingico selecionado para 0 eStudo...............eevveeerniiireineeeeennnnnns 121
TR B0 =T o o o> U 122
TG TR B 1 = 115 1 o> WP 123
4.5.4. Andlise do efeito de complexacdo com ergosterol exégeno (ensaio do
€rgoSterol QUANTALIVO).......uuee e et e e e e e e e e e e aaraa 123
4.5.4.1. Agente antifingico selecionado para 0 estudo.............ccccevvvvvvviinivrreeeiinnnnns 123
N N = Tox o1 o TP PPPTTPPPPRPR 123
455. Analise do efeito sobre a parede celular fungica (ensaio do
£ 1 0 | PP UUPPPPPPPPPPP 124
4.5.5.1. Agente antifingico selecionado para 0 estudo..............cccevvvvvvviiivererinnennn. 124
N T 1= Tox o1 o TP PPPPPTTPPPPPPR 124
4.5.6. Analise do efeito de lise Celular............ceeiiiiiiiiiiiiii e 125
4.5.6.1. Composto controle selecionado para 0 estudo............cc.ccevvvvvvveniiievvnnnnnnnns 125
N T 1= Tox o1 o TP PPPPTPPPPPPPR 125
4.5.6.3. ESTALISHCA. ..eeeiiieiiie e e e e e e e e e 126
4.6. AvaliaCa8o da toOXIiCIAAAE.......uuureiiiie e 126
4.6.1. SIMs selecionados para o estudo, concentracdes testadas e preparo das
SOIUGDES. ...ttt e e ettt ettt e e e e e e e et e e et e e e e e e e e e e ae e e e e et e rra 126
4.6.2. CURUIA CRIUIAN.....cii it e bbb eeees 126
4.6.3. Avaliacdo da citotoxicidade (efeito sobre a proliferacdo e viabilidade
(o= LU= T o S UPPPPPPPPPPP 127
T 70t O 1= Yo o1 o TP 127

48,3, 2. E S A St Ca. o en e 128



4.6.4. Avaliacdo da mutagenicidade (andlise da frequéncia de micronucleos

YY) ) USROS PRSPPI 128
G St O 1= Yo o1 o T 128
R N S - L1 1] 1o U 129
4.6.5. Avaliagao da genotoxicidade (ensaio cometa alcalino)...........cc.uevvvvveveeeeennnnn. 129
R W0t O 1= Yo o1 o TSP 129
RN ) - L1 1] 1Tox= U 130
4.6.6. Avaliacao do efeito sobre a estabilidade cromossOmica..............ceevvvvuneennnnn.. 131
L 0t O 1= Yo o1 o T 131
I I ) = L1 1] 13- USRS 131
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........ee ot 135
5.1. Avaliacéo do potencial antidermatofitiCO...........ccevveeiiiiiiiiiiiiieee. 135
5.1.1. Analise da suscetibilidade...............ccccceiiiiiiiiiieei e 135
5.1.2. Analise do efeito sobre a micromorfologia dermatofitica.................cccvvvvnneee. 152
5.1.2.1. Microscopia OtiCa (MO).....cccoiiieieiie i e e e e e e e e 152
5.1.2.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV).........ccouuuiiiiiiiiiiieeiie e 154
5.1.3. Analise do dano celular dermatofitiCo............ccoeeviiiiiiiiiiiiiii e 156
5.1.4. Determinacao das curvas de MOIE............coveviiiiiiiiiiiiiiiee e 158
5.2. Avaliac8o dos MecaniSMOS € ACA0.........uuuuiiiriiiiieeeeeeeeeeeeeieeeeeeienaaeen eeaeees 163
5.2.1. Analise do efeito sobre a biossintese do ergosterol............cccceeveeeiiieeeee i, 163
5.2.2. Analise do efeito de complexacdo com ergosterol eXx0geno........cccceeeeeeeennn.. 166
5.2.3. Andlise do efeito sobre a parede celular fUngica.............cccvvvvviiiiiieeeeeenene, 169
5.2.4. Analise do efeito de [ise CelUlar............ccceeiiiiiiiiiiiiiie e e 172
5.3. Relacdo dos mecanismos antidermatofiticos observados......................... 174
5.4. Avaliag8o da toXiCIidade..........oooviiiiiiiiiiieeeee e e e e 176
5.4.1. Avaliacdo da citotoxicidade (efeito sobre a proliferacdo e viabilidade
(o] 11 = T P RUUPPPPTPPPPP 176
5.4.2. Avaliacdo da mutagenicidade (andlise da frequéncia de micronucleos) e
genotoxicidade (dan0 @0 DNA)........ i 178
5.4.3. Avaliacéo do efeito sobre a estabilidade cromossémica................cceeeeevvnnnn.. 180
6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS.....c.ooieece ettt 185

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ocuiieeeteeeeece et 190



INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA







37

1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

As doencas ocasionadas por fungos tém levado a ébito mais pessoas, por
ano, do que a malaria, e na agricultura, representam uma ameaca a produtividade
dos cultivos e a seguranca alimentar (GAFFI, 2014; WHO, 2014; PARKER et al.,
2014). As micoses, pela grande relevancia na pratica médica e altissima frequéncia
com que acometem a populacdo, sdo consideradas um problema de saude publica
(PEREIRA et al., 2014). As lesbes decorrentes das infec¢des fungicas manifestam-
se, do ponto de vista clinico, nas mais diversas formas, podendo ser classificadas de
acordo com as suas localizacbes no organismo. Quando essas infeccdes
restringem-se as camadas mais superficiais e queratinizadas da pele, cabelos e
unhas sao denominadas micoses superficiais e cutaneas, representadas
principalmente pelas dermatofitoses (CORRALO; HERAS-ALONSO; ACEBES, 2014;
INDIRA et al., 2014; PEREIRA et al., 2014). Essas infec¢cdes micoticas mais
superficiais sdo consideradas uma importante causa de morbidade e de consultas
dermatolégicas, afetando aproximadamente 20 — 25% da populacdo em geral, com
absoluta tendéncia de aumento desse indice no decorrer dos anos (HAVLICHOVA;
CZAIKA; FRIEDRICH, 2008; CALADO et al., 2011; MAULINGKAR; PINTO;
RODRIGUES, 2010).

As dermatofitoses, uma das primeiras micoses conhecidas da humanidade,
comumente ocorrem no mundo todo, apresentando uma maior prevaléncia em
paises de clima tropical e subtropical (MAHALE et al., 2014). Essas areas abrangem
mais de 50% da populacdo mundial e possuem elevados niveis de temperatura e
umidade relativa, que fornecem condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento
fungico (CLARK; FELDMAN; GERTLER, 2000; INDIRA et al., 2014; MAHALE et al.,
2014). Estudos epidemioldgicos indicam que as dermatofitoses figuram entre as
doencas micoticas de maior ocorréncia, sendo consideradas o terceiro disturbio
dermatolégico mais frequente em criancas menores de 12 anos e o segundo em
adultos (CORTEZ et al.,, 2012). Surpreendentemente, em 2001, no Japao,
constatou-se mais de 12 milh8es de individuos com dermatofitose, sendo que nesse
mesmo ano, nos EUA, a percentagem de pacientes com essa micose cutanea
chegava a 20% (WATANABE et al., 2001; VANDER; HOSSAIN; GHANNOUM, 2003;
MARUYAMA et al., 2003).
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No Brasil, a prevaléncia das dermatofitoses entre lesGes cutaneas varia entre
18 a 23% (BRILHANTE et al., 2000; SIQUEIRA et al., 2006; PIRES et al., 2014). No
Rio Grande do Sul (RS), em Porto Alegre, realizou-se uma analise retrospectiva dos
exames micoldgicos, do servico de dermatologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), durante o periodo de 1998 a 2006, constatando-se que das 5.077
amostras coletadas, 2.033 (40%) foram positivas para dermatofitose, o que
representa um elevado percentual, quando se compara com outros tipos de micose
(AQUINO; CONSTANTE; BAKOS, 2007). Esses dados corroboram com o estudo de
BRILHANTE et al. (2000) que evidencia os dermatofitos como o grupo de fungos
mais frequentemente isolados em laboratérios de micologia clinica; porém por nao
figurarem entre as doencas de notificacdo obrigatoria no Brasil, estima-se que mais
casos de dermatofitose ocorram na realidade (BRILHANTE et al., 2000; MADRID;
MATTEI, 2011). Além disso, essa infeccdo fungica configura-se em um grave
problema veterinario, por ser uma zoonose ou antropozoonose bem comum, cuja
ocorréncia € influenciada por fatores ambientais e de manejo (COPETTI et al., 2006;
PEREIRA et al., 2006; CHERMETTE; FERREIRO; GUILLOT, 2008; MADRID;
MATTEI, 2011).

As dermatofitoses compreendem uma extensa variedade de condicbes e
sintomas distintos. O quadro clinico mais comum inclui despigmentacdo, placas
anulares, coceira e perda de cabelo, ou seja, lesdes tipicamente cutaneas
conhecidas pelo nome genérico de tinhas (do latim tinea) (MORAES et al., 2001,
TEIXEIRA; GRIPP, 2014). Essas lesfes, infectocontagiosas e extremamente
impactantes na qualidade de vida dos pacientes, sdo ocasionadas por fungos
filamentosos dermatofiticos de trés géneros anamorficos: Microsporum, Trichophyton
e Epidermophyton (MORAES et al., 2001).

O tratamento das dermatofitoses faz-se, de modo geral, com o0 uso de
antifangicos tépicos e/ou sistémicos, associados ou ndo a antibacterianos e
substancias queratoliticas (RESENDE, 2008). A partir de observacdes clinicas
préaticas, percebe-se que os antifingicos disponiveis comercialmente sdo, por vezes,
muito dispendiosos e, em alguns casos, desencadeiam sérias reacfes adversas
(MARTINEZ, 2006; ROBINSON, 2014). Além disso, como agravante, as espécies
dermatofiticas vém desenvolvendo cada vez mais resisténcia e até mesmo
multirresisténcia a terapéutica antifGngica convencional, o que ocasiona uma

suscetibilidade muito variavel in vitro e in vivo, aumento progressivo do numero de
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recidivas e ndo responsividade aos farmacos antimicéticos usuais (MUKHERJEE et
al., 2003; LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010; ACHTERMAN; WHITE, 2013).

O desenvolvimento de novos agentes antifungicos continua, porém ainda néo
se encontrou um medicamento completamente ideal em relagdo a seguranca,
eficacia e curtos periodos de tratamento (KATHIRAVAN et al., 2012; PARKER et al.,
2014). O avango na terapéutica das dermatofitoses em termos clinicos reais esta
longe de ser totalmente satisfatério e continua sendo probleméatico o manejo
farmacolégico dessas micoses em pacientes transplantados, com alguma doenca de
base (hipertenséo, diabetes, nefrite, entre outras) e/ou que apresentam algum tipo
de imunodeficiéncia (SEYMOR, 2000; CHANG et al., 2007). Logo, a casuistica das
dermatofitoses em conjunto com os dados epidemiolégicos, que ressaltam a
importancia dessa micose na clinica, e os problemas no tratamento das mesmas
motivam novas pesquisas que fornecam alternativas terapéuticas potenciais
(KATHIRAVAN et al., 2012; PARKER et al., 2014).

Os sais imidazolicos (SIMs) séo, estruturalmente, compostos idbnicos com uma
unidade imidazdlica catidnica associada a um anion (BICZAK et al., 2014). Alguns
desses sais sao liquidos iénicos imidazolicos (LIs), por apresentarem-se no estado
liquido em temperaturas de até 100 °C (BICZAK et al., 2014). As propriedades fisico-
guimicas vantajosas desses compostos, como pressao de vapor desprezivel e alta
estabilidade térmica e quimica, aliadas a facilidade de sintese, transformam essas
substancias em uma classe promissora para o desenvolvimento de novas moléculas
bioativas (ANDERSON; LONG, 2010; BICZAK et al., 2014). Adicionalmente a isso, ja
se relataram na literatura atividades biologicas importantes para os SIMs-Lls, tais
como antiarritmica (LIS et al., 1987), antifibrética (ZHANG et al.,, 2009),
antibacteriana (COLEMAN et al., 2012), anti-inflamatéria (GAO et al., 2013),
anticancer (GAO et al., 2013), antileveduriforme (SCHREKKER et al., 2013), entre
outras (ZHAO et al., 2008; ANDERSON; LONG, 2010; HUANG et al., 2011). Desse
modo, nesse estudo investigou-se, pela primeira vez, a atividade antidermatofitica
(inclusive em relacdo a isolados clinicos multirresistentes) de uma série especifica
de SIMs, incluindo dois Lls. Estabeleceram-se importantes relacdes de estrutura-
atividade, caracterizando-se 0 mecanismo de acdo desses sais e avaliando-se a
toxicidade dos mesmos, com a finalidade principal de prospectar alternativas

terapéuticas potencialmente eficazes e seguras para os casos de dermatofitose.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial antidermatofitico de uma série de sais imidazdlicos em

relacdo as espécies dos géneros Microsporum e Trichophyton, estabelecendo-se

relacbes de estrutura-atividade, bem como caracterizar in vitro 0s provaveis

mecanismos de acdo dos sais mais efetivos e analisar a toxicidade desses

Ccompostos.

2.2. Objetivos especificos

v

Avaliar o perfil de suscetibilidade de 45 isolados clinicos dermatofiticos (9
Microsporum canis, 12 Microsporum gypseum, 12  Trichophyton
mentagrophytes e 12 Trichophyton rubrum), em resposta ao tratamento in
vitro com 11 SIMs, determinando-se as concentracdes inibitorias e fungicidas
minimas (CIM e CFM) desses compostos.

Comparar a efetividade dos SIMs entre si, por observacao da CIM, e com 0s
antifngicos comerciais terbinafina, griseofulvina e cetoconazol, por andlises
estatisticas, estabelencendo-se, a partir disso, as relacdes de estrutura
atividade.

Analisar o efeito dos SIMs mais efetivos sobre a micromorfologia de
dermatofitos multirresistentes, por observacdo de imagens de microscopia
Otica e microscopia eletronica de varredura.

Determinar a percentagem de dano celular que os SIMs ocasionam nos
isolados clinicos multirresistentes.

Investigar o tempo de acdo fungicida do SIM que mais amplamente
apresentou esse efeito nos dermatofitos, determinando-se curvas de morte.
Sugerir provaveis mecanismos de acdo antidermatofitica dos SIMs mais
efetivos, por investigacdo da capacidade de interacdo dessas substancias
com a membrana e parede celular fungica.

Verificar o perfil toxicologico dos SIMs em relacdo a células leucocitarias
humanas, averiguando-se a possivel citotoxicidade, mutagenicidade,

genotoxicidade e efeito sobre a estabiliade cromossdémica dos mesmos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Dermatofitoses
3.1.1. Agentes etioldgicos — Fungos dermatofitos

Os dermatdfitos, pertencentes a familia Arthrodermataceae, caracterizam-se
por serem fungos filamentosos, hialinos, septados, queratinofilicos e queratinoliticos,
conhecidos agentes etiolégicos das dermatofitoses (WEITZMAN; SUMMERBELL,
1995; CAFARCHIA et al., 2013, WOREK et al., 2014). Esses fungos possuem um
forte biotropismo por estruturas queratinizadas, como pele, pelos e unhas, sendo
gue a habilidade dermatofitica de ocasionar a micose esta diretamente relacionada
com essa dependéncia pela queratina (ANDOH; TAKAYAMA; KURAISHI, 2014). A
gueratina é uma escleroproteina altamente polimerizada, constituida de cadeias
polipeptidicas unidas por ligagbes sulfeto (S-S), as quais mantém a forma
tridimensional da molécula. Os dermatéfitos possuem um sistema enzimatico
(producdo de queratinases, nucleases, lipases e proteases) capaz de quebrar as
ligacbes S-S, resultando em compostos que possuem o grupamento — SH (GIDDEY
et al., 2007). Essa capacidade de secretar enzimas especializadas explicaria o fato
de esses fungos infectarem somente os tecidos mais superficiais ricos em queratina,
nao tendo tanto poder invasor, excetuando-se 0s casos em que 0O hospedeiro
apresenta alguma imunodeficiéncia (MEDEIROS et al., 2009; HOMBERG; MAGIN,
2014).

Em relacdo a ecologia, os dermatofitos podem ser antropofilicos, zoofilicos ou
geofilicos, segundo seu habitat natural e preferéncia por hospedeiro (LACAZ et al.,
2002; CAMPANHA; TASCA; SVIDZINSKI, 2009; KECHIA et al., 2014). Os fungos
antropofilicos encontram-se restritos aos humanos e raramente infectam os animais
(SINSKI; KELLEY, 1987; TAYLOR; GURR, 2014). Os zoofilicos sao, primariamente,
isolados de animais, mas podem causar a doenca em humanos em contato com
animais como gato, cdo, cavalo, entre outros (SPIEWAK; SZOSTAK, 2000;
TAYLOR; GURR, 2014). Os geofilicos tém como reservatério o solo e apenas
ocasionalmente infectam o homem (GALLO et al., 2005). O estagio inicial de todos
os dermatéfitos consistia no estagio geofilico. Posteriormente, ocorreu a evolucao de
algumas espécies para o0 estagio zoofilico, atacando roedores e, posteriormente,

animais domeésticos. Finalmente algumas espécies avancaram para 0 estagio
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antropofilico, ocasionando infec¢cdes fungicas no ser humano (SPIEWAK;
SZOSTAK, 2000). Evidencia-se que todos os trés grupos incluem espécies que
causam doencas em animais e seres humanos, sendo que transmissfes de animais
para outros animais, animais para humanos, de humanos para outros e do solo para
animais e humanos sao possiveis (CARTER, 1990; TAYLOR; GURR, 2014).

Quanto a distribuicdo, os dermatofitos sdo cosmopolitas, embora a real
ocorréncia seja influenciada por condicbes sociais e geoclimaticas. Os perfis
epidemioldgicos tornam-se assim variados, segundo fatores regionais, estacionais,
de faixa etéaria, frequéncia de contato com animais, condi¢des higiénico-sanitarias e
exposicdo a locais publicos (AQUINO; CONSTANTE; BAKOS, 2007).

Clinicamente, os dermatofitos ocorrem em varias espécies animais e no
homem, determinando de modo geral, lesbes secas, arredondadas e, comumente,
nao pruriginosas, com areas de alopecia, bordos eritematosos e vesiculares, que
circunscrevem uma parte central descamativa, a qual se distribui focalmente na
superficie cutanea (INDIRA et al., 2014). Os dermatofitos desenvolvem-se crescendo
do centro da lesdo para as bordas, ocasionando intensa descamac¢ao associada ou
nao a resposta inflamatoria, resultante da atividade queratinolitica (SIDRIM; ROCHA,
2004); seus metabdlitos difundem-se pelas células da epiderme causando reacdes
de hipersensibilidade. As manifestacfes das lesfes sdo decorrentes das rela¢des do
hospedeiro aos metabdlitos do fungo, da viruléncia da espécie infectante e da
localizacdo anatomica (INDIRA et al., 2014).

Em cultura, os dermatéfitos patogénicos produzem hifas septadas que se
ramificam e formam o micélio com estruturas de reproducéo assexuada, os conidios.
Microscopicamente, esses conidios diferem entre as espécies dermatofiticas quanto
a forma, ao tamanho, ao nimero e a disposi¢cdo ao longo das hifas, sendo critérios
essenciais para a identificacdo (SIDRIM; ROCHA, 2004; LEMSADDEK, 2008). A
maioria das espécies de dermatofitos produz dois tipos de conidios: os grandes -
macroconidios pluricelulares e 0s pequenos - microconidios unicelulares. A
presenca/auséncia desses tipos de estruturas reprodutivas e o aspecto da parede
das mesmas (rugosa ou lisa, espessa ou fina) sdo importantes para o correto
reconhecimento das espécies, sempre se correlacionando com a macromorfologia e
com o caso especifico de cada paciente (LEMSADDEK, 2008; WOREK et al., 2014).

Os dermatéfitos crescem em temperatura 6tima que varia entre 25 °C e 35 °C,

mas a maioria apresenta uma termotolerancia que |hes permite um bom
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crescimento, in vitro, a 37 °C (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; LEMSADDEK,
2008). A capacidade de adesé&o do fungo as células constitui um passo primordial na
eventual invasdo dos tecidos. Essa aptidao de aderir a superficie celular é atribuida
a presenca de glicoproteinas, contendo manana, na parede celular dermatofitica.
ApGs a adesdo a superficie celular os conidios germinam possibilitando o
crescimento do fungo. Quanto maior a capacidade de aderéncia maior sera a
patogenicidade das espécies (LEMSADDEK, 2008; JEAN-PAU; BEAUVAIS, 2014).
Paralelamente, a manana confere aos dermatoéfitos a possibilidade de evasao ao
sistema imunitario do hospedeiro, como demonstrado por Campos e colaboradores
(2006). Esses autores observaram uma inibicdo da fagocitose dos conidios de
algumas espécies ap0s adicdo deste constituinte da parede. Curiosamente, embora
todas as espécies de dermatéfitos invadam a pele, elas diferem entre si quanto a
competéncia de invadir as unhas e os pelos. A razéo para este tropismo diferenciado
necessita ainda mais investigacdes, mas acredita-se que isso esteja relacionado
com exigéncias nutricionais ou com a producdo de enzimas indispensaveis para a
ocorréncia da infeccdo em diferentes estruturas queratinizadas (SIMPANYA, 2000).

As espécies fungicas dermatofiticas séo classificadas em trés géneros
anamorficos (assexuados ou imperfeitos): Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton, que juntos compreendem mais de 40 espécies (KANE et al., 1997,
CAFARCHIA et al., 2013; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013), das quais 27 sdo
patogénicas, 15 ocorrem no Brasil e 7 sdo comuns no Rio Grande do Sul
(HAVLICHOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). Esses géneros anamorficos sao os de
grande relevancia clinica, porém, a saber, os dermatdfitos também apresentam
estagio de reproducéo sexuada (estado teleomorfico ou perfeito), nesse caso sendo
agrupados no género Arthroderma. Data-se o inicio da ocorréncia dos dermatofitos
em meados do século XIX, quando foi isolado o Achorion schoenleinii (atualmente
Trichophyton schoenleinii) de uma lesdo no couro cabeludo de um paciente
(CHABASSE, 2008). Dentre os dermatofitos de maior relevancia clinica, ou seja,
mais frequentemente relatados como causadores de infeccdo em humanos e
animais cita-se Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes e Trichophyton rubrum (INDIRA et al., 2014), os quais apresentam
distribuicdo geografica bastante varidvel, dependendo das condicbes
socioeconfémicas, higiénicas e ambientais da populagdo (SANTOS et al., 1997,
FALAHATI et al., 2003; REZENDE et al., 2008, MAGAGNIN et al., 2011).
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Microsporum canis (M. canis), espécie zoofilica de distribuicdo mundial, € tido
como um dos principais agentes etioloégicos de dermatofitose e o de maior
prevaléncia em caes e gatos, sendo o responsavel por cerca de 15% das infec¢des
dermatofiticas em seres humanos, aproximadamente 70% em caninos e 98% em
felinos (FRASER, 1996; MACIEL; VIANA, 2005; CARVALHO, 2010). A complexa
epizootiologia do M. canis é de grande importancia visto que os caes e 0s gatos sédo
as maiores fontes de infeccdo desse dermatéfito para os seres humanos
(CARVALHO, 2010; MENDOZA et al., 2010). Infec¢cdes humanas séo causadas pelo
contato direto com um animal infectado, ou mais excepcionalmente, pelo contato
com outros individuos colonizados com esse dermatofito. Os gatos s@o o0s principais
veiculos de M. canis, embora cachorros e outros animais possam ser responsaveis
por episodios envolvendo humanos (CHERMETTE; FERREIRO; GUILLOT, 2008).
M. canis, dentre os dermatofitos, € o responsavel pela maioria dos casos de micoses
em animais de estimacao e o mais recorrente dermatofito zoofilico de humanos, em
diversas areas urbanas (MARTINEZ et al., 2014).

Além disso, estudos epidemiolégicos no Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Africa e continente Europeu, indicam que M. canis é o
agente mais isolado nos casos de infec¢cbes dermatofiticas do couro cabeludo,
sendo responsavel por 67% dos casos de tinea capitis (BRILHANTE et al., 2000).
Corroborando com isso, em um estudo realizado em Goiénia, foram examinadas 353
amostras de lesGes do couro cabeludo das quais, 164 (46,4%) foram positivas para
dermatofitos e destas, 117 (71,3%) para M. canis (SIMPANYA, 2000; DIAS et al.,
2003).

Microsporum canis, quando cultivado, apresenta um crescimento com cerca
de 6 a 10 dias. Macroscopicamente a colonia apresenta textura cotonosa, discreto
relevo umbilicado, radiado e brancacento (Fig. 1 a). J& o reverso possui tonalidade
amarelo-limdo, que com o passar do tempo tende a tornar-se castanho por difusédo
do pigmento no meio (MARTINEZ et al., 2014). O pleomorfismo é evidenciado com
rapidez, apresentando-se como coldnias cotonosas. Micromorfologicamente, ha
grande quantidade de macroconidios fusiformes (20 a 80 x 40 a 120 um), de
paredes grossas, rugosas, com um pico terminal pontiagudo caracteristico e
numerosas septacdes (até 15 septos) (Fig. 1 b) (QUINN et al., 2002). Quando

presentes, os microconidios sdo sésseis e sem muito predicativo diagndstico.
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Podem ainda ser observados clamidoconidios, 6rgdos nodulares e hifas pectinadas
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; MARTINEZ et al., 2014).

Figura 1. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Microsporum canis
(FONTE: MYCOLOGY ONLINE - National Mycology Reference Centre, 2014).

Microsporum gypseum (M. gypseum), € um dermatofito geofilico, que infecta
o0 homem através do contato com o solo contaminado, com ampla distribuicdo e
disseminacdo no mundo todo. As lesdes clinicas geralmente sdo encontradas em
partes descobertas do corpo, com intensa reacao inflamatoria (POLILLI et al., 2011).
A fluorescéncia a lampada de Wood ndo € observada com essa espécie de
dermatofito e as unhas sdo raramente envolvidas em infec¢cdes por esse fungo.
Criancas que brincam com areia e adultos que trabalham em contato direto com o
solo podem infectar-se mais facilmente (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995). Sabe-
se gue essa espécie pode provocar dermatites graves e cronicas em pacientes com
algum imunocomprometimento, como lapus eritematoso sistémico (YU; ZHOU; LIU,
2010) e também ja se relatou na literatura infeccbes em recém-nascidos
(AMBOOKEN; BINITHA; CHANDRAN, 2013).

Atualmente o que mais se observa nos relatos de caso é que o M. gypseum
raramente ocasiona epidemias, 0S casos ocorrem mais isoladamente e dependem
da viruléncia da cepa e da concentracédo do fungo no solo (WU et al., 2011; FENG et
al., 2013). Quando comparado com as outras espécies dermatofiticas, as taxas de
ocorréncia de M. gypseum sdo menores, tendo uma maior prevaléncia infeccées
ocasionadas em individuos do sexo masculino (MELO-MONTEIRO et al., 2003). As
lesbes por essa espécie do solo ocorrem de forma preferencial na regido
genitocrural, por tratar-se de um ambiente de considerdvel maior umidade
(MIRANDA et al., 1998; FENG et al., 2013).



52

Microsporum gypseum, cresce bem em Agar Sabouraud com cloranfenicol e
cicloheximide, incubado a temperatura ambiente ou a 37 °C. Essa espécie tem um
crescimento e maturacdo das colonias entre 3 a 7 dias. Macroscopicamente, as
col6nias caracterizam-se por serem planas, com bordas irregulares e extremamente
pulverulentas, com pigmentagdo que varia a diversos tons de amarelo a
acastanhado (Fig. 2 a). Tem uma forte tendéncia ao pleomorfismo e nessas
situacdes, observam-se col6nias cotonosas e brancacentas, constituidas apenas por
hifas estéreis (LACAZ et al., 2002; OLIVEIRA, 2014). O reverso apresenta cores que
variam do alaranjado ao marrom. Microscopicamente, observam-se para essa
espécie, hifas hialinas septadas e macroconidios abundantes (7 a 15 x 25 a 60 um),
“‘em forma de canoa” e simétricos (Fig. 2 b), de parede celular fina, com até 6 septos
e extremidades mais arredondadas e menos afiladas que as do M. canis (QUINN et
al.,, 2002). Algumas linhagens ainda apresentam numerosos microconidios
piriformes (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; SAENZ, 2001; OLIVEIRA, 2014).

Figura 2. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Microsporum gypseum
(FONTE: MYCOLOGY ONLINE — National Mycology Reference Centre, 2014).

Trichophyton mentagrophytes (T. mentagrophytes) € difundido por todo
mundo, sendo comum a ocorréncia de infeccbes em humanos e animais. Trata-se
de uma espécie que ocasiona lesdes dermatofiticas com intermediaria a intensa
reacdo inflamatéria. A espécie parasita um numero elevado de animais (coelhos,
cavalos, porcos, galinhas, etc.), razdo pela qual a infeccdo em meios rurais € até
mais frequente que no meio urbano (CALVO et al., 2002). A transmissdo ao homem
ocorre através de contato direto com o animal infectado, ocasionando infeccao
superficial da pele. As variacbes da espécie, T. mentagrophytes var. interdigitale e T.

mentagrophytes var. mentagrophytes podem apresentarem-se nas formas
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antropofilicas e zoofilicas, respectivamente, acometendo o homem principalmente
nas regides do couro cabeludo, pés, maos, unhas e regides interdigitais, sendo
diferenciadas por biologia molecular (SYMOENS et al., 2011). Quando essas lesdes
sdo provocadas por variacdes zoofilicas, apresentam maior intensidade inflamatoria
(OYECA, 2000).

Em relacdo a importancia clinica, T. mentagrophytes é a segunda espécie
dermatofitica mais isolada nos casos de dermatofitose em humanos, perdendo
apenas para T. rubrum, embora haja atualmente uma tendéncia de diminuicdo do
namero de isolados clinicos dessa espécie (LEE et al., 2014). Na Nigéria, T.
mentagrophytes ja foi isolado de casos de infecc6es dos pés de trabalhadores de
uma fabrica de cimento (GENTLES; HOLMES, 1957). Em Amsterdd, foi isolado de
operarios industriais que tomavam banho em ambientes comuns (NIEBOER et al.,
1987). No Reino Unido, de 346 espécimes clinicos de dermatofitose analisados, em
224 identificou-se a presenca de T. mentagrophytes. Em 1996 na Italia, observou-se
gue de 17 casos de infeccdo dermatofitica no couro cabeludo, 4 envolveram essa
espécie (ASTE; PAUL; BIGGIO, 1996). T. mentagrophytes €& tambéem
reconhecidamente um agente envolvido em infec¢bes de localizacdo cutanea rara,
como foi o caso em 1993, de lesdo do tipo quérion (leséo de intensa supuracao e
inflamacéo) vulvar, em uma paciente de 43 anos (PINTO et al., 1993). A
particularidade desse processo estd no fato de que quérion raramente ocorre na
vulva, sendo comumente relatado casos no couro cabeludo, sobrancelha e barba
(PINTO et al.,, 1993). No Brasil, comumente ocorrem casos de dermatofitose
envolvendo T. mentagrophytes, em humanos (SILVA et al., 2012) e animais
(PEREIRA et al., 2004). No RS, entre os meses de novembro de 2010 a agosto de
2011, foram analisados laudos de pacientes submetidos a exames micolégicos, com
suspeita de micose superficial, cutanea e profunda, encaminhados a um laboratorio
no municipio de Novo Hamburgo, da Regido do Vale dos Sinos. Dos resultados
positivos para micoses superficiais e cutaneas, envolvendo pele e unha, a maioria
(38,70%) foi devido ao T. mentagrophytes, sendo que as demais espécies
relacionadas com esse tipo de micose, em ordem de ocorréncia, foram Candida
spp., Microsporum canis, Trichophyton rubrum e Trichophyton interdigitale (ROCHA;
VIEIRA, 2014).

O crescimento de T. mentagrophytes ¢é relativamente rapido, com

amadurecimento entre 3-6 dias. Numerosas variacdes na morfologia da coldnia
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decorrem em virtude das diferencas que compdem o complexo T. mentagrophytes.
Em Agar Sabouraud Dextrose (ASD), a forma antropofilica, mais comum, (T.
mentagrophytes var. interdigitale) cresce com coldnias sobre-elevadas que se
estendem rapidamente, de coloracdo branca a creme e superficie aveludada-
algodonosa, mas também pode haver zonas mais lisas e granulares, sendo que o
reverso € pigmentado de amarelo a marrom, escurecendo com o tempo (Fig. 3 a)
(SINSKI; KELLEY, 1987; SAENZ, 2001; SIDRIM; ROCHA, 2004; KAUFMAN et al.,
2005; OLIVEIRA, 2014). Em Agar Batata, o micélio aéreo é esparso com numerosos
conidios. Para isolados zoofilicos (T. mentagrophytes var. mentagrophytes), no ASD,
observam-se colbénias geralmente planas, de coloracdo branca a creme e superficie
mais granular; o reverso apresenta pigmento amarronzado ou marrom-acastanhado
(OLIVEIRA, 2014). Microscopicamente, o fungo possui hifas hialinas septadas, raros
macroconidios, que sao longos (com dimensdes em torno de 20-50 ym), chaturoides
e de parede fina e lisa. A principal caracteristica micromorfolégica de T.
mentagrophytes € a presenca de microconidios globosos e agrupados nas
ramificacbes das hifas, formando os denominados “acladium”, cujo arranjo lembra
um cacho de uvas (Fig. 3 b) (KONEMAN, 2006). Tipicamente esses microconidios
possuem a forma de “lagrima”, por vezes sdo mais alargados e as hifas, de modo
frequente, podem ficar em espiral (“zarcilos”) (Fig. 3) (KAUFMAN et al., 2005;
COSTA 2008; OLIVEIRA, 2014). As variacdes do complexo sdo fenotipicamente
muito semelhantes e ambas positivas no teste da urease, por iSso para uma

diferenciacao precisa faz-se uso de técnicas moleculares (SYMOENS et al., 2011).

Figura 3. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Trichophyton
mentagrophytes (FONTE: MYCOLOGY ONLINE — National Mycology Reference
Centre, 2014).
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Trichophyton rubrum (T. rubrum) € uma espécie antropofilica cosmopolita,
responsavel por cerca de 70% de todas as infeccbes por dermatoéfitos, sendo o
agente mais isolado, especialmente de onicomicoses (WOLFF; JOHNSON;
SAAVEDRA, 2013). A altissima prevaléncia esta correlacionada com o fato de essa
espécie ser geralmente refrataria ao tratamento usual, devido sua grande adaptacao
ao hospedeiro humano - dai sua maior facilidade em burlar as defesas inatas do
paciente e permanecer como uma infeccao residual, com eventuais complicacdes
clinicas e sintomas mais severos (MUKHERJEE et al., 2003; SIDRIM; ROCHA,
2004). Essa espécie infecta cabelo, pele e unhas principalmente de adultos, mas
pode ocorrer também em criancas. O que se observa na literatura, € que sem
davidas, € o mais comum e largamente distribuido dermatofito que acomete o
homem. Trabalhos desenvolvidos por pesquisadores da América do Sul e do Norte,
além da Europa, mencionam esse fungo como sendo um dos mais comumente
isolados nos laboratérios dessas regides e com reconhecida resisténcia a
terapéutica topica. No Brasil, T. rubrum também é relatado como sendo o
dermatofito mais frequentemente observado na clinica (BAEZA et al., 2004;
AQUINO; CONSTANTE; BAKOS, 2007; DAMAZIO et al., 2007; REZENDE et al.,
2008).

Na Alemanha, T. rubrum ja foi a espécie isolada em 85% dos casos de
dermatofitose (SEEBACHER; BOUCHARA; MIGNON, 2008), na Finlandia em 66%
dos casos (LEHENKARI; SILVENNOINEN-KASSINEN, 1995), na Russia em 70%
(KHALDIN; SERGEYEV; IZYUMOVA, 2005) e na China em 44% (TAO-XIANG et al.,
2005). No Brasil, em um estudo em Floriandpolis, foram avaliados aspectos
epidemiologicos das micoses que mais acometem pacientes atendidos no Servico
de Dermatologia do Hospital Universitario da cidade, constatando-se que as
infeccBes fungicas mais frequentes foram as dermatofitoses (22,1% dos casos),
sendo que T. rubrum foi o isolado mais frequente (52,3%), seguido de T.
mentagrophytes, observado em 31,8% dos casos (COELHO et al.,, 2005). Essas
altas percentagens evidenciadas nos mais variados trabalhos corroboram com o
documentado para os agentes etiologicos das dermatofitoses, de que T. rubrum é de
fato o principal dermatoéfito envolvido na maioria dos casos, no passado e também
atualmente (HAVLICHOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008; THOMAS et al., 2010;
GULCAN et al., 2011; LAM et al., 2014).
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Trichophyton rubrum possui uma taxa de crescimento relativamente lenta em
Agar Sabouraud. As colénias em seu crescimento primario sdo geralmente
cotonosas e brancas, tornando-se aveludadas posteriormente (Fig. 4 a). O reverso
da colénia apresenta pigmentacdo de coloracdo avermelhada ou vermelho-purpura,
gue se difunde no meio de cultivo; melhor evidenciado em Agar Batata Dextrose
(ABD) (OLIVEIRA, 2014). Em certas ocasifes, a coloracao é inicialmente amarelada,
escurecendo gradativamente até tornar-se vermelha. As col6nias possuem pregas
radiais, formando uma pequena saliéncia central. Na micromorfologia, observam-se
hifas hialinas, septadas, com microconidios em forma de lagrima ou gota, dispostos
ao longo das mesmas ou em cachos (Fig. 4 b) (OLIVEIRA, 2014). Os macroconidios
sdo raros, produzidos geralmente por amostras mais granulosas, esporulantes,
formados no final das hifas e dispostos isoladamente ou em grupo. Eles sdo longos,
estreitos, com bordas laterais bem paralelas e paredes finas (HARVEY; CHAMPE;
FISHER, 2008). Muitas vezes a identificacao é dificil de ser feita apenas com esses
dados, mesmo para micologistas experientes, por isso em alguns casos faz-se o
diagnostico diferencial, como a capacidade que o T. rubrum tem de produzir
pigmento em Agar fubd a 1%, teste de perfuracdo do pelo e urease negativos
(SINSKI; KELLEY, 1987; SAENZ, 2001; OLIVEIRA, 2014).

Figura 4. Imagens da macro (a) e micromorfologia (b) de Trichophyton rubrum
(FONTE: MYCOLOGY ONLINE — National Mycology Reference Centre, 2014).

3.1.2. Formas clinicas

Muitos dermatofitos ocasionam sindromes fangicas bem definidas e uma
espécie pode estar envolvida em diferentes formas clinicas da micose, dependendo
do sitio anatdémico envolvido. Sendo assim, as infec¢cdes dermatofiticas podem ser

classificadas clinicamente de acordo com as localizagbes anatdbmicas das lesdes,
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utilizando a denominacgéo tinea (do latim tinea = verme ou traga) para todas as
dermatofitoses, seguida do sitio anatémico onde se localiza a infeccdo, também em
latim (REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013). As modalidades dermatofiticas mais
relevantes sdo: tinea capitis (couro cabeludo), tinea corporis (corpo), tinea cruris
(grandes pregas), tinea unguium (unha), tinea barbae (barba), tinea manuum (maos)
e tinea pedis (pés) (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; SEEBACHER; BOUCHARA,;
MIGNON, 2008; DIEGO, 2011; KALINOWSKA, 2012; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI,
2013). Em pacientes imunocompetentes, as lesdes dermatofiticas, apresentadas nas
diferentes formas clinicas, ndo sdo graves em termos de mortalidade, porém
ocasionam consequéncias clinicas significativas, com lesdes cutaneas crénicas de
dificil tratamento, afetando a qualidade de vida das pessoas, que podem sofrer até
mesmo discriminagdo social (PIRES et al., 2014).

Tinea capitis (TCa) ou tinha do couro cabeludo (Fig. 5 a) acomete essa
regido, sobrancelhas e cilios, afetando principalmente criancas em idade escolar,
sendo pouco frequente em adultos (KOCH; ENGLISH, 2014). Essa forma clinica de
dermatofitose caracteriza-se por lesdes que variam de forma branda e descamativa
a uma forma mais eritematosa, acompanhada de alopecia, e que pode tornar-se
severamente inflamada, formando lesdes ulceradas profundas (Fig. 5 a). TCa é
causada principalmente por fungos dos géneros Microsporum e Trichophyton
(DIEGO, 2011; FERNANDES et al., 2013).

As tinhas do couro cabeludo podem apresentar-se sob trés formas: (a) forma
favosa, com crostas compostas de restos celulares epiteliais e massas densas de
hifas, na qual inicialmente ha foliculite com consequente lesdo do foliculo piloso e
evolucdo para alopecia permanente; (b) forma tonsurante, mais comum,
caracterizada pela presenca de uma ou mais lesbes circulares e descamativas,
podendo ainda se diferenciar em dois tipos — microsporica (lesdes Unicas, grandes e
arredondadas) e tricoficia (lesdes multiplas com intensa descamacéao) e (c) forma de
guérion, com quadro inflamatério intenso (MITEVA; TOSTI, 2012; FERNANDES et
al., 2013). Em funcédo dos agentes etioldgicos, as manifestacdes clinicas das lesdes
também podem variar. M. canis geralmente é responsavel por lesdes tonsurantes do
tipo microsporicas, com superficie escamosa; T. tonsurans e T. violaceum
ocasionam lesdes do tipo tricoficias, a partir das quais € possivel a visualizacdo de
pontos negros resultantes da invaginacdo do cabelo parasitado no foliculo piloso

(NERI et al., 2014); M. gypseum, T. mentagrophytes e T. verrucosum provocam
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guadros agudos com intensa reacéo inflamatoria e lesbes na forma de quérion com
microabscessos e T. schoenleinii causa escutula favica, com crostas de coloracao
amarelada, extremamente aderentes ao couro cabeludo (DIEGO, 2011; LACAZ et
al., 2002; KOCH; ENGLISH, 2014).

Figura 5. Imagens de lesdes caracteristicas das distintas formas clinicas de
dermatofitose: (a) tinea capitis (couro cabeludo), (b) tinea corporis (corpo), (c) tinea
cruris (grandes pregas), (d) tinea unguium (unha), (e) tinea barbae (barba), (f) tinea
manuum (maos) e (g) tinea pedis (pés) (FONTE: MYCOLOGY ONLINE — National
Mycology Reference Centre; DOCTOR FUNGUS, 2014).

Além disso, em tinhas do couro cabeludo os dermatofitos podem parasitar os
pelos em trés padrdes principais: (a) endotrix (artroconidios localizados no interior
dos fios, comumente ocasionado pelas espécies T. tonsurans e T. violaceum), (b)
ectotrix (artroconidios em torno do eixo do cabelo, como observado em M. canis e T.
mentagrophytes) e (c) favus (hifas e espacos de ar no interior da haste capilar, como
ocorre para T. schoenleinii) (GUPTA et al., 1999; KOCH; ENGLISH, 2014).
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Em relacdo a epidemiologia, tinea capitis € uma forma clinica da
dermatofitose de preocupacdo e ocorréncia mundial, sendo considerado um
problema de sautde publica na Africa (KECHIA et al., 2014). Em um estudo préximo
a Nigéria, com 4.601 criangas, entre 10 a 16 anos, 377 (= 8,2%) apresentavam
lesdes no couro cabeludo tipicas de TCa. A proporcdo de meninos (63,7%) com TCa
era maior do que em meninas (36,3%), sendo que a maioria das manifestagbes
incluiam placas de alopecia. O isolado mais prevalente foi T. soudanense (56,8%),
seguido por T. rubrum (29,2%) (KECHIA et al., 2014). Na Tunisia, 378 pacientes
foram diagnosticados com TCa, desses 367 eram criangas e 11 adultos. Um
percentual de = 64% estava relacionado com lesdes microsporicas, sendo M. canis o
agente mais isolado nesses casos (99,14%) e = 36% manifestavam lesdes do tipo
tricoficias, sendo T. violaceum o principal responsavel por praticamente todos o0s
casos (98,48%) (LITAIEM et al., 2014). Na Argélia, foi realizado um estudo
retrospectivo dos casos de TCa, durante trés anos (2010 a 2013), sendo verificado
gue para um total de 213 amostras de cabelo, 133 foram positivas (exame direto ou
cultura) para TCa. A média de incidéncia foi de 44 casos por ano, observando-se
gue 91% dos pacientes tinham menos de 12 anos de idade. Trés espécies de
dermatofitos foram isoladas desses casos: T. violaceum (66%), M. canis (32,5%) e
T. mentagrophytes (1,5%) (BENDJABALLAH-LALIAM; DJAZER, 2014). Embora, a
incidéncia de TCa seja evidentemente maior em criancas e adolescentes, ndo s6 em
regides africanas, como em outros paises também (REBOLLO; LOPEZ-BARCENAS;
ARENAS, 2008; ARENAS et al., 2010; DEL BOZ-GONZALEZ, 2012), ja se relataram
pequenos surtos dessa dermatofitose em pacientes idosos, com grave
acometimento do couro cabeludo (HILLARY; SUYS, 2014). A TCa é considerada
uma das dermatofitoses de maior relevancia clinica internacionalmente, tanto que
em 2014, a Associacao Britanica de Dermatologistas estabeleceu diretrizes padrdes
para a deteccao e principais tratamentos para esse tipo de micose (FULLER et al.,
2014).

No Brasil, T. tonsurans e M. canis sao 0s principais agentes de tinha do couro
cabeludo e as criancas pré-puberes representam o grupo demografico mais
acometido por essa micose (SOARES et al., 2003; REBOLLO; LOPEZ-BARCENAS;
ARENAS, 2008). Constatou-se uma microepidemia de TCa em 11 criancas de uma

creche publica de Vitdria (ES), entre 2 e 6 anos de idade, 61% do sexo masculino.



60

Apresentavam lesBes arredondadas, escamosas, tonsurantes, grandes e Unicas,
nas regides frontal, occipital, parietal, e, em dois casos, o couro cabeludo estava
difusamente acometido. Os exames micoldgicos diretos evidenciaram parasitismo do
tipo ectotrix, e 45,5% das culturas foram positivas para M. canis, justificando-se esse
fato pelo histérico de contato das criangas da creche com cées de localidades
proximas (GURTLER; DINIZ; NICCHIO, 2005). Em Santa Catarina, relatou-se um
caso de TCa por T. violaceum em uma mulher com 65 anos de idade, com varias
placas de alopecia e prurido. O isolado foi identificado como T. violaceum por
critérios macro e micromorfolégicos, bem como bioquimicos, mediante a positividade
na prova da hidrélise da ureia (RODRIGUES et al., 2008). No RS, em 1984,
Bassanesi e colaboradores (1984) relataram o primeiro caso de TCa por T.
violaceum em adolescente residente em Alvorada. Posteriormente, em 1988,
descreveu-se a ocorréncia de uma microepidemia em cinco criangas e um
adolescente no litoral norte do estado (BASSANESI et al., 1988); e em 1994,
constatou-se um caso de TCa em uma crianca procedente de Santiago (LOPES et
al., 1994), sendo esses 0s estudos epidemiolégicos de TCa mais especificos para a
regiao sul do Brasil.

Tinea corporis (TCo) ou tinha da pele glabra (Fig. 5 b) acomete principalmente
as areas dos ombros, tronco, bracos e de modo mais ocasional a face, sendo
frequentemente relatada em criancas (HAWKINS; SMIDT, 2014). As lesdes se
manifestam geralmente com aspecto anelar, sob a forma de pequenos eritemas de
contorno delimitado (Fig. 5 b) (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; HAVLICHOVA;
CZAIKA; FRIEDRICH, 2008; DIEGO, 2011). Em certos casos, com bordas elevadas,
vesiculosas ou até mesmo pustulosas, com formacdo de granulomas (REFAI; EL-
YAZID; EL-HARIRI, 2013). Essa forma tipica anelar é a mais frequente,
caracterizada por placas extremamente arredondadas, com crescimento centrifugo,
havendo tendéncia a cura central (DIEGO, 2011; KALINOWSKA, 2012). Os
principais fungos agentes de tais dermatofitoses pertencem as varias espécies de
Microsporum e Trichophyton (HAVLICHOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008). O
dermatofito mais comumente isolado em todo o mundo nesses casos € o T. rubrum,
seguido por T. mentagrophytes (DIEGO, 2011; HAWKINS; SMIDT, 2014). Ha
variantes cronicos de tinea corporis como “granuloma de majocchi”, com vesiculas
papulo-eritematosas, principalmente ocorrendo nos membros inferiores das

mulheres pos-depilacdo e tinea imbricata, caracterizada por anéis concéntricos por
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todo corpo, a qual ocorre endemicamente entre os indigenas de certas ilhas do
oceano pacifico, das Américas do Sul-Central e sudeste da Asia (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995; LACAZ et al., 2002), tendo T. concentricum como agente
etiolégico antropofilico (PIHET et al., 2008). Juntamente com a tinea capitis, a TCo é
considerada uma das dermatofitoses mais prevalentes (DEGREEF, 2008; REFAI;
EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013).

Epidemiologicamente, na India a TCo é a mais comum dermatofitose
observada, sendo mais frequente em pacientes do sexo masculino, seguida por
tinea cruris (INDIRA et al., 2014). O principal agente etiolégico envolvido € T. rubrum
e as lesbes mais comumente observadas incluem placas anulares eritematosas
(INDIRA et al., 2014). Na Franga, recentemente, identificou-se um caso de TCo em
um paciente adulto, com lesdes extensas no tronco e membros inferiores (CINOTTI
et al., 2014), bem como na Espanha em uma paciente de 21 anos, com lesao
caracteristica de TCo na regido interescapular, isolando-se desse caso M. canis
(LOPEZ-VILLAESCUSA et al., 2014). Na Alemanha, ja se relatou um surto de TCo
por T. tonsurans em 46 criancas e adolescentes, com idade entre 7 a 17 anos (EL
FARI et al., 2000). Nesse mesmo pais, em 2007, evidenciou-se 5 casos de TCo com
lesdes atipicas, que incluiam até mesmo a formacéo de bolhas na pele (ZIEMER et
al., 2007).

No Brasil, 137 criancas menores de 12 anos e clinicamente diagnosticadas
com tinhas, foram investigadas prospectivamente no Instituto de Pediatria, no Rio de
Janeiro, no periodo de 1994 a 1999. Foram submetidas ao exame micoldgico do
raspado de pele e unhas, pelos e pus das lesdes. Meninos na faixa etaria de 2 a 12
anos foram os mais acometidos; tinea capitis (78 casos) por M. canis foi a mais
frequente e tinea corporis (43 casos) por T. rubrum foi a segunda forma clinica mais
observada nesse estudo (FERNANDES; AKITI; BARREIROS, 2001). Em Séo Paulo,
entre os anos de 1992 e 2002, TCo foi a forma clinica dermatofitica de maior
ocorréncia nesse estado, tendo como principal agente etiolégico T. rubrum
(CHIMELLI et al.,, 2003). No RS, em um levantamento epidemiolégico atual de
infeccBes fangicas de pacientes atendidos em um laboratério da regido do Vale dos
Sinos, relatou-se que o local de maior identificacdo de fungos dermatofitos foi a pele
glabra, sendo T. mentagrophytes o principal dermatéfito envolvido na maioria dos
casos de TCo (ROCHA; VIEIRA, 2014).
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Tinea cruris (TCr) ou tinha inguinal (Fig. 5 ¢) envolve as regides perineais,
inguinais e perianais, de forma aguda ou cronica, sendo mais frequente em adultos
(KALINOWSKA, 2012). As lesdes se manifestam sob a forma de placas
avermelhadas, descamativas, marginadas, bilaterais ou unilaterais com sensacéo de
gueimacdo e prurido intenso nas areas afetadas, chamadas de “eczema marginado
de hebra” (Fig. 5 ¢) (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011). As margens
das lesbes séo circinadas, elevadas, ligeiramente papulosas e algumas vezes
acompanhadas de vesiculas. As principais espécies envolvidas sédo T.
mentagrophytes, T. rubrum e E. floccosum. Encontra-se em todas as partes do
mundo, mas € mais prevalente nas regides tropicais, onde a umidade favorece a
colonizacdo do dermatdéfito (KALINOWSKA, 2012). Acomete mais comumente 0s
homens, e dificilmente envolve as mulheres, exceto quando ocorre transmissao por
um contato intimo ou fomite contaminado (LACAZ et al., 2002). Os fatores
predisponentes incluem transpiracdo, umidade, roupas apertadas que irritam a pele,
diabetes, obesidade, entre outros. A TCr pode tomar propor¢cdes epidémicas em
times de esporte, internatos, tropas militares, etc. Em tais circunstancias as tolhas e
roupas de cama compartilhadas, podem servir como agente de disseminacdo da
micose (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011).

Na india, TCr é a segunda forma clinica de maior prevaléncia, sendo que T.
rubrum é o dermatdfito isolado da maioria dos casos (INDIRA et al., 2014). Na
Espanha, em 2008, descreveu-se casos de TCr em 2 pacientes oriundos da Nigéria,
mas que moravam na Espanha, com lesdes nos gluteos, ocasionada por uma nova
variedade de T. rubrum - T. rubrum var. raubitschekii. Esse estudo é um dos
primeiros relatos de TCr na Espanha (MOYANO et al., 2008). No Brasil, um estudo a
fim de determinar a epidemiologia de TCr em S&o Paulo, foi conduzido de abril de
1995 a marco de 1997. Um total de 2000 pacientes foram investigados, dos quais
105 foram selecionados por apresentarem algum sintoma condizente com TCr. A
cultura foi positiva para os dermatéfitos em = 63% dos casos, com vesiculas
eritematosas frequentemente relatadas na anamnese dos individuos acometidos. T.
rubrum foi a espécie mais prevalente (90% dos casos), seguido por T. tonsurans
(6%) e T. mentagrophytes (4%) (TAVARES; ALCHORNE; FISCHMAN, 2000).

Tinea unguium (TUn), tinha das unhas ou onicomicose dermatofitica (Fig. 5 d)
€ uma invasado da lamina ungueal ocasionada por dermatofitos, considerada uma
das micoses de diagnéstico e tratamento mais dificeis (DANIEL; JELLINEK, 2010). A
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maioria dos casos envolve espécies antropofilicas e raramente geofilicas
(KALINOWSKA, 2012). As unhas ficam extremamente frageis, podendo ocorrer o
aparecimento de sulcos, fraturas e calos, com aspecto geralmente amarelado, mas
também podem ficar arroxeadas ou esbranquicadas (Fig. 5 d). As unhas dos pés
sdo mais frequentemente infectadas por dermatofitos do que as unhas das maos,
sendo isso resultado de uma possivel coinfec¢cdo dermatofitica nos pés (tinea pedis)
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; KALINOWSKA, 2012).

O comprometimento das unhas na TUn pode ser subungueal (distal e/ou
proximal) ou superficial (leuconiquia micética/tricofitica/branca), sendo T. rubrum e T.
mentagrophytes var. interdigitale as espécies mais frequentemente implicadas
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011). A forma subungueal distal (Fig.
6 a) se inicia no bordo livre da unha, desloca a lamina ungueal, podendo evidenciar-
se hiperqueratose na maioria dos casos. Na forma subungueal proximal (Fig. 6 b), a
lamina se desloca a partir da borda proximal, com acamulo de detritos corneos. Nas
formas subungueais, com a progressado da lesdo ha destruicdo total da lamina
ungueal (REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013). A forma superficial (Fig. 6 c) é
caracterizada por pontos de cor branca em qualquer parte da lamina ungueal,
podendo acometer completamente toda a unha (WELSH; VERA-CABRERA,
WELSH, 2010; DIEGO, 2011). Esse tipo de lesdo é geralmente assintomatica, visto
gue o fungo estando mais superficialmente localizado na unha, ndo entra em contato

com os tecidos, ndo havendo resposta inflamatoria (DIEGO, 2011).

Figura 6. Imagens dos tipos de comprometimento ungueal nas onicomicoses
dermatofiticas: (a) forma subungueal distal (b) forma subungueal proximal (c) forma
superficial (leuconiquia micotical/tricofitica/branca) (FONTE: adaptado de WELSH,;
VERA-CABRERA; WELSH, 2010).
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Digno de nota, as onicomicoses em geral, conceitualmente, infec¢Oes
fungicas das unhas, podem ser causadas por agentes outros que ndo somente
dermatdfitos, tais como Candida albicans, Scytalidium spp., Geotrichum candidum,
Aspergillus spp., Trichosporon spp. e Scopulariopsis brevicaulis, porém varios
estudos citam os fungos dermatofiticos como os principais envolvidos na totalidade
das onicopatias micéticas (80% dos casos), seguidos pelas leveduras (5 a 17%) e
por fungos filamentosos ndo dermatofiticos (2 a 12%) (HANEKE, 1991; KENNA;
ELEWSKI, 1996; PERCA et al., 2000; ARAUJO et al., 2003). As onicomicoses
dermatofiticas figuram entre as mais prevalentes formas clinicas de dermatofitose,
principalmente quando comparadas com as tineas corporis, pedis e capitis (PIRES et
al., 2014). Tem-se inclusive testes especificos, mais recentemente, para deteccdo
de dermatofitos nos casos de TUn, tal € a elevada ocorréncia desse tipo de fungo
nas onicomicoses (TSUNEMI et al., 2014).

Dados epidemioldgicos indicam que a incidéncia de TUn aumenta com a
idade, chegando a atingir 30% de individuos com mais de 60 anos (WELSH; VERA-
CABRERA; WELSH, 2010) e sendo pouquissimo frequente em criancas
(FERNANDES; AKITI; BARREIROS, 2001). Quanto aos dermatoéfitos mais
envolvidos citam-se T. rubrum (60%), T. mentagrophytes (20%) e E. floccosum
(10%) (HAY, 2005; WELSH; VERA-CABRERA; WELSH, 2010). No Ir&, realizou-se
um estudo, entre 1994 e 2004, com 590 pacientes com alguma onicopatia (354 do
sexo feminino e 236 do sexo masculino), constatando-se TUn em 41 casos (7%),
dentre esses, 66% ocasionado por dermatofitos zoofilicos, 31% por antropofilicos e
3% por geofilicos (KAZEMI, 2007).

No Brasil, no periodo de janeiro de 1998 a dezembro de 2000, foram
realizados exames micoldgicos (direto e cultura), de unhas de 2271 pacientes
originarios da cidade do Rio de Janeiro, com provavel diagnéstico clinico de
onicomicose. Do total de individuos, foi diagnosticado onicomicose em 400
pacientes estudados, com as leveduras do género Candida (49%) como os agentes
etiolégicos mais frequentes nas unhas das maos e em mulheres (83,16%). Em
contraste, os dermatéfitos foram mais isolados das unhas dos pés e em homens,
resultando num total de 186 individuos com envolvimento dermatofitico (46,5%)
(ARAUJO et al., 2003). Na regido de Santa Maria (RS), as onicomicoses de origem

dermatofitica ja representaram um percentual de = 70% em relacdo ao total das
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infeccdes nas unhas, sendo T. rubrum o principal agente etiolégico (= 51% dos
casos) (LOPES et al., 1999a).

Tinea barbae (TBa) ou tinha da barba (Fig. 5 e) afeta regides pilosas do
pescoco e da face e, portanto é mais restrita a homens adultos (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011). Apresenta dois quadros clinicos distintos: (a)
o tipo leve-superficial, no qual as bordas das lesGes sao vesiculo-pustulares (Fig. 5
e) e a reacdo do hospedeiro € menos intensa, embora a alopecia possa se
desenvolver na regido central da leséo e (b) o tipo mais profundo e pustular, com
formacdo de pustulas foliculares e crostas, que podem resultar na formagédo de
nédulos, semelhante clinicamente & foliculite bacteriana (WEITZMAN;
SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011). As lesbes podem apresentar intensa reacéo
inflamatoria dos foliculos pilosos presentes nas regides afetadas, por a etiologia
estar relacionada com dermatofitos zoofilicos, especialmente os do género
Trichophyton (LACAZ et al., 2002); as lestes de TBa podem ser acompanhadas de
muita coceira, sendo mais comumente observadas em agricultores (KALINOWSKA,
2012; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013).

Na Africa, TBa ¢ relativamente bem comum (ELLABIB; KHALIFA;
KAVANAGH, 2002). Nos EUA, em 2002, foi diagnosticado um caso de TBa em um
paciente de 22 anos, ocasionado por uma espécie do género Trichophyton,
relatando-se que provavelmente a infeccdo micética foi adquirida da gata do
paciente (TROTHA et al., 2003). No Brasil, em um estudo na Paraiba, verificou-se a
incidéncia de TBa em 1% da populacdo (LIMA, 1996), ndo havendo na literatura
nacional, inclusive no RS, estudos epidemiologicos mais atuais.

Tinea manuum (TMa) ou tinha das maos (Fig. 5 f) refere-se as infec¢des por
dermatofitos nas superficies planares das maos e regides interdigitais. Quanto as
manifestacdes clinicas, hd amplo comprometimento palmar, geralmente apresenta
hiperqueratose unilateral difusa, lesGes esfoliativas, eritematosas ou papulosas
discretas (Fig. 5 f) (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011). As espécies
mais frequentemente relacionadas s&o antropofilicas - T. mentagrophytes e T.
rubrum (KALINOWSKA, 2012).

Na Italia, em 2003, relatou-se um caso de TMa bolhosa em um agricultor de
36 anos. A lesdo, na mao direita, assemelhava-se a dermatite de contato, isolando-
se desse caso T. verrucosum (ASTE; PAU; ASTE, 2003). Em 2004, na Espanha,

descreveu-se dois casos de TMa com intensa inflamacdo em criangas, que haviam
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feito previamente uso de corticoides (FLORES et al., 2004). Na China, € considerada
uma micose bem comum. Em 2013, um estudo epidemioldgico foi realizado com
pacientes chineses, descrevendo-se 280 casos de TMa, sendo que desse total =
85% apresentava coinfeccéo por tinea pedis. Constatou-se que em 90% dos casos a
espécie prevalente foi T. rubrum, seguida por E. floccosum, T. violaceum e T.
mentagrophytes (ZHAN et al., 2013). No Brasil, em SP, entre 1992 e 2002, TMa teve
um percentual de ocorréncia de = 2%, sendo T. rubrum o dermatéfito mais
prevalente (CHIMELLI et al., 2003). No RS, de abril de 2000 a abril de 2001, 208
pacientes transplantados renais com algum tipo de micose, foram avaliados no
Servico de Dermatologia da UFRGS, Complexo Hospitalar Santa Casa, quanto ao
tipo de infeccdo micdtica mais prevalente. As infec¢cBes fungicas superficiais foram
as mais frequentes, perfazendo 40,9% de todas as dermatoses. A pitiriase versicolor
foi encontrada em 37 pacientes (17,8%), apresentando-se geralmente de forma
disseminada, com grande numero de lesdes. As dermatofitoses ocorreram em 15
pacientes (7,3%) nas seguintes formas clinicas: tinea corporis em sete pacientes
(3,4%), tinea pedis em cinco (2,4%), tinea cruris em dois (1%) e tinea manuum em
um (0,5%) (VETTORATO et al., 2003).

Tinea pedis (TPe) ou tinha dos pés (Fig. 5 g), popularmente conhecida como
“‘pé de atleta”, € uma infeccdo dermatofitica que envolve particularmente as solas e
os dedos dos pés (REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013). Considera-se uma das
doencas micéticas que mais acometem o homem, figurando entre as de maior
ocorréncia em todo o mundo (KALINOWSKA, 2012). Estima-se que 30% a 70% da
populacdo mundial apresente ou apresentou tinea pedis, muitas vezes com evolucao
clinica oculta ou subclinica (LACAZ et al., 2002; PORCHE, 2006). As lesbes
aparecem nas bordas e plantas dos pés (Fig. 5 g) sob trés formas mais comuns: (a)
forma desidrosiforme ou vesiculosa — é o tipo pruriginoso, inflamatério, com
vesiculas drenando um liquido esbranquicado; (b) forma intertriginosa cronica — a
mais frequente, com fissuras e maceracao entre o 3° e 4° espacos inter-pododactilos
e (c) forma escamosa cronica — lesdes bilaterais, descamativas, bem semelhantes a
dermatite esfoliativa (LACAZ et al., 2002; DIEGO, 2011; KALINOWSKA, 2012). O
curso das lesdes é crbnico e recorrente e por vezes agravado por infeccdes

secundarias e alergias. TPe € ocasionada particularmente por dermatofitos
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antropofilicos — T. rubrum, T. mentagrophytes var. interdigitale e E. floccosum
(WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; DIEGO, 2011).

Na Espanha, em 2009 procedeu-se um estudo epidemiolégico em criancas da
cidade de Barcelona, verificando-se TPe como a micose mais frequente, com T.
mentagrophytes sendo a principal espécie relacionada aos casos (PEREZ-
GONZALEZ et al., 2009). Em 2002, em Hong Kong, foram investigados 1014
pacientes em relacdo a TPe e onicomicoses, constatando-se pé de atleta em 20,4%
dos individuos analisados, o que representa uma taxa relativamente elevada,
guando compara-se com a TUn com um percentual de 16% (CHENG; CHONG,
2002). Em 2011 na Bélgica, relatou-se um caso de TPe interdigital bem grave, em
uma paciente diabética (VANHOOTEGHEM et al., 2011). No Brasil, j& foram
reportados alguns casos de TPe, com lesdes mais localizadas na regido plantar do
gue interdigital e tendo T. rubrum como principal agente etiolégico (FURTADO et al.,
1990). No RS, durante o periodo de 1988-1997 um total de 1.986 casos de
dermatofitose foi diagnosticado no Laboratorio de Pesquisas Micologicas do Hospital
Universitario de Santa Maria, dos quais 909 (45,8%) foram relatados como tinea
pedis, com T. mentagrophytes como o dermatofito mais prevalente (LOPES et al.,
1999Db).

Além de todas as manifestacdes clinicas das formas de dermatofitose
isoladamente em cada paciente, cabe ressaltar que coinfeccdes dermatofiticas séo
possiveis e ja foram relatadas (INDIRA et al., 2014). Infec¢cdes mistas, envolvendo
mais de um tipo de tinha em um mesmo paciente ou um tipo de tinha ocasionada por
varios agentes etiologicos dermatofitos (LACERDA, 2008) ou ainda a manifestacao
simultanea das tinhas e outra patologia (de origem micotica ou ndo) (FREITAS et al.,
2013), cada vez mais sdo comumente observadas, embora ainda ndo tenham uma
elevada prevaléncia na clinica. Na india, de 400 casos de dermatofitose, 14 (3,5%)
eram infeccBes dermatofiticas mistas em um mesmo individuo. Nesse mesmo
estudo, verificou-se que o0 mais ocorrente € a combinacdo de tinea corporis com
tinea cruris e tinea unguium com tinea manuum (INDIRA et al., 2014). Ja foi relatado
também um mix de parasitismo em infeccfes micoéticas, relacionado a coinfeccbes
por dermatofitos e Aspergillus fumigatus, Candida albicans e Mucor spp. (ADEFEMI,;
ODEIGAH; ALABI, 2011).
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3.1.3. Diagndéstico, prevencéo e controle

O diagnéstico das dermatofitoses é realizado por meio da anamnese -
observacdo das manifestacfes clinicas das lesdes e pela investigacdo micoldgica,
na qual se verifica a presenca do fungo no material clinico (KONEMAN et al., 2006;
MORIELLO; NEWBURY, 2006; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013). Biopsia
(exame histopatoldgico) tende a ser usada principalmente quando a apresentacao
das lesdes é incomum (KONEMAN et al., 2006). Aliado a isso, a biologia molecular
também pode ser util, por exemplo, a técnica de PCR ja foi publicada em varios
trabalhos com dermatofitos, tornando-se cada vez mais um método de diagndstico
de precisdo e extremamente vantajoso, em casos especificos de diferenciacdo de
espécies de um complexo, por exemplo, como ocorre para T. mentagrophytes
(KONEMAN et al.,, 2006; MORIELLO; NEWBURY, 2006; REFAI; EL-YAZID; EL-
HARIRI, 2013; CHALUPOVA et al., 2014).

O diagnostico micolégico € muito importante, pois permite confirmar a
etiologia das dermatofitoses, estabelecer a terapia correta, correlacionar o0s
resultados obtidos com a situacdo socioecondémica da populacdo afetada e aplicar
medidas profilaticas baseadas na espécie identificada. O diagndstico definitivo
baseia-se em uma série de etapas, observacbes e exames que vao desde o
historico clinico, exame fisico, exame com luz ultravioleta, coleta, microscopia direta
do material, cultura fangica e identificacdo final do agente patdégeno (MORIELLO;
NEWBURY, 2006).

A lampada de Wood é um método diagndstico para infeccdo dermatofitica, ela
emite ondas de luz ultravioleta de comprimento de 330 a 365 nandmetros, e é
utilizada no exame de pelos ou tecidos suspeitos de dermatofitose, que podem
florescer em presenca direta dessa luz em local escuro; ha fluorescéncia para as
espécies M. canis e T. quinckeanum (KONEMAN et al.,, 2006; MORIELLO;
NEWBURY, 2006). Nem todas as cepas dos fungos dermatofitos apresentam
fluorescéncia e certas preparacfes topicas, bem como o alcool podem mascara-la
ou fazer com que a mesma ndo seja especifica. Essa técnica € indicada também
para selecionar pelos para exame tricografico, cultura fangica e controle de
tratamento (KONEMAN et al., 2006; MORIELLO; NEWBURY, 2006; REFAI; EL-
YAZID; EL-HARIRI, 2013).
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O exame microscopico dos raspados da pele ou do material clinico, incluindo
pelos e unha pode revelar hifas e/ou artroconidios. As amostras devem ser
selecionadas a partir das margens das lesdes ativas, com antissepsia prévia da area
acometida com alcool 70° GL (KONEMAN et al., 2006). Os pelos selecionados
devem ser aqueles que apresentam fluorescéncia sob a lampada de Wood, ou que
estdo quebrados ou possuem alguma parte escamosa. As escamas das unhas séo
as mais dificeis de examinar, pois os fungos raramente estdo abundantes nesses
locais. Simplificadamente, no exame direto disponibiliza-se o material clinico a ser
examinado na lamina, acrescentando-se uma gota de KOH 10% a mesma. Recobre-
se com laminula e ligeiramente aquece-se na chama, pois a solu¢do de potassa ira
clarificar o fungo, na medida em que faz a digestdo a quente de materiais
proteinaceos, desagregando o material esclerotico, sem danificar o fungo. As hifas
das espécies dermatofiticas ndo serdo alteradas por esse tratamento,
permanecendo refrateis, hialinas, septadas e ramificadas, viaveis para uma clara
identificacdo (KONEMAN et al., 2006; MORIELLO; NEWBURY, 2006; REFAI; EL-
YAZID; EL-HARIRI, 2013).

Os dermatdfitos podem ser cultivados em varios meios de crescimento,
incluindo o Agar Sabouraud Dextrose (por exemplo, com ciclohexemide), sendo
esse 0 meio padrédo para o isolamento primario. Existe também um meio de teste
especifico para dermatdfitos (Fungassay teste de dermatofitos), que se baseia na
alteracao de cor do meio de cultura que, na presenca de colbnias dermatofiticas,
passa de ambar a vermelho, sendo os resultados visiveis a partir das 48 horas
(KONEMAN et al., 2006). As culturas, de um modo em geral, sdo incubadas a
temperatura ambiente (25-30 °C), sendo que, geralmente, as colbnias tornam-se
visiveis dentro de 1-2 semanas. Apds o0 crescimento do micélio, pode-se transferir
para o microcultivo (ou nado), conforme a acuidade do especialista. A diferenciacéo
micromorfologica dos dermatofitos é bem perceptivel, fornecendo resultados
fidedignos quanto a espécie patogénica em cada caso (KONEMAN et al., 2006;
MORIELLO; NEWBURY, 2006; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013).

Em relacdo a prevencado e controle das dermatofitoses incluem-se medidas
simples de higiene pessoal e sanitaria, tais como manter sempre habitos higiénicos
corpéreos adequados, secar bem as dobras e espacos interdigitais pds-banho e
evitar sapatos muito apertados que retenham suor. Devem ser de uso pessoal e

intransferivel pentes, escovas e toalhas, sendo que o cuidado tem de ser maior
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ainda por atletas (BASSIRI-JAHROMI; SADEGHI; PASKIAEE, 2010). Deve-se evitar
contato muito proximo com individuos e animais infectados e, sobretudo deve-se
realizar uma limpeza periddica de pisos e paredes, principalmente de locais
publicos. Ocasionalmente, para evitar que animais doentes transmitam dermatofitos
para os outros, eles devem ser isolados até que a infeccdo tenha sido eliminada
(BASSIRI-JAHROMI; SADEGHI; PASKIAEE, 2010; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI,
2013).

Encontram-se vacinas disponiveis em alguns paises, para animais, e
especificas contra determinados dermatofitos, tais como T. verrucosum e T.
mentagrophytes - para o gado, raposas, chinchilas e coelhos; T. equinum - para
cavalos e M. canis - para cées e gatos (GUDDING; LUND, 1995; REFAI; EL-YAZID;
EL-HARIRI, 2013). Em alguns paises, as vacinas tém sido utilizadas em campanhas
de erradicacdo dermatofitica. Na Noruega, ha um programa de erradicacédo de T.
verrucosum de rebanhos bovinos por meio de vacinagéo, desinfeccédo de estabulos
contaminados e isolamento dos animais infectados. Com isso, em uma regido da
Noruega e da antiga Unido Soviética a prevaléncia da micose no gado diminuiu de
70% para 1%, durante um periodo de 8 anos (GUDDING; LUND, 1995; REFAI; EL-
YAZID; EL-HARIRI, 2013).

No que concerne a desinfeccdo, os conidios dermatofiticos sdo relativamente
suscetiveis ao cloreto de benzalcénio, hipoclorito de sodio a 1%, formaldeido, entre
outros (MADRID et al., 2012). Em um estudo com solucao de cloreto de benzalcdnio
a 10%, relatou-se que o mesmo impediu o crescimento de M. canis em 97% das
escovas de cabelo contaminadas, que foram analisadas (MARCHETTI et al., 2006).
Outro estudo demonstrou que uma preparacédo contendo brometo de benzidamina e
alcool laurico foi eficaz contra dermatéfitos antropofilicos, comumente encontrados
em pisos (principalmente de quartos) (REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013). Relata-
se que in vitro os dermatofitos também sdo suscetiveis a iodoforos, glutaraldeido e
compostos fendlicos; no entanto, alguns agentes podem ter uma eficacia limitada,
guando utilizados na pratica. A remocdo mecanica de qualquer material
contaminado que contenha queratina, como cabelos e pedacos de unhas, facilita a
desinfeccdo. Apos a remocdo mecanica, superficies lavaveis devem ser limpas
cuidadosamente com agua e detergente (CORREA; CORREA, 1992; ROCHETTE;
ENGELEN; BOSSCHE, 2003). Os dermatoéfitos sado suscetiveis ao fogo alto. O calor

umido de 121 °C, aplicado durante pelo menos 20 minutos, ou o calor seco de 165-
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170 °C, durante 2 horas, sao referidos como sendo eficazes (PUBLIC HEALTH
AGENCY OF CANADA, 2010).

3.2. Terapéutica das dermatofitoses
3.2.1. Tratamento convencional

A escolha do tratamento mais apropriado para as dermatofitoses é
determinada pela extenséo da infeccéo, pelo sitio anatdmico afetado e pela espécie
dermatofitica envolvida em cada caso, tdo bem quanto pela eficacia, perfil de
seguranca e biodisponibilidade dos antifungicos disponiveis (TORRES, 2005; PIRES
et al., 2014). A terapéutica pode ser conduzida topicamente, sistematicamente ou
associando-se ambas as formas, combinadas ou ndo a antibacterianos, substancias
gueratoliticas, bem como a remocdo de restos de escamas e pelos infectados
(FULLER et al., 2014; PIRES et al., 2014).

Os antifungicos topicos aplicados localmente nas lesGes podem ser
apresentados sob a forma de gel, cremes, esmalte ou pomadas (TORRES, 2005).
Esse tipo de tratamento pode ser utilizado como apoio a terapéutica oral e como
profilaxia, a fim de evitarem-se recidivas. Os antifingicos da linha topica atrasam o
crescimento dos dermatdfitos e, geralmente, sdo bem tolerados e requerem somente
uma aplicacdo diaria (DEL PALACIO et al., 2000; FULLER et al., 2014). A terapia
topica faz-se muito Util no caso de lesdes limitadas, superficiais e situacées como
gravidez, lactacdo ou para se evitar interacbes com outros farmacos orais. Mais
comumente sao utilizadas formulacbes a base de tintura de iodo ou cremes e
solucdes de cetoconazol, isoconazol, miconazol, clotrimazol, bifonazol, terbinafina e
ciclopirox olamina, sendo essa Ultima bem popular na pratica clinica para o
tratamento tépico, em especial de onicomicoses (SHEMER et al., 2010; FULLER et
al., 2014).

Os produtos tépicos possuem caracteristicas vantajosas e sdo largamente
empregados na pratica para infeccbes dermatofiticas, porém nos casos avanc¢ados,
por exemplo, de tinea unguium e tinea capitis, bem como em dermatofitoses
disseminadas e severas, a via mais recomendada é a oral (RUBIO et al., 1999). A
terapia sistémica das dermatofitoses é ainda principalmente indicada quando as
lesbes sdo generalizadas, recorrentes, de carater cronico, ou quando nao ha

resposta a terapia tépica. Cabe ressaltar-se que 0s regimes orais convencionais



72

estdo associados com tratamentos por longos periodos, o que ocorre também com a
terapia tépica — entre 8 a 50 semanas — e, infelizmente, por consequéncia, ocorre
baixa adeséo e manutencao da terapéutica completa, pelo paciente (SHIVAKUMAR
et al., 2011). O tratamento sistémico oral é realizado principalmente pelo uso da
terbinafina, griseofulvina e derivados azdlicos como o cetoconazol, os quais
possuem importante atividade antidermatofitica (HAINER, 2003; PIRES et al., 2014).

3.2.1.1. Ciclopirox olamina

Ciclopirox olamina (CPO) (Fig. 7) é um antimicotico, empregado muito
comumente via tépica, pertencente a classe das hidroxipiridonas, com atividade
antifngica e antibacteriana, através de mdultiplos mecanismos de acdo. Esse
popular conhecido produto tépico, primordialmente utilizado para as micoses de
unha, liga-se a cations trivalentes (por exemplo, Fe®*) e tem capacidade de inibir
varias enzimas citocromais metalo-dependentes (BOHN; KRAEMER, 2000; SUBISSI
et al., 2010; LECERF; ANDRE; RICHERT, 2014). Relata-se ainda que o CPO afeta a
producdo energética mitocondrial, reduz a acdo de peroxidases e catalases, as
guais degradam peroxidos prejudiciais e toxicos; e ainda afeta a sintese proteica e
de acidos nucleicos da célula fungica. Agindo por tantas vias, CPO exerce, na
maioria dos casos efeito fungicida, dependendo sempre da concentracao utilizada e
do tempo correto de tratamento (SUBISSI et al.,, 2010). Recomenda-se uma
aplicacdo diaria do esmalte de ciplopirox 8% por 24 a 48 semanas, para as unhas
das maos e pés, respectivamente (BOHN; KRAEMER, 2000; SUBISSI et al., 2010;
LECERF; ANDRE; RICHERT, 2014). Existem formulacdes do esmalte a base de
hidroxipropil quitosana, que facilitam mais a permeabilidade através da lamina
ungueal. Considera-se o uso do CPO nas onicomicoses subungueais (distal e
lateral) minimas, quando ndo houver mais de 50% da é&rea total da unha
comprometida e/ou quando o paciente ndo é um bom candidato para a terapéutica
antifangica por via oral (BOHN; KRAEMER, 2000; SUBISSI et al., 2010; LECERF;
ANDRE; RICHERT, 2014).
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CH3 Nome quimico:
6-ciclohexil-1-hidroxi-4-
metil-2(1H)-piridinona-2-

N aminoetanol
I Férmula molecular:
T C1aH24N203
Massa molar (g.mol?):
OH 268.35

Figura 7. Estrutura e propriedades quimicas do ciclopirox olamina (FONTE:
CHEMSPIDER, 2014).

A partir de 1976, numerosos estudos foram conduzidos com o CPO em
pacientes com infeccdes flngicas da pele, sendo que uma série de trabalhos foi
publicada desde entdo (SUBISSI et al., 2010). Em um levantamento de 20 estudos
com 991 casos de doencas de pele, principalmente dermatofitoses (71%), realizado
com creme de CPO a 1% e solucdo de CPO a 1%, observou-se que apdés um
periodo de tratamento de trés semanas, a taxa de sucesso terapéutico (cura clinica
e micologica) foi de 96% (DITTMAR, 1981). Em 2005, avaliou-se a eficacia do gel de
CPO 0,77% no tratamento da tinea pedis interdigitalis, com infeccdo bacteriana
secundaria, em um estudo prospectivo duplo-cego, randomizado e controlado por
placebo. Nesse estudo, verificou-se, que o gel aplicado uma ou duas vezes ao dia
reduziu significativamente os sinais e sintomas das lesdes, na oitava semana de
tratamento. As taxas de cura completa foram muito mais elevadas para o ciclopirox
do que para o veiculo e reducédo da contagem bacteriana foi também observada pos-
tratamento com CPO (GUPTA; SKINNER; COOPER, 2005). Em 2014, em um
estudo da eficacia do CPO 1% e cloridrato de terbinafina 1%, em um modelo de
onicomicose dermatofitica in vitro, notou-se alta taxa de permeacdo para ambos 0s
compostos analisados, que mostraram eficacia muito semelhante (TAUBER;
MULLER-GOYMANN, 2014). Além da atividade contra fungos e bactérias,
recentemente descobriram-se propriedades anticancer para o CPO (SHEN; ZHOU;
HUANG, 2013).


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C14H24N2O3
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3.2.1.2. Terbinafina

A terbinafina (TBF) (Fig. 8) € um antimicotico empregado, por via topica e/ou
oral, no tratamento de infec¢Bes fungicas cutdneas e até mesmo subcutaneas. TBF
estabeleceu-se no mercado farmacéutico entre as décadas de 80-90 (PETRANYI;
RYDER; STUTZ, 1984; N'DIAYE et al., 2006), sendo considerada um dos principais
antifingicos utilizados na prética, juntamente com o ciclopirox olamina, para a
terapéutica das dermatofitoses (SOARES et al., 2013). Os dermatoéfitos, em geral,
apresentam uma elevada suscetibilidade a TBF, especialmente empregada nos
casos em que h& condi¢cdes crénicas da micose (SOARES et al., 2013). A TBF
pertence a classe das alilaminas (alilamina terciaria), farmacos sintéticos que atuam
de forma distinta das demais classes de antifungicos e cuja atividade, in vitro e in
vivo, € direcionada especialmente contra dermatofitos e algumas leveduras, tendo
também acao contra Sporothrix schenckii, Scopulariopsis brevicaulis e Acremonium
spp. (GHANNOUM, 1997; LACAZ et al., 2002; SHEMER et al., 2014). A acao desse
antifangico da-se pela inibicdo ndo competitiva, especifica e seletiva da esqualeno
epoxidase, uma enzima envolvida nas etapas iniciais da sintese do ergosterol, o
principal esterol componente da membrana celular fangica, acarretando tanto o
acumulo de esqualeno, como deplecdo de ergosterol (MOOSSAVI, BAGHERI;
SCHER, 2001; ODSS; BROWN; GOW, 2003). Elevadas concentracbes de
esqualeno toxico no citoplasma fungico podem interferir na fungcdo da membrana e
na sintese da parede celular dos fungos, bem como niveis deficitarios de ergosterol
influenciam na manutencdo da célula, envolvendo tanto a membrana quanto a
parede dos fungos, com consequéncia fungicida em espécies suscetiveis
(MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001). A TBF ndo tem uma elevada afinidade de
ligacdo pela esqualeno epoxidase humana, e assim a producao de colesterol ndo &
fortemente afetada (WAKELIN; MAIBACH, 2003).



75

Nome quimico:

| (2E)-N,6,6-Trimetil-N-(1-

nafitiimetil)-2-hepteno-4-in-1-amina
Formula molecular:

N Co1H2sN
H,C Massa molar (g.mol?):
O O 291.43
Figura 8. Estrutura e propriedades quimicas da terbinafina (FONTE:

CHEMSPIDER, 2014).

Em relacdo a farmacocinética, a TBF é um farmaco muito bem absorvido,
ap0s a sua administracdo oral e liga-se fortemente as proteinas plasmaticas
(MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001). Essa ligacdo ndo € especifica e a
eliminagéo plasmatica é lenta. A afinidade da TBF pelo citocromo P450 é baixa, em
contraste com o0s azois, sendo essa uma das razdes para uma menor taxa de
interacbes da mesma com co-mediadores ou demais medicamentos, em
comparacao, por exemplo, com os triazélicos e imidazolicos (REFAI; EL-YAZID; EL-
HARIRI, 2013). Além disso, trata-se de um antifungico lipo e queratinofilico, que é
extensivamente distribuido pelo tecido adiposo, derme, epiderme e unhas. Devido a
isso e a eficacia comprovada, considera-se a TBF um dos antimicoticos mais
apropriados para o tratamento das dermatofitoses e onicomicoses disseminadas
pela pele, pelos e unhas, bem como para casos de candidiase cutanea (DARKES;
SCOTT; GOA, 2003).

Relata-se para o uso especifico da TBF no tratamento das dermatofitoses,
gue a mesma apresenta uma maior eficacia contra espécies do género Trichophyton
(KAKOUROU; UKSAI, 2010). Logo apés o inicio do uso da TBF, alguns estudos
passaram a recomenda-la topicamente para lesGes dermatofiticas ndo muito
extensas, tendo um custo-beneficio melhor que miconazol e cetoconazol topicos
(MCCLELLAN; WISEMAN; MARKHAM, 1999). Em um estudo de meta-analise de
ensaios clinicos randomizados, observou-se que particularmente para a espécie T.
tonsurans, a TBF e a griseofulvina tiveram uma eficacia semelhante, porém o tempo
necessario de tratamento com TBF foi bem menor (4 semanas), do que com a

griseofulvina (8 semanas), o que considera-se uma importante vantagem da TBF
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nesse caso (GUPTA; DRUMMOND-MAIN, 2013). A dose habitual da TBF por via
oral € 250 mg/dia. Para tinea corporis e tinea cruris administra-se a mesma durante
2 a 4 semanas, em tinea pedis, durante 2 a 6 semanas e em onicomicoses
dermatofiticas, durante 4 a 12 semanas (REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013). A
TBF demonstrou superioridade, em eficacia e seguranca, em relacdo ao esmalte de
ciclopirox olamina 8%, para o tratamento de onicomicoses em pacientes diabéticos
(MATRICCIANI; TALBOT; JONES, 2011). Mais recentemente, estuda-se a
administracao intralesional de injetaveis contendo microesferas de TBF, de liberacdo
controlada, para o tratamento de onicomicoses, como uma forma de aplicacdo mais
localizada e direcionada do antifingico, objetivando-se consequente melhora da
eficacia e otimizacéo do tempo de tratamento (ANGAMUTHU, 2014).

3.2.1.3. Griseofulvina

A griseofulvina (GSF) foi descoberta em 1939 (Fig. 9) por Oxford e
colaboradores, tendo origem a partir do fungo Penicilium griseofulvum — foi o
primeiro agente terapéutico especifico para espécies fungicas (ODSS; BROWN;
GOW, 2003). E um derivado benzofurano, somente de administracdo via oral, com
estrutura quimica (Fig. 10) semelhante a colchicina e com eficacia comprovada,
principalmente para o tratamento de micoses cutaneas e onicomicoses
dermatofiticas (LACAZ et al.,, 2002). O mecanismo de acdo da GSF consiste na
inibicho da completa formacdo do fuso mit6tico, por meio da interacdo com
microtubulos polimerizados, inibindo, desse modo, a mitose e 0 consequente
desenvolvimento e crescimento fangico, tendo acdo fungistatica (MOOSSAVI;
BAGHERI; SCHER, 2001). Os microtubulos sdo polimeros dinamicos de dimeros de
a e B tubulina, os quais formam um esqueleto celular altamente organizado em todas
as células eucaridticas. O que se sabe até entdo, é que a griseofulvina interage mais
especificamente com a P tubulina, desagregando entdo os microtubulos e

interferindo assim no processo mitotico (KATHIRAVAN et al., 2012).
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Anos 1930 Anos 1940 Anos 1950

1956
Descricdo da
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anfotericina B

1939

Isolamento da
griseofulvina

1958
Introducio da
griseofulvina

e comercializagdo

1044  do 1" antifingico
Descricdo do da familia dos
1% antifingico azdis

Anos 1960 Anos 1970 Anos 1980

Anos 1990

1981 1990-92
1959 1974 AprovacdonosEUA  Introducéo nos
Introducdo da Introducdo do  daférmulaoraldo  EUAdaférmula
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econazol cetoconazol e 1% sistémica dos
experiéncias triazdis fluconazol
155? 1978 clinicas com a e itraconazol
Descricgioda  pescricso da naftidina
?‘"?'d?de amorolfina 1993-96
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: Introducdo do  Introducéo na Gra- de polienosem triazais e
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az018 clotrimazol (topico)férmula parenteral terbinafina e
do miconazol 1988 farmula lipidida da
1949 A1® equinocandina anfotericina B
Idem!ﬂcagau testada
da nistatina

Figura 9. Principais marcos no desenvolvimento dos antifiungicos ao longo do século
XX (FONTE: adaptado de LEMSADDEK, 2008).

Nome quimico:
(2S,6'R)-7-cloro-2',4,6-trimetoxi-6'-
metil-3H,4'H-spiro[1-benzofurano-

2,1'-ciclohex[2]ene]-3,4'-diona
Formula molecular:
C17H17ClOs
Massa molar (g.mol?):
352.76

Figura 10. Estrutura e
CHEMSPIDER, 2014).

Comercialmente a GS

propriedades quimicas da griseofulvina (FONTE:

F estd disponivel em vérias formas farmacéuticas

(comprimidos, suspensao), porém a suspensdo ndo € uma formulagéo licenciada,

por exemplo, no Reino Unido,

e 0s comprimidos ja ndo estdo disponiveis em alguns
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paises europeus, tendo sido substituidos por outros agentes antifingicos
(KAKOUROU; UKSAI, 2010). As dosagens recomendadas variam muito com o tipo
de formulacdo e o quéo facilmente a mesma é absorvida (FULLER et al., 2014).

A GSF se distribui largamente por variados tecidos queratinizados (pele, pelos
e unhas), sendo por isso, antes do surgimento dos antifingicos terbinafina e
imidazodlicos, um dos primeiros antifUngicos de escolha para a terapéutica das
tinhas. Sua indicacéo é direcionada especialmente aos casos de tinea corporis, tinea
capitis e tinea unguium. GSF apresenta uma maior aplicabilidade para o tratamento
das dermatofitoses ocasionadas por espécies do género Microsporum,
especialmente M. canis (CHADEGANIPOUR; NILIPOUR; HAVAEI, 2004). A partir de
sete estudos de meta-andlise, observaram-se taxas de resposta terapéutica com o
uso da GSF diferenciadas, em relacdo as espécies dermatofiticas, evidenciando-se
para espécies do género Microsporum, uma taxa de aproximadamente 90% e para
Trichophyton cerca de 70%, corroborando com a afirmacdo de efetividade espécie-
especifica desse antifungico (GUPTA; COOPER; BOWEN, 2008). Em concordancia
a isso, outro estudo de meta-analise recente sugere que um tratamento de 8
semanas com GSF é bem mais efetivo que um tratamento de 4 semanas com
terbinafina em tinhas do couro cabeludo, envolvendo espécies microsporicas, o que
nao se verifica para as espécies tricofiticas (GUPTA; DRUMMOND-MAIN, 2013). Por
ser um antifungico de baixa solubilidade, envolvendo problemas de precipitacédo, ha
atuais pesquisas no desenvolvimento e modulacéo da liberacéo in vitro e melhora da
solubilidade da GSF, utilizando, por exemplo, nanoparticulas de silica na formulacéo
desse composto (JAMBHRUNKAR et al., 2014), bem como menciona-se para o
mesmo polimorfismo (MAHIEU et al., 2013).

3.2.1.4. Cetoconazol

O cetoconazol (CTZ) (Fig. 11), pertencente a classe dos azolicos, que foram
descobertos na década de 40 (Fig. 9), sao totalmente sintéticos e apresentam-se
como uma das maiores classes de antimicéticos em uso clinico, devido a sua ja
comprovoda eficacia para micoses superficiais e profundas (ODSS; BROWN; GOW,
2003). Os compostos dessa classe sédo classificados como imidazélicos ou
triazdlicos, diferindo-se nas suas constituicbes quimicas, com base no numero de

nitrogénios (N) presentes no anel azélico - composto de 5 membros, sendo que 0s
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imidazdlicos possuem 2 “N” e os triazdlicos 3 “N” no heterociclo, respectivamente
(LACAZ et al., 2002; ODSS; BROWN; GOW, 2003).

Nome quimico:

E} 1-[4-(4-{[(2R,4S)-2-(2,4-
diclorofenil)-2-(1H-
imidazol-1-ilmetil)-1,3-
) \j%
o_ 0
OO

dioxolan-4-illmetoxi}fenil)-

1-piperazinilletanona
Formula molecular:
e | C26H28CI2N4O4

Massa molar (g.mol™):
531.43

L

Figura 11. Estrutura e propriedades quimicas do cetoconazol (FONTE:
CHEMSPIDER, 2014).

Em relagcdo a estrutura-atividade das diferentes classes de azolicos, o0s
compostos imidazolicos sao particularmente substancias dotadas de pronunciada
versatilidade: possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana, incluindo
fungos, protozoarios, bactérias e helmintos; sdo também relacionados a substancias
antitireoidianas (carbimazol e metiamazol) e a antianaerébios (metronidazol). Além
disso, os derivados imidazolicos possuem evidente acdo imunomoduladora (LACAZ
et al.,, 2002). O que confere essa forte atividade antimicética aos imidazélicos séo
as ligacbes moleculares nas posicoes 1, 2 e 3 do anel imidazdlico. Os parametros
essenciais para a acao antifingica sdo a presenca de, pelo menos, um anel
imidazdlico e a unido desse anel ao restante da molécula por ligacdes “C-N" (LACAZ
et al., 2002). Apesar das diversidades quimico-estruturais entre as classes de azais,
gue de algum modo interfere no espectro de acao e toxicidade, acredita-se que o
mecanismo de acdo compartilhado seja o mesmo (HAMDAN; HAHN, 2006).

CTZ foi o primeiro imidazolico oral biodisponivel, com amplo espectro de
acdo, e a primeira alternativa sistémica a griseofulvina no tratamento das
dermatofitoses, também se apresentando na opc¢éo tépica (MOOSSAVI; BAGHERI;
SCHER, 2001). O mecanismo de acdo desse antifungico lipofilico, basicamente,
consiste em impedir a biossintese normal do ergosterol — lipidio base para a
estrutura da membrana celular fungica — pela inibicdo da enzima lanosterol 14-a-

demetilase, a qual faz parte de um sistema enzimatico microssomal dependente do
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citrocromo P450 (HAMDAN; HAHN, 2006). Logo, ha um prejuizo da biossintese do
ergosterol na membrana, que conduz a um acumulo de 14-a-metilesterdis. Esses
metilesterdis desagregam o compacto arranjo lipidico da membrana, com alteracédo
da fluidez da mesma e consequéncias secundarias em enzimas também envolvidas
na sintese da parede e H*/ATPase, inibindo assim o crescimento fungico e
apresentando, portanto, efeito fungistatico (MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001;
ODSS; BROWN; GOW, 2003).

CTz ¢é eficaz no tratamento da blastomicose, histoplasmose,
coccidioidomicose, paracoccidioidomicose, tinea versicolor, candidiase mucocutanea
cronica, oral e esofagiana, vulvovaginite por Candida e infec¢cdes dermatofiticas
cutaneas, ndo sendo muito recomendado na terapéutica de aspergilose e
mucormicose (PEI-LAN; LI-MIN H; PO-REN, 2007). Especificamente, em relacdo as
dermatofitoses, estudos demonstram que o creme de cetoconazol a 2% tem sido
eficaz e seguro no tratamento de tinea pedis, tinea cruris e tinea corporis, atuando
em infeccdes ocasionadas pelas espécies dos trés géneros — Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton (LESTER, 1995). As taxas de cura com CTZ
referentes ao tratamento das tinhas da pele glabra muito se assemelham com as
taxas de resposta a terapéutica com a GSF (REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI, 2013).
Em 2003, em um estudo para avaliacdo in vitro do CTZ e outros agentes
antifangicos contra Trichophyton spp. e Microsporum spp., constatou-se valores de
concentracgao inibitéria minima (CIM) baixos para a maioria dos isolados clinicos, ou
seja, as espécies mostraram-se bastante sensiveis (GUPTA; KOHLI, 2003). Em
2013, relatou-se o0 uso tépico do xampu de cetoconazol em combinagcdo com
terbinafina oral, durante trés meses, em uma crianca com tinea capitis
(apresentando lesdo do tipo quérion de celsi), com melhora progressiva da paciente
(ANAHORY; SANTOS; BORGES, 2013).

3.2.1.5. Tratamento combinado

A associacdo de antimicoticos tem produzido cada vez mais avang¢os no
tratamento das dermatofitoses, principalmente quando se trata de casos mais graves
e disseminados. Ja foram descritas na literatura combinacdes entre terbinafina e
itraconazol oral administrados de forma consecutiva; tioconazol topico e

griseofulvina oral; terbinafina e ciclopirox olamina; griseofulvina e amorolfina, entre
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outras (MAGAGNIN, 2010). Algumas dessas combinac¢des ainda ndo possuem acao
total sobre dermatofitos resistentes, porém, todas apresentam evidéncias de efetiva
melhora dos quadros clinicos infecciosos, quando comparadas com a monoterapia
oral ou tdpica tradicional (GROVER et al., 2007; HAVLICKOVA; FRIEDRICH, 2008).

Estudos mais recentes apontam que em relacdo ao tratamento de escolha
para a maioria das dermatofitoses, ha uma predominancia da terapia combinada
com antifangicos tépicos e sistémicos (62,8%), sendo os azodlicos (33,1%) e
ciclopirox olamina (49%) a combinacdo de agentes sistémicos e tdpicos mais
comumente prescrita (PIRES et al., 2014). A terbinafina vem sendo cada vez mais
utiizada em combinacdo com outros agentes antifingicos no tratamento das
micoses refratarias, como onicomicoses dermatofiticas, devido a sua capacidade,
observada in vitro, de sinergismo com demais compostos (DALLA LANA, 2014).
Usando-se modelos de farmacocinética e farmacodindmica nota-se uma potente
sinergia entre a terbinafina e antifingicos azdlicos, 0 que aumenta
consideravelmente a chance de sucesso terapéutico. Os mecanismos de acéo
complementares da TBF e azolis em diferentes pontos da via de biossintese do
ergosterol fangico, teoricamente tém um impacto maior na inibicdo e até mesmo
morte do micro-organismo (DOLTON et al., 2014). Para os casos de tinea pedis com
hiperqueratose, observou-se que a utilizacdo da combinacdo de pomada de ureia a
10%, juntamente com terbinafina tépica e oral, otimiza o tempo de tratamento,
fazendo com que o paciente apresente maior adesédo, além de ser segura e eficaz
(SHI et al., 2014). No Brasil, sdo comumente comercializadas associacdes dos
antifGngicos mais recomendados para as tinhas com anti-inflamatérios e antibioticos,
por exemplo, CTZ e betametasona, CTZ, betametasona e neomicina, dentre outras
formulacdes, a fim de amenizar os sinais inflamatoérios locais e gerais decorrentes da
infeccdo fungica, além de auxiliar no processo de cicatrizacdo das lesdes
(KOROLKOLVAS, 1998; PERARO, 2001; AGOSTINHO et al., 2013).

Para o tratamento em animais, 0 mais comum também € a associacao entre
agentes tdpicos e sistémicos, porém antifuUngicos sistémicos sao raramente usados
em animais de grande porte, devido ao custo desses medicamentos e a natureza
geralmente autolimitada da doenca (BOULTON et al., 2013; REFAI; EL-YAZID; EL-
HARIRI, 2013). Os antifungicos disponiveis para o tratamento das dermatofitoses
em animais incluem produtos tépicos (cremes antifingicos ou xampus), e sistémicos
(BOULTON et al., 2013; KIRMIZIGUL et al., 2013; REFAI; EL-YAZID; EL-HARIRI,
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2013). Os mesmos principios e opg¢des de terapéutica em humanos aplicam-se aos
animais, no entanto, consideracbes de ordem prética limitam o uso de alguns
antifingicos sistémicos em algumas espécies, devido também a problemética de

eventual toxicidade.

3.2.2. Novos compostos com potencial antidermatofitico

Produtos naturais vém sendo investigados em relacdo a atividade
antidermatofitica (EISENBERG et al., 1993; MACHADO et al., 2009; LAU et al.,
2010; PINTO et al., 2011; PARK et al., 2011; SOARES et al., 2013; KALAIVANAN;
CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2013). Os derivados naturais sdo uma fonte
de numerosos agentes de valor clinico terapéutico e também inspiram o
desenvolvimento de compostos sintéticos e semissintéticos (WILSON;
DANISHEFSKY, 2006). Nesse aspecto, derivados de plantas medicinais sao
importantes para investigacao farmacologica e desenvolvimento de novos protoétipos,
0s quais podem ser utilizados diretamente como agentes terapéuticos, bem como
ser uma fonte de matéria prima para a sintese (WILSON; DANISHEFSKY, 2006;
SOARES et al., 2013). No entanto, percebe-se uma necessidade de maior
interdisciplinaridade de estudos toxicoldgicos e clinicos que confirmem a seguranca
e eficacia de uma provavel utilizacdo futura destes produtos como antifangicos, visto
gue a maioria dos estudos com substancias naturais relatam a atividade
antidermatofitica desses compostos, geralmente em altas concentracbes e, por
vezes, do extrato bruto, sem o isolamento de componentes majoritarios e
caracterizacdo dos provaveis metabolitos secundarios responsaveis por tal acéo
contra os dermatofitos (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

Em relacdo aos produtos de sintese, sabe-se que os farmacos de origem
sintética, ja utilizados na clinica, representam significativa parcela do mercado
farmacéutico (MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001; BADE; CHAN;
REYNISSON, 2010). Até 1991, entre 866 farmacos usados na terapéutica, 680
(79%) eram de origem exclusivamente sintética. O restante, 186 (21%), correspondia
aqueles de origem natural ou semissintética. Quando se observa a estrutura das
moléculas sintéticas empregadas na terapéutica, constata-se que 62% delas
possuem heterociclicos, ou seja, possuem atomos de elementos distintos do

carbono (heteroatomos) envolvidos em ciclos, dentre os quais 95% apresentam-se
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nitrogenados, 28% com &atomos de enxofre e 18% com &atomos de oxigénio
(BARREIRO, 1991; MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001).

Em 2001, a atividade antifungica de 5 novos compostos sintéticos foi avaliada
contra T. rubrum e E. floccosum, sendo que os dois pirazois-tiocianatos testados
mostraram-se altamente ativos contra ambas as espécies dermatofiticas, o que foi
confirmado através da andlise por microscopia eletrbnica de varredura e de
transmissdo (ROMAGNOLI et al., 2002). Em 2014, um estudo avaliou as atividades
antifingicas de naftoquinonas sintéticas contra dermatofitos, constatando que todas
apresentaram atividade contra M. canis, M. gypseum, T. rubrum e T. tonsurans,
com faixas de CIM variando entre 5 - 28 pg/mL, relacionando-se o mecanismo de
acao a lise na membrana celular dermatofitica (FERREIRA et al., 2014). Ademais
desses, alguns poucos outros estudos relatam a acdo antidermatofitica promissora
de derivados sintéticos, porém com 0s mesmos apresentando relativa toxicidade in
vitro (IWATA; YAMASHITA; UEHARA, 1989; ROSSI et al., 2011). Salienta-se que a
sintese organica, apresenta caracteristicas particulares, pois além de racionalizar
uma sequencia de etapas visando obter os melhores rendimentos possiveis, é
necessario também dispensar atencdo ao grau de pureza e a escala da reacdo dos
compostos, que podem ser planejados estruturalmente para um efeito antifingico
mais direcionado, eficaz e especifico (MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001).

Fazendo-se uma analise dos estudos na literatura, com a abordagem de
investigacdo de novos compostos com atividade antidermatofitica, encontram-se
bem menos trabalhos com substancias sintéticas, comparadas com produtos
naturais. Logo, o campo de pesquisa com moléculas cuja origem seja sintética, com

acao contra os dermatofitos, tem muito ainda a ser explorado.

3.2.3. Problemas relacionados a terapéutica e resisténcia dermatofitica aos

antifungicos

Apesar do arsenal disponivel de farmacos antifangicos agir por diferentes
mecanismos e vias, 0s alvos celulares sdo limitados em funcdo da similaridade que
existe entre as células eucaridticas fuangicas e humanas, em varios aspectos
(MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008). Os relatos de recorrentes falhas na
terapéutica das dermatofitoses sdo normalmente associados com a descontinuacao

da terapia em decorréncia do tratamento prolongado, efeitos adversos de alguns
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antifingicos e com a cada vez mais comum problemética de resisténcia
dermatofitica (MUKHERJEE et al., 2003).

As lesbes cutaneas localizadas na face, tronco e membros geralmente
requerem no minimo trés semanas de tratamento; lesdes nos pés quatro a seis
semanas; e hiperqueratose nas palmas das mé&os e solas s&o tratadas com
antifingicos orais, por trés a seis meses. Inicialmente, quando a Unica opg¢do era a
griseofulvina, o tratamento era demasiadamente longo, especialmente nos casos de
tinea unguium, que podia durar até seis meses para as unhas das maos e até um
ano para as unhas dos pés (DEL PALACIO et al.,, 2000). Estudos publicados
envolvendo a terapéutica das onicomicoses dermatofiticas, em que 0s pacientes
foram tratados com terbinafina oral (250 mg/dia) por 12 semanas, apenas 62%
apresentou cura completa (melhora dos sintomas e negativacao fungica nos exames
realizados) (MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001). Adicionalmente, existe uma
dificuldade generalizada em tratar casos de tinea unguium, revelando-se como um
grande desafio, tanto para o micologista como para o clinico. A erradicacéo
dermatofitica € complexa nessa condicdo, em virtude da queratina, muito densa, que
participa da estrutura da unha (SIDRIM; ROCHA, 2004). Recidivas desse tipo de
micose sao reportadas, em média, em 35% dos casos (HAY, 2001).

Além disso, observam-se na pratica clinica alguns efeitos adversos para 0s
pacientes, em virtude da prOpria terapia prolongada, possiveis interacdes
medicamentosas e uso incorreto dos antifungicos (MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER,
2001). Para CPO, os efeitos secundarios mais comumente relatados incluem
sensacao de queimacdo na pele, irritacdo, vermelhiddo, dor ou prurido, pos-uso
topico da substancia (BOHN; KRAEMER, 2000; GUPTA; SKINNER; COOPER,
2005); com o uso da GSF pode, eventualmente, ocorrer anorexia, émese, diarréia,
anemia, neurotoxicose, alteracbes hematoldgicas, dentre outros distUrbios
fisiol6gicos, sendo que o sintoma mais frequente é a dor de cabeca (MOOSSAVI,
BAGHERI; SCHER, 2001). GSF € um antifangico indutor enzimatico, que acelera o
metabolismo de outros medicamentos reduzindo a atividade desses, por exemplo,
dos anticoagulantes orais e do fenobarbital. Logo, uma das eventuais limitacdes de
seu emprego é a possibilidade de interacdbes com demais medicamentos
(BOUDGHENE-STAMBOULI; MERAD-BOUDIA, 1989; MIYAGAWA et al., 1989).

Como efeitos colaterais, decorrentes do uso da TBF pode-se evidenciar

disfuncdo hepato-biliar, sintomas gastrointestinais, reagfes cutaneas e, mais
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raramente, neutropenia (DEL PALACIO; LOPEZ-GOMEZ; LASTRA, 1990;
BOLDEWIJN et al., 1996); e o principal risco do CTZ € a hepatotoxicidade, que é
rara, mas pode tornar-se fatal, por ocorrer sem qualquer evidéncia clinica e evoluir
apos a interrupcao do tratamento (MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001). Outros
efeitos adversos observados para o derivado imidazdlico consistem em distarbios
gastrointestinais e prurido. Ja foi registrada inibicdo da sintese de esteroides e
testosterona pelo cértex suprarrenal com altas dosagens de CTZ, sendo essa Ultima
responsavel pelo desenvolvimento de ginecomastia em alguns pacientes do sexo
masculino (SUGAR et al., 1987) e, ademais podem ocorrer interagdes com outros
farmacos (MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001). Tais ocorréncias em pacientes
com imunodeficiéncia ou insuficiéncia renal, hepética, entre outras, tendem a ser
muito comprometedoras, em virtude da evolucao crénica que pode ocorrer.

Em 2014, relatou-se um caso de lesdo hepatica induzida pela terbinafina, em
um paciente do sexo masculino de 55 anos, que fazia uso da TBF (250 mg/dia), para
onicomicose dermatofitica por um més. Ele desenvolveu severo quadro de ictericia e
nao tinha nenhum histérico de qualquer doenca sistémica (CHOUDHARY et al.,
2014). Varios outros casos de hepatotoxicidade severa ocasionada por esse
antifangico alilaminico foram recentemente descritos na literatura (YAN; WANG;
CHEN, 2014), bem como se relatam casos de interacdo medicamentosa de TBF
com demais farmacos, ocasionando toxicidade para os pacientes (SHEIKH et al.,
2014); e casos de desenvolvimento de lUpus eritematoso cutaneo subagudo,
observado em paciente do sexo feminino, apos o inicio da terapia com TBF
(WAGNER; SACHSE, 2014). Para o CTZ, mais recentemente ha pesquisas
relatando quadros téxicos graves ocasionados pelo mesmo (KAYE, 2013), que
podem ser até fatais (DUMAN; TURHAL; DUMAN, 2001; KAYE, 2013).

Ademais dos inconvenientes da terapia antidermatofitica convencional
prolongada e dos efeitos adversos em alguns casos, comuns a qualquer
medicamente e ndo s6 antifingicos, observa-se cada vez mais o surgimento de
cepas resistentes ou multirresistentes (espécies resistentes a dois ou mais
antifangicos de classes diferentes) ao tratamento (MARTINEZ-ROSSI; PERES;
ROSSI, 2008; PERES et al., 2010; VENA et al., 2012). O crescente aumento da
incidéncia de infeccdes fungicas, aliado a SIDA e ao aumento da utilizacdo de
imunossupressores, foi seguido por uma utilizagdo consequentemente mais ampla e

frequente de antifingicos, com intengbes profilaticas e terapéuticas. A utilizacdo
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demasiada ou em doses abusivas e inadequadas dos antimicoticos faz com que as
espécies fungicas desenvolvam resisténcia, por evolucdes epigenéticas e em
resposta ao estresse, fortemente dificultando o tratamento (CALO et al., 2014). Essa
resisténcia pode ser intrinseca (todos os membros da espécie sdo resistentes) ou
extrinseco-adquirida (quando as espécies tornam-se resistentes mediante uma
prévia exposicdo ao agente antifungico) (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI,
2008).

Os mais importantes mecanismos moleculares e bioquimicos que contribuem
para o fenétipo de resisténcia aos farmacos, nos fungos incluem: limitagdo a
captacdo do medicamento; alteracdo ou degradacdo metabdlica do antimicrobiano
pelo micro-organismo; modificacbes na interacdo farmaco-alvo ou nas enzimas
envolvidas na sintese do alvo, superexpressao ou superproducao do alvo, mutacdes
pontuais, amplificacdo e conversdo génica (recombinacdo); aumento do efluxo
celular do agente antimicotico, por exemplo, por uma maior expressao das bombas
de efluxo, como os transportadores do tipo ABC (ATP binding cassette) (PERES et

al., 2010; VENA et al.,, 2012). Esses possiveis mecanismos de resisténcia
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As espécies fungicas respondem a diversos estimulos do meio ambiente pela
ativacao de vias de transducao de sinais que controlam modificacbes ambientais.
Essas vias asseguram o correto e rapido funcionamento de retornos fisiologicos, que
possibilitam a adaptacdo fungica a condi¢bes de risco, desenvolvendo respostas de
tolerancia celular ou simples defesa. Os antimicéticos induzem respostas fungicas
de estresse celular, ocasionadas pelos micro-organismos na tentativa de
sobreporem-se aos efeitos toxicos dos agentes terapéuticos. O entendimento da
adaptacao dos fungos a situacdes adversas permite uma ideia mais ampla sobre a
biologia dessas espécies, podendo revelar rotas metabdlicas essenciais para sua
manutencdo e sobrevivéncia, e, por conseguinte, novos alvos celulares para
prospeccdo de moléculas eficazes no controle e combate fangico (MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2008).

A resisténcia especifica de dermatdfitos a agentes inibidores também envolve
um ou mais dos mecanismos supracitados, como superexpressdo de
transportadores ABC, participacdo de modificadores de enzimas alvo e proteinas
relacionadas ao estresse (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2008). Para uma das
espécies dermatofiticas mais comumente relatadas na clinica - T. rubrum, ja se
identificaram dois transportadores do tipo ABC, TruMDR1 e TruMDR2, os quais
acredita-se ndo s6 estarem envolvidos no processo de multirresisténcia, mas
também na secrecdo de enzimas e provavelmente na patogenicidade e viruléncia
desse dermatofito (FACHIN et al., 2006; CERVELATTI et al., 2006; MARANHAO et
al., 2009). Os transportadores de efluxo de mudltiplos farmacos sdo proteinas
transmembrana (KANG et al., 2011), que conectam-se a uma variedade de agentes
antifangicos diferentes para expulsa-los para fora da célula fungica, ainda contra um
gradiente de concentracdo (KANG et al., 2011).

Em 2003, foi reportado o primeiro caso confirmado de resisténcia
dermatofitica in vivo (clinica) e in vitro a terbinafina. Tratava-se de seis isolados
clinicos de T. rubrum, originarios de um mesmo paciente com onicomicose
dermatofitica, cuja terapia oral com TBF (250 mg/dia por 24 semanas) nao foi eficaz.
Os isolados apresentaram in vitro um valor de CIM para TBF 4.000 vezes maior do
gue o valor encontrado para cepas—referéncia (sensiveis), com suscetibilidade
também reduzida para outros inibidores da esqualeno-epoxidase, incluindo naftidina,
butenafina, tolnaftato e tolciclato, sugerindo-se um mecanismo de resisténcia alvo-

especifico (MUKHERJEE et al., 2003). Em 2005, um estudo objetivou caracterizar as
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possiveis modificacdes moleculares para a resisténcia dos isolados clinicos de T.
rubrum, relatados por MUKHERJEE e colaboradores (2003). Posterior ao
sequenciamento dos isolados e andlise relataram-se substituicdes Unicas de
aminoacidos na enzima esqualeno epoxidase, o que explicaria a resisténcia, ja que
modificages no alvo implicam dificuldades no reconhecimento e consequente agéo
antifingica das alilaminas, no caso especifico dessa enzima envolvida (OSBORNE
et al., 2005). Adicionalmente, dermatéfitos mutantes resistentes a GSF sao relatados
desde a década de 60 (LENHART, 1969). Em um estudo realizado no México, em
2007, com 36 dermatofitos, detectou-se 7 espécies (19,4%) — trés T. rubrum, trés T.
mentagrophytes e um T. tonsurans resistentes a um ou mais antifungicos
(MANZANO-GAYOSSO et al.,, 2008). Pesquisas mais recentes constataram
resisténcia multipla em cepas de T. rubrum em relacdo a terbinafina, itraconazol e
amorolfina (GHELARDI et al., 2014).

Agregando-se a toda essa problematica apresentada, infelizmente, o arsenal
terapéutico dos antifungicos apresenta espectro de atividade muito variavel,
podendo levar a falha no tratamento in vivo, possivelmente devido a multifatores ja
mencionados, como baixa adesdo dos pacientes a terapia, eventual baixa
penetracdo do farmaco, problemas na biodisponibilidade do medicamento,
interacdes medicamentosas ou (multi) resisténcia (MANZANO-GAYOSSO et al.,
2008). Desse modo, ha uma real necessidade de novos compostos antimicoticos
mais eficazes e menos toxicos, 0 que torna a pesquisa, por exemplo, por novos

compostos antidermatofiticos, muito pertinente e relevante (SOARES et al., 2013).

3.3. Sais imidazolicos (SIMs)
3.3.1. Conceito e propriedades quimicas

Os SIMs sdo compostos idnicos que apresentam em sua constituicao
estrutural um anel imidazolico carregado positivamente associado a um anion
(FRANZOI et al., 2011; MARKIEWICZ, 2012; RIDUAN; ZHANG, 2013).
Simplificadamente, a maioria dos SIMs deriva-se do nucleo catiénico 1,3-
dialquilimidazélio (Fig. 13 a), passando por processos de alquilacdo-substituicdo em
ambos os atomos de nitrogénio (presentes no heterociclo aromatico), sendo

combinados a diferentes anions. Dessa forma, os SIMs apresentam um nucleo
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organico catiénico de simetria varidvel (anel imidazdlico ressonante carregado
positivamente) e uma parte anidnica (organica ou inorganica), com anions de
variada coordenancia, como o cloreto [CI], brometo [Br], entre outros (Fig. 13 b)
(FRANZOI et al., 2011; MARKIEWICZ, 2012; RIDUAN; ZHANG, 2013). Essa
presenca de cargas na estrutura dos SIMs € o que particularmente os diferencia e o0s
inova dos demais compostos imidazolicos biologicamente ativos, que sao neutros,
como o classico antifungico imidazolico cetoconazol (RODRIGUES, 2010). Ademais,
os SIMs possuem propriedades anfifilicas, com regides hidrofébicas evidenciadas na
extensdo da cadeia alquilica lateral e regifes hidrofilicas concentradas no anel
carregado positivamente, juntamente com o contra ion (Fig. 13 b) (RIDUAN; ZHANG,
2013).
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Figura 13. Representacdo esquematica — (a) estrutura do nudcleo 1,3-
dialquilimidazélio (FONTE: FRANZOI et al., 2011) e (b) estrutura quimica anfifilica de
um sal imidazolico (cloreto de 1-n-dodecil-3-metilimidazolio) — regides hidrofobicas
em vermelho e regides hidrofilicas em azul (FONTE: adaptado de MARKIEWICZ,
2012; RIDUAN; ZHANG, 2013).

Dentro da grande classe dos SIMs, encontram-se o0s liquidos i6nicos
imidazdlicos (LIs), que sao sais imidazolicos no estado liquido em temperaturas de
até 100 °C (Fig. 14) (RODRIGUES, 2010). Dentre esses Lls, ha ainda uma
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subclasse que sdo os liquidos ibnicos imidazdlicos a temperatura ambiente, sais
fundidos em temperaturas de aproximadamente 25 °C (Fig. 14) (SCHREKKER et al.,
2008; RODRIGUES, 2010). Geralmente, o ponto de fusdo dos sais € menor que 100
°C, quando a cadeia alquilica saturada dos mesmos for composta por menos de 7
atomos de carbono (C), ou seja, um SIM com uma cadeia lateral de até 7 C
constituintes, provavelmente serd um liquido iénico. Excedendo-se 7 C, o ponto de
fusdo comega a aumentar, constituindo-se em um sal tipico no estado solido
(RITTER, 2010). Porém, além do comprimento da cadeia alquilica, o tipo de anion
de cada sal é determinante no estado fisico dos SIMs (SATO, 2011). Por exemplo, a
presenca de anions mais volumosos na estrutura quimica, diminui o ponto de fusédo
e aumenta a viscosidade dos compostos (GALGANO, 2012). Logo, hd uma juncéo
de caracteristicas individuais de cada molécula, que permite o estabelecimento dos
mesmos na grande classe dos SIMs ou nas subclasses dos LIs ou LIs a temperatura
ambiente (SATO, 2011).

Sais imidazoélicos

Liquidos idnicos imidazolicos

Liguidos i6nicos imidazélicos a T °C ambiente

Figura 14. Representacdo esquematica das subclasses dos sais imidazolicos
(FONTE: adaptado de RODRIGUES, 2010).

Em relacdo as propriedades quimicas, os SIMs-LIs apresentam varias
vantagens, tais como os LIs, por exemplo, além dos baixos pontos de fusdo, o que
facilita a forma de se trabalhar, apresentam baixa viscosidade e sdo meios menos
agressivos guimicamente do que os sais inorganicos fundidos, altamente corrosivos
(RODRIGUES, 2010). Sabe-se ainda que os Lls sdo nao-volateis e possuem
elevada estabilidade térmica, o que é extremamente benéfico, pois devido ao fato de
nao evaporarem, sao utilizados em substituicdo aos solventes organicos
convencionais, o que o0s qualifica como “solventes limpos/verdes”, ou seja,
ambientalmente favoraveis e seguros (RODRIGUES, 2010). Além disso, sé&o

considerados compostos que possuem uma estrutura extremamente organizada e
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com interagBes dos tipos van der Waals, eletrostéticas, e de hidrogénio (DUPONT;
SOUZA; SUAREZ, 2002; RODRIGUES, 2010).

O aspecto mais promissor dos SIM-LIs é que caracteristicas como ponto de
fusdo, solubilidade, resisténcia térmica, janela eletroquimica, entre outras, podem
ser modificadas, variando-se aspectos estruturais como presenca de grupos
funcionais, comprimento da cadeia carbonica lateral, substituintes cationicos e tipo
de anion (SCHREKKER et al., 2008). A partir disso, tem-se a ideia de compostos
quimicamente planejados para um melhor desempenho e quica direcionados para
uma atividade funcional especifica. Adicionalmente, as propriedades exclusivas
dessas substancias lhes atribuem importancia em diferentes areas da quimica e da
engenharia, tais como catalise organica e inorganica, ciéncia dos materiais,
eletroquimica, analises quimicas e mais atualmente biol6gicas, em geral (DUPONT,;
SOUZA; SUAREZ, 2002; RODRIGUES, 2010).

3.3.2. Aplicagdes, potencial biolégico e toxicidade

Os SIMs tém encontrado utilidade ampla principalmente como liquidos iénicos
imidazdlicos, sendo utilizados na aplicacdo em sistemas bioldgicos, bioengenharia e
outras areas, incluindo propdsitos antitumorais, antioxidantes e antimicrobianos
(RIDUAN; ZHANG, 2013; FARAL-TELLO et al.,, 2014). O grande emprego e
versatilidade dessas substancias decorrem, como jA mencionado, da facilidade
sintética de variagcbes quimicas, nas quais as caracteristicas de solubilidade,
anfifilicidade e lipofilicidade, entre outras, podem ser racionalizadas e sintonizadas, a
fim da obtencdo vantajosa desses compostos, para aplicacbes na area académica,
industrial, quimica e bioldgica (RODRIGUES, 2010; RIDUAN; ZHANG, 2013;
FARAL-TELLO etal., 2014).

Os SIMs-LIs, mediante alongamento das cadeias alquilicas, adquirem
propriedades tensoativas, as quais os tornam adequados para uma extensiva gama
de aplicacdes industriais envolvendo: umectancia, detergéncia, emulsificacao,
lubrificacdo, emoliéncia, solubilizacdo e dispersdo de fases. A alta deslocalizacédo da
carga positiva no anel imidazélio, que aliada ao carater acido do hidrogénio H2 do
anel confere a esses compostos uma regido interfacial diferenciada dos demais
tensoativos (GALGANO, 2012). A compreensao dos processos envolvidos com

esses surfactantes, bem como a miscelizagao de, por exemplo, LIs tensoativos, vem
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sendo ainda motivo de muitas pesquisas, centradas na comparacdo direta com
tensoativos classicos (SATO, 2011).

Na quimica, os SIMs sdo bem conhecidos pelas suas fun¢gbes na sintese
organica, extracdes e separacdes, principalmente utilizando-se liquidos idnicos a
temperatura ambiente; também como precursores de carbenos estaveis e na
catalise, como sistemas funcionais de sintese que permitem maior eficiéncia das
reacoes (SCHREKKER et al., 2008; KHAZAEI et al., 2011). Como compostos
ibnicos, apresentam tipicamente alta condutividade e solubilidade e pelo arranjo
estrutural bem ordenado, os SIMs-LIs sdo Uteis na producdo de nanomateriais, tais
como nano compoésitos poliméricos (DONATO, 2008), polimeros condutores, por
exemplo, a polianilina ou nanoparticulas metalicas. No caso da polianilina, fibras
maiores podem ser sintetizadas e no caso das particulas metélicas, a forca reticular
do solvente, aplicando-se liquidos i6nicos imidazélicos, impede a sua agregacao,
mantendo-as numa faixa controlada de tamanho (ITOH; NAKA; CHUJO, 2004; MIAO
et al., 2006).

Em processos industriais, o fato de os LIs imidazélicos ndo evaporarem é
muito valorizado, pois ap0s O sSeu USO, 0S mesmos Ssao integralmente
reaproveitados, o que reduz de modo significativo os custos de producao
(PLECHKOVA; SEDDON, 2008). Além disso, 0 que se observa na literatura sao
aplicacdes multidisciplinares dos SIMs, em diversas areas da ciéncia, a partir da
base inicial de seu benéfico uso no campo quimico. Os estudos multivariados
dessas substancias, especialmente dos liquidos idnicos, € consideravelmente
crescente, e sdo demonstrados em numerosas publicacdes e patentes (Fig. 15 e
16), no decorrer dos anos, o que claramente confirma-se no levantamento de dados
de RODRIGUES (2010) (Fig. 15). Ap6s o ano 2000, esses sistemas consolidaram-
se, em grande parte devido a observacéo na pratica laboratorial da estabilidade dos
SIMs, sendo cada vez mais utilizados (Fig. 15) (RODRIGUES, 2010; FARAL-TELLO
et al.,, 2014). Atualizando-se os dados apresentados por RODRIGUES (2010),
constata-se um aumento progressivo do numero de publicagdes envolvendo liquidos
ibnicos, com 4.527 publicacdes em 2008, 5.943 em 2010, 7.645 em 2012 e 7.728

em 2014, conforme levantamento no portal Web of Science (Fig. 16).
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Area N’ publicacdes*
Quimica (Chemistry) 7094
Engenharia ( Engineering) 3046
16004 A Total de publlcaoﬁes A polimeros (Polymer Science) 2186
% m Patentes A Instrumentagdo (Instruments & Instrumentation) 1544
8 12004 A Fisica (Physics) 1318
-g Materiais (Material Science) 1100
g' 800+ S Energia (Energy & Fuels) 861
g 2 Espectroscopia ( Spectroscopy) 687
E 400+ 2 . Bioquimica e Biol. Molecular (Biochemistry & Molecular Biology) 667
E A - n Eletroguimica (Electrochemistry) 442
c{assssssasdun” Cristalografia (Crystallography) 305
19.92 19:96 20I00 20l04 Ambiental ( Environmental Sciences & ecology) 227
Ano de publicagéo Otica (Optics) 176
Metalurgia (Metallurgy & Metallurgical Engineering) 153

Figura 15. Historico grafico da producéo cientifica e tecnoldgica envolvendo liquidos
ibnicos, dentre esses Lls imidazolicos, entre os anos 1990 até 2006 e numero de
artigos relacionados aos LIs publicados em diferentes areas do conhecimento, de
2000 a 2009, conforme classificacdo do portal Web of Science (FONTE:
RODRIGUES, 2010).

2000

w

£000 -
0 A A
7000 -

o

E 6000 - ‘

= 5000 -

=1

@ 4000

=

© 3000 -

@

E 2000

E 1000
0 T T T T T T 1

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Ano de publicagéo

Figura 16. Histérico grafico das publicacdes cientificas envolvendo liquidos ibnicos,
dentre esses LlIs imidazélicos, de 2008 a 2014, conforme classificacdo do portal Web
of Science.

Em relacdo as investigacdes dos SIMs como moléculas bioativas, 0s mesmos
vém apresentando importante potencial biolégico, medicinal e quimico-farmacéutico
(ZHAO et al., 2008; ANDERSON; LONG, 2010; HUANG et al., 2011; SCHREKKER
et al., 2013; FARAL-TELLO et al., 2014). Em 2010, o SIM brometo de 1-mesitil-3-(2-

nafitoilmetano)-1H-imidazdlio (MNIB) demonstrou propriedades antitumorais in vitro,
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sendo ativo contra variadas linhagens tumorais (K562, SMMC-7721, EJ, AGZY,
HEP-2, A549, HepG2) (ZENG et al.,, 2010). Em 2013, um estudo com SIMs
bivalentes — com dois anéis imidazolicos na porcao catibnica ligados por cadeias
alifaticas de 20 a 22 carbonos — constatou potencial anti-inflamatério e anticancer
para esses compostos, em vista da capacidade dos mesmos de inibirem
galactosiltransferases e outras glicosiltransferases em humanos, enzimas envolvidas
nas metastases e resposta inflamatéria (GAO et al., 2013). Em 2014, o SIM cloreto
de 1-benzil-2-fenil-3-(4-isopropil)-benzilimidazélio apresentou eficacia no tratamento
do carcinoma hepatocelular, um dos cénceres letais mais comuns diagnosticados
em todo o mundo. O sal foi capaz de reduzir o volume do tumor em 65%, sem afetar
0 peso dos ratos analisados (GOLAPAN et al., 2014).

Além disso, o efeito antimicrobiano de alguns SIMs vem sendo evidenciado
em pesquisas com variadas espécies patogénicas, incluindo bactérias, fungos,
protozoarios e demais parasitas, em geral. Em 2010, demonstrou-se atividade
antimalarica de sais imidazolicos e triazolicos (VLAHAKIS et al., 2010), atividade
essa corroborada por outros trabalhos que demonstraram a capacidade, de alguns
SIMs N-substituidos, de inibicdo do ciclo de infeccdo do Plasmodium falciparum
(FARAL-TELLO et al., 2014), inclusive contra cepas cloroquina-resistentes
(HEMMERT et al., 2013).

Entre os anos 2011-2012, investigou-se a acdo de uma série de SIMs (1-
metoxietil-3-metilimidazolio, com diferentes anions: tetrafluoroborato [BF4],
hexafluorofosfato [PFe], trifluoroacetato [CF3COOQO], bis(trifluorometilsulfonil)amida
[T2N] e metanossulfonato [OMS]), contra bactérias do género Clostridium,
observando-se que todos 0s sais inibiram a taxa de crescimento da bactéria, e que
esse efeito era dependente do anion de cada sal, de tal forma que a efetividade de
acdo antibacteriana obedeceu a seguinte relacao: [Tf2N] = [PFe] > [BF4] > [CFsCOOQO)]
> [OMS] (WANG; MALHOTRA; FRANCIS, 2011). Ja foi relatado também a atividade
biocida de alguns SIMs, impedindo o ataque de fungos e bactérias em materiais
organicos (MUNOZ-BONILLA; FERNANDEZ-GARCIA, 2012). Nesse contexto, uma
biomembrana com oligbmeros de sais imidazolicos, com anion cloreto, foi testada
em relacdo a atividade antimicrobiana, apresentando um amplo espectro de acéo,
inclusive contra cepas de Klebsiella pneumoniae multirresistente, Enterococcus
vancomicina-resistente, Staphylococcus aureus meticilina-resistente e Cryptococcus

neoformans fluconazol-resistente (LIU et al., 2012).
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Entre os anos 2013-2014, duas séries de SIMs N-substituidos foram testadas
em relacdo a capacidade de inibicdo de bactérias gram-negativas (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Aeromonas hydrophilla), gram-
positivas (Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e
Clostridium perfringens), incluindo isolados clinicos bacterianos multirresistentes, e
espécies fungicas (Candida albicans, Penicillium funiculosum e Aspergillus
fumigatus). Os resultados preliminares mostraram que todos os sais testados
apresentaram atividade antimicrobiana contra todos os micro-organismos, com faixa
de CIM de 0.14 a 100.00 pg/mL (ODZAKA; SKOCIBUSIC; MARAVIC, 2013).
Adicionalmente corroborando a isso, outras investigacdes relataram uma importante
atividade antibacteriana dos SIMs-LIs (BAHNOUS et al., 2013; MESSALI et al.,
2013). Ainda alguns sais polimidazolicos, com &anions cloreto e brometo, foram
efetivos no tratamento in vivo da ceratite fungica, com potencial agdo antibiofilme,
em baixas concentracgdes (LIU et al., 2013). Atividade anti-leveduriforme também ja
foi relatada para SIMs, especificamente contra Trichosporon asahii, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida glabrata, na maioria dos casos, em
concentracOes inferiores aos antifungicos fluconazol e cetoconazol, utilizados no
estudo para termos de comparacao (SCHREKKER et al., 2013). Mais recentemente,
observou-se que a atividade antimicrobiana dos SIMs pode ser espécie-especifico,
jd& que um SIM analisado, N,N -bis(salicilideno)-(z)-trans-1,2-diamino-ciclohexano,
teve alto potencial antibacteriano contra Bacillus subtilis, porém baixa efetividade
contra Escherichia coli e Candida albicans e inatividade contra Aspergillus flavus
(ELSHAARAWYA; JANIAK, 2014).

Especificamente, no que concerne a estudos dos sais imidazélicos e fungos
dermatofitos, ha um trabalho de 2013, no qual foi testada uma série de Lls
imidazdlicos substituidos com ésteres e amidas contra 20 cepas (8 bacterianas e 12
fungicas, dentre essas uma cepa de T. mentagrophytes). Todos 0s compostos
testados apresentaram baixa acdo antimicrobiana, com exce¢do de um LI, o 1,3-
dimetilimidazdlio com C-4/C-5 metil-diésteres e anion iodeto, que foi ativo contra
todos 0s micro-organismos, na concentracdo de 0.5 mM, inclusive inibindo o
crescimento da cepa dermatofitica analisada (GORE et al., 2013). Mais estudos com
essa abordagem fazem-se necessarios, visto que ainda ha pouca investigacdo da
atividade antidermatofitica dos SIMs. Um fato animador é que GHOSH e

colaboradores (2014) relataram a capacidade de um LI imidazdlico, o cloreto de 1-n-



butil-3-metilimidazdlio, de regeneracdo da queratina, derivada da 1&, o que é um
achado importante, visto que se pode aliar o provavel efeito antidermatofitico dos
SIMs, que apresentarem tal acdo, com a competéncia dos mesmos em auxiliar na
restauracdo do tecido da pele danificado pela lesdo, jA& que os dermatofitos sédo
fungos queratinoliticos (MORAES et al., 2001).

Por conseguinte, em adicdo a atividade antitumoral e antimicrobiana, relatam-
se ainda na literatura ac6es anti-inflamatoria (GAO et al., 2013), antiarritmica (LIS et
al., 1987) e antifibrética (ZHANG et al., 2009) dos SIMs. Desse modo, percebe-se
variadas funcdes e aplicacfes possiveis (Fig. 17) para esses compostos, como

promissoras biomoléculas.

ANTIMICROBIANO ANTIUMORAL

NANOMATERIAIS |
ANTIOXIDANTE
i ) )
@ ANTIARRITMICOS @

Figura 17. Figura representativa das variadas aplicacbes dos SIMs-LIs em
diferentes areas da ciéncia (FONTE: Adaptado de LIS et al.,, 1987; ZHANG et al.,
2009; RODRIGUES, 2010; ELSHAARAWYA; JANIAK, 2014; FARAL-TELLO et al.,
2014).

As atividades antimicrobianas supracitadas sdo dos sais imidazodlicos,
baseadas muitas vezes, na subclasse dos liquidos ibnicos imidazdlicos, porém ha
estudos com outros liquidos i6nicos, ndo apenas os derivados do cation
dialquilimidazélio, mas também liquidos derivados dos cations alquilpiridinio e
tetralquilaménio (FRANZOI et al., 2011), com, da mesma forma que para os Lls
imidazdlicos, promissores efeitos antimicrobianos. Em 2012, a acao antimicrobiana
dos liguidos i6nicos ndo imidazodlicos - acetato de trietanolamina [TEA][HOACc] e

cloreto de dietanolamina [HDEA][CI], bem como de seus complexos, foi investigada.
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Os compostos apresentaram baixa atividade antibacteriana, porém oOtimos
resultados para a atividade antifungica. As espécies de Aspergillus foram
especialmente sensiveis a essas substancias, comparadas com Candida albincans,
Rhodotorula spp. e Saccharomyces boulardii (PETROVIC et al., 2012). No mesmo
ano, um estudo relatou a atividade antibacteriana, contra bactérias gram-negativas
(Escherichia coli), de uma série de liquidos ibnicos de ambnio quaternario (LI et al.,
2012).

Diante de um cenéario de tantas possibilidades de aplicacdes surge a
davida/preocupacdo quanto ao potencial toxico dos SIMs. Os SIMs brometo de 1-
alquil-3-metilimidazélio ([AMIm]Br) e brometo de 1-alquil-2,3-dimetilimidazélio
([AMMIm]Br) foram avaliados quanto a toxicidade, em peixes - Carassius auratus,
em altas diferentes concentracdes - 2 e 20 mg.Lt. Alteracdes nas atividades da
superoxido dismutase, catalase, glutationa-peroxidase, nos niveis de glutationa
reduzida e malondialdeido foram detectados, o que indica que esses sais, nessas
concentracOes avaliadas, demonstraram biotoxicidade (WANG et al., 2014). Os sais
tetrafluoroborato de 1-n-butil-, 1-n-benzil- e 1-n-hexil-3-metilimidazodlio, foram
analisados quanto a toxicidade, nas concentragdes 5, 50 e 500 uyM, em algas
marinhas (Oocystis submarina e Cyclotella meneghiniana), observando-se uma
baixa toxicidade dos sais em relacédo as espécies de algas, e que com 0 acréscimo
de carbonos na cadeia lateral o nivel de toxicidade aumentava (LATALA et al.,
2005). Demais estudos em algas, com sais com anion brometo, também mostraram
certa toxicidade e que o aumento da mesma estava diretamente relacionado com o
aumento da cadeia alquilica lateral e com o tipo de anion constituinte dos SIMs
(WOONG CHO et al., 2007), o que corrobora com outros trabalhos que demonstram
gue quanto maior a cadeia lateral dos SIMs, h4 aumento do grau de toxicidade
(KULACKI; LAMBERTI, 2010; MA et al., 2010). Porém, outro estudo relatou a
atoxicidade de uma série de SIMs, com tamanho de cadeia lateral e anions distintos,
avaliados em células leucocitarias humanas, através de ensaios de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade (SCHREKKER et al., 2013).

Referente a fitotoxicidade, os Lls (cation 1-etil-3-metilimidazdlio [EMIM]
associado com os anions - brometo [Br], nitrato [NO3], p-toluenossulfonato (tosilato)
[Ts], dimetilfosfato [dMP] e metanossulfonato [OMS]) foram avaliados sobre o
crescimento e desenvolvimento de plantas terrestres superiores - cevada e

rabanete, observando-se uma moderada fitotoxicidade sobre essas espécies
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vegetais. O impacto negativo desses sais fundidos no brotamento e aspecto visual
foi maior em relagdo a cevada e dependente da concentracao, ja que a toxicidade se
deu a partir de concentracdes de 100 mg.Kg* de solo tratado. Em relacdo ao efeito
do anion, os sais com [NOs3] e [dMP] foram os mais fitotoxicos (BICZAK et al., 2014).

Ambientalmente, apesar dos LIs serem considerados solventes vantajosos ao
ecossistema pela pressdo de vapor reduzida, h4 um certo alerta para ocasionais
riscos de contaminacdo de aguas, e, por consequéncia, da flora e fauna aquética,
pois acredita-se que alguns SIMs ndo sao biodegradaveis e possam acumular-se no
organismo (ZHAO; LIAO; ZHANG, 2007). A real andlise desses danos ainda néo foi
plenamente elucidada, pois cada composto pode acumular-se de modo diferente,
dependendo de sua estrutura (ZHAO; LIAO; ZHANG, 2007; GORE et al., 2013).

A vista disso, a grande incerteza que cerca os potenciais riscos dos SIMs é
apenas uma entre as diversas incognitas que persistem no referente a esses
compostos (GORE et al., 2013). Por serem sistemas ainda relativamente recentes
(na maioria de suas aplicacdes) e com propriedades tdo variadas, muitos detalhes
importantes sobre suas interacdes intermoleculares, utilidades e toxicidade, tanto
puros quanto em solucéo, ainda estdo sendo investigados. E nesse contexto, que o
design de novos SIMs-LIs, estruturalmente planejados, permanece como uma area
emergente e repleta de possibilidades (ANDERSON; LONG, 2010).



PARTE EXPERIMENTAL
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Sais imidazélicos
4.1.1. Sintese

Os SIMs foram sintetizados no Laboratério de Processos Tecnoldgicos e
Catalise do Instituto de Quimica da UFRGS, segundo Cassol et al. (2006), Schrekker
et al. (2008), Wasserscheid e Welton (2008) e Galgano (2012) compreendendo duas
rotas sintéticas, que variam quanto a aplicacdo, dependendo do SIM a ser
sintetizado:

- A primeira € uma reacdo de substituicdo nucleofilica (Sn), entre o
metilimidazol, e um haleto de alquila ou metanossulfonato de alquila (obtido pela
reacdo de um alcool com cloreto de metanossulfonila), para obter-se haletos ou
metanossulfonatos do cation metilimidazol (Fig. 18 a). De modo geral, reage-se o
alquilante com o metilimidazolio. Esses sdo os denominados SIMs de primeira
geracao. Por essa rota deu-se a sintese dos seguintes SIMs: CsaMImCI, CaMImMeS,
CoMImMeS, C1oMIMCI, (C10)2MIMCI, C16MIMCI, C1sMImMeS e C1sMIMmCI.

B — — .
N o+ R.\\/\x _— ‘@ X

N @ L
R N\ R,,fN\.‘\_\_/_fN\‘/\R. Substituigao
. M ) Y- M[X]
[5 =\ X Y] Troca lénica h-. @ N ou

b
O + ou

; N N

Figura 18. Esquema geral de sintese dos SIMs-LIs — (a) reacdes de substituicdo
nucleofilica, nas quais R e R" representam cadeias alquilicas e X o contra-ion e (b)
troca ibnica, na qual R e R representam cadeias alquilicas, X e Y 0 anion e M
representa um metal (FONTE: SATO, 2011).

- A segunda - reacdo de Finkelstein - consiste, na maioria dos casos, na
reacdo de metatese (também conhecida como reacdo de dupla troca ou troca-
ibnica), do contra ion haleto ou metanossulfonato (Fig. 18 b), levando aos SIMs de
segunda geracdo, contendo anions mais volumosos. Realizou-se troca ibnica

utilizando-se sais metalicos de haleto, por exemplo, Li-NTf, reagindo com
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CisMImMeS (um SIM de 12 geragéo), para obtencdo do C1eMIMNTf.. Por essa rota
deu-se a sintese dos seguintes SIMs: CsMImOcS, C1sMIMNTf, e C16MImSacC.

A partir das reacgles realizadas, fez-se o calculo do rendimento e a
determinacdo da pureza dos compostos, por andlise de Ressonancia Magnética
Nuclear (*H-RMN) (CASSOL et al., 2006; SCHREKKER et al.,, 2008). Os
rendimentos obtidos variaram de 70 a 90% e os dados espectrais estavam de
acordo com os ja publicados na literatura (CASSOL et al., 2006; SCHREKKER et al.,
2008), sendo que a pureza para todos os sais foi = 98%. Esses sais imidazolicos
estdo sendo patenteados pelo nosso grupo de pesquisa (Grupo Multidisciplinar em
Quimica Medica e Microbiolégica - MUMIC), em relacdo a atividade antifingica e
antibiofilme (NUmero do registro: BR0209473, data de depdsito: 19/08/2013 e
Instituicdo de registro: Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI).

4.1.2. Estrutura e propriedades quimicas

Os SIMs sintetizados foram resultantes de uma combinacao entre diferentes

anions e substituintes alquilicos (cadeias laterais) do cation metilimidazélio (Fig. 19).

ANION CATION
I l L) l '
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SN\ NS N
H;C (CHa)p, (CHy)p, | (CHz)n,
o
| © ..
QO °o—5— n,;=3 — C,MIm =9y ®
IS} o 0O a (|:! [MES] @ {C1U)EM|m
\ VARV n,=8 - C;MIm n,=9
p.lc"'S‘H“'N""S‘H“'CF-, (NTE,) @
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Figura 19. Combinacbes entre cations e anions dos SIMs estudados. MIm:
metilimidazélio, [Cl]: anion cloreto, [MeS]. anion metanossulfonato ou mesilato,
[NTf2]:  &nion  bis(trifluorometilsulfonil)amida  ou  N-triflato, [OcS]:  &nion
octanossulfonato, [SaC]: anion salicilato.
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No total uma série de 11 SIMs foi sintetizada (Tab.l), resultante de

combinacdes individuais entre cétions e anions (Fig. 19).

Tabela 1. Propriedades quimicas dos compostos estudados.

Sais imidazolicos Nome Farmula Massa Estrutura Estado
(codigos) quimico molecular molar quimica fisico Fonte
[g-mol™)

cloreto de *
CsMImCI 1-n-butil-3- CgH15CIN2 17467 Fig.20 Liquido CHEM
metilimidazalio VisCcoso SPIDER=

metanossulfonato Sal

C:MImMeS de 1-n-butil-3- CoH1sN20O3S 23431 Fig. 21 salido CHEM
metilimidazalio SPIDERE

Sal CHEM
octanossulfonato CigH3N203S 332.50 Fig. 22 solido SPIDERS®
CsMImOcS de 1-n-butil-3-
metilimidazalio
metanossulfonato Sal CHEM
de 1-n- C14H26N203S 30246 Fig. 23  salido  DRAW Std
OIS ciciohexilpropil-3- 14.0
metilimidazalio +
) Liguido
cloreto de 25883 Fi9.24  iscoso CHEM
C1oMImCI 1-n-decil-3- C14H27CIN> SPIDERH
metilimidazalio

) Sal
cloreto de 39909 FI9-25  ggjido CHEM
(C10)2MIMCI 1,3-di-n-decil-2-  CaaHa7CIN2 SPIDER®
metilimidazalio

Fig. 26 sal
cloreto de 342 99 ' solido CHEM
C16MImCI 1-n-hexadecil-3-  C20H39CIN2 SPIDERS
metilimidazalio

_ Sal CHEM
metanossulfonato 402 32  Fig. 27 solido DRAW Std
CisMImMeS de 1-n-hexadecil- C21H42N203S 14.0

F-metilimidazalio

bis{trifluorometil

C16MIMNTT, sulfonillJamida de _ Sal CHEM
1-n-hexadecil-3- CooHzoFsN304S, 587.71 Fig. 28 sdlide  DRAW Std
metilimidazalio 14.0



http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C8H15ClN2
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C9H18N2O3S
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C16H32N2O3S
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C14H27ClN2
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C24H47ClN2
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C20H39ClN2
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Tabela 1. Propriedades quimicas dos compostos estudados (continuacao).

Sais imidazdlicos Nome Formula Massa Estrutura Estado
(codigos) quimico molecular molar quimica fisico Fonte
(m.mol)
Hidroxibenzoato _ Sal CHEM
(OIS (O (salicilato) de 1-n-  Co7HaaN203 44467  Fig. 29 sglido  DRAW Std
hexadecil-3- 14.0

metilimidazolio

C-sMImClI cloreto de Sal CHEM
18Miim 1-n-octadecil-3- CooHa3CIN, 37104  Fig. 30  sdlido SPIDERS
metilimidazolio

Ky A .
liquido ibnico imidazdlico a temperatura ambiente.
*% : ~ : A a
As abreviaturas sdo representadas do seguinte modo: ([CnMIm]* [&nion], simplificadamente CnMImanion),
no qual n= ndmero de carbonos na cadeia lateral, MIm= metilimidazélio, seguido do anion associado).

Bhttp://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015917.html?rid=78f17672-67¢1-48d4-b9d9-
8225be0cf28f

bhttp://vvww.chemspider.(:om/ChemicaI-Structure.9667187.html
Chttp://mww.chemspider.com/Chemical-Structure.26667679.html?rid=4e29a27-0143-4dec-91f9-
bee04000d44b

d http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015981.html?rid=8f4d5ef3-7eb6-430e-8¢c56-
4f47a8162a2d

http://mww.chemspider.com/Chemical-Structure.2056267.html ?rid=4f11bc7d-26d0-495d-8156-
€639583c2cc3
fhttp://vvww.chemspider.com/ChemicaI—Structure.2015987.htmI?rid:92-33e5923—b596-4afd-9f71—
b8b2c520dc88
Yhttp://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015989.html?rid=a4ca96e9-4b5a-49ea-b0fb-
4a3356ee9855

Figura 20. Estrutura quimica do sal imidazolico (liquido iénico imidazdlico a
temperatura ambiente) C4aMImCI (FONTE: CHEMDRAW Std 14.0).


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015917.html?rid=78f17672-67c1-48d4-b9d9-8225be0cf28f
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015917.html?rid=78f17672-67c1-48d4-b9d9-8225be0cf28f
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.9667187.html
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.26667679.html?rid=4e29a27f-0143-4dec-91f9-bee04000d44b
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.26667679.html?rid=4e29a27f-0143-4dec-91f9-bee04000d44b
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015981.html?rid=8f4d5ef3-7eb6-430e-8c56-4f47a8162a2d
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015981.html?rid=8f4d5ef3-7eb6-430e-8c56-4f47a8162a2d
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2056267.html?rid=4f11bc7d-26d0-495d-8156-c639583c2cc3
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2056267.html?rid=4f11bc7d-26d0-495d-8156-c639583c2cc3
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015987.html?rid=933e5923-b596-4afd-9f71-b8b2c520dc88
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015987.html?rid=933e5923-b596-4afd-9f71-b8b2c520dc88
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015989.html?rid=a4ca96e9-4b5a-49ea-b0fb-4a3356ee9855
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2015989.html?rid=a4ca96e9-4b5a-49ea-b0fb-4a3356ee9855
http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C22H43ClN2
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Figura 21. Estrutura quimica do sal imidazolico CsaMImMeS (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).
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Figura 22. Estrutura quimica do sal imidazolico CsMImOcS (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).
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Figura 23. Estrutura quimica do sal imidazdlico CoMImMeS (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).



106

Figura 24. Estrutura quimica do sal imidazdlico (liquido iénico imidazdlico a
temperatura ambiente) C1oMImCIl (FONTE: CHEMDRAW Std 14.0).

Figura 25. Estrutura quimica do sal imidazolico (C10)2MImCI (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).

Figura 26. Estrutura quimica do sal imidazolico C1sMImCI (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).
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Figura 27. Estrutura quimica do sal imidazolico CisMImMeS (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).
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Figura 28. Estrutura quimica do sal imidazolico C1sMIMNTf, ou C1sMIMN((SO2)CF3)2
(FONTE: CHEMDRAW Std 14.0).
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Figura 29. Estrutura quimica do sal imidazélico CisMImSaC (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).
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Figura 30. Estrutura quimica do sal imidazdlico CisMImCI (FONTE: CHEMDRAW
Std 14.0).

4.1.3. Preparo das solugdes

Todos os SIMs foram dissolvidos em agua purificada esterilizada na
concentracdo de 1.00 mg.mL?, seguido de sonicacdo, por cerca de 15 minutos.
Posteriormente, foram realizadas diluigbes, também em agua deionizada (millique)
estéril, até as concentracfes desejadas em cada teste. As solucdes dos SIMs foram

armazenadas sob-refrigeracao e previamente a cada ensaio, foram sonicadas.

4.2. Agentes antifungicos e preparo das solucdes

Todos os antifungicos foram adquiridos comercialmente e solucfes-estoque
de terbinafina (TBF; pureza = 97%; Cristalia - S&o Paulo, Brasil), griseofulvina (GSF;
pureza = 97%; Wallace Pharmaceuticals - Mumbai, India), cetoconazol (CTZ; pureza
= 96%; All Quimica - S&o Paulo, Brasil), anfotericina B (AFB; pureza = 97%; Cristalia
- Séo Paulo, Brasil) e anidulafungina (ANF; pureza = 97%; Cristélia - Sdo Paulo,
Brasil) foram feitas conforme metodologia padrdo do preparo de solucdes
antifangicas, do protocolo de referéncia em relacdo aos testes de suscetibilidade
(diluicdo em caldo), para fungos filamentosos (dermatéfitos e nao-dermatéfitos) -
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI M38-A2, 2008, p. 3). Os
antifangicos inicialmente foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-
Aldrich; 4.80 mg do p6 do antifingico em 3.0 mL de DMSO), obtendo-se solucdes na
concentracdo de 1.600 ug/mL. Posteriormente, diluicbes seriadas em meio RPMI
1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sodio, tamponado a pH 7.0 com
acido 3-morfolinopropanosulfonico (MOPS; 0.165 mol.Lt, Sigma-Aldrich) foram
conduzidas a fim de que a concentracdo final de cada antifingico fosse 128.00

Mg/mL em DMSO a 1%. Quando adicionada na microplaca de poliestireno para
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avaliagdo da suscetibilidade, cada solugdo antifingica passa apresentar
concentracdo de 64.00 pg/mL em DMSO 0.5%, na primeira microdilui¢cdo, j& que
ocorre diluicdes 1:2 no teste.

Quanto ao armazenamento, as solucdes-estoque foram acondicionadas em
vials ambar de polietileno, os quais foram cuidadosamente vedados e estocados a -
4 °C (Ultra Freezer Vertical - Modelo IULT 335D).

4.3. Fungos dermatofitos

O total de 45 isolados clinicos dermatofiticos (oriundos do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre — HCPA) foi avaliado nesse estudo: nove Microsporum canis (MCA
01, MCA 29, MCA 32, MCA 33, MCA 36*, MCA W3, MCA 38, MCA 39, MCA 40%),
doze Microsporum gypseum (MGY 42, MGY 45, MGY 46, MGY 48, MGY 49, MGY
50, MGY 51, MGY 52, MGY 53, MGY 54, MGY 57, MGY 58%*), doze Trichophyton
mentagrophytes (TME 16*, TME 18, TME 31, TME 32, TME 33, TME 34*, TME 35,
TME 36, TME 38, TME 40, TME 44, TME 46) e doze Trichophyton rubrum (TRU 20,
TRU 23, TRU 25* TRU 40, TRU 42, TRU 43*, TRU 46, TRU 48, TRU 49, TRU 50,
TRU 52, TRU 53). Esses isolados clinicos foram obtidos a partir de infeccbes
dermatofiticas variadas (tinea capitis, tinea corporis, tinea cruris, tinea unguium,
tinea pedis, entre outras), e estdo depositados na micoteca do Grupo de Pesquisa
em Micologia Aplicada (GPMA) da UFRGS, em Porto Alegre.

Trinta e oito isolados foram sensiveis aos agentes antifUngicos comerciais
avaliados no teste de suscetibilidade (TBF, GSF e CTZ), e sete foram identificados
como resistentes in vitro, a pelo menos dois antifUngicos de classes diferentes,
sendo assim caracterizados como isolados dermatofiticos multirresistentes (MCA
36*, MCA 40*, MGY 58*, TME 16* TME 34*, TRU 25* e TRU 43*) - as abreviaturas
possuem um asterisco (*) para diferenciacdo, como isolados mutantes.
Considerando que ainda ndo ha breakpoints completamente determinados para as
espécies dermatofiticas na CLSI (M38-A2; 2008), em relacdo a todos os
antifangicos, o critério de resisténcia, nesse estudo, foi estabelecido de acordo com
0 aumento relevante dos valores da CIM para os antifungicos TBF, GSF e CTZ,
padronizando-se as seguintes concentracdes para classificacdo de resisténcia: TBF:
CIM = 1.00 pg/mL, GSF: CIM = 4.00 pg/mL e CTZ: CIM = 8.00 ug/mL (concentracdes
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consideravelmente mais altas do que as observadas para os demais isolados

dermatofiticos sensiveis ao tratamento in vitro).

4.4. Avaliacdo do potencial antidermatofitico

4.4.1. Teste de suscetibilidade

4.4.1.1. SIMs selecionados para o estudo

Todos os SIMs apresentados na tabela 1 (CsMImCI, CsMImMeS, CsMImOcS,
CoMImMeS, CioMIMCI, (C10)2MImCI, CisMImCI, CieMImMeS, CisMImMNTf2,
CisMImSaC e CisMImCI). Preparo das solugbes conforme item 4.1.3. (Preparo das

solugoes).

4.4.1.2. Agentes antifungicos selecionados para o estudo

Terbinafina, griseofulvina e cetoconazol. A procedéncia, a pureza e o0 preparo
das solucdes estdo indicados no item 4.2. (Agentes antifungicos e preparo das

solucdes).

4.4.1.3. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo

Todos os 45 isolados clinicos dermatofiticos (sensiveis e multirresistentes),

indicados no item 4.3. (Fungos dermatofitos).

441.4. Técnica

4.4.1.4.1. Preparo do in6culo fungico

O preparo dos indculos foi conduzido seguindo-se recomendacdes do
protocolo da CLSI (M38-A2; 2008; p. 6), com modificacdes (FERNANDEZ-TORRES
et al., 2002; FERNANDEZ-TORRES, 2005). Os inéculos de todos os isolados
dermatofiticos estudados foram procedentes de subcultivo em placas com ABD
(Pronadisa, Madrid, Espanha), as quais foram incubadas entre 4 a 14 dias, em
temperatura de 30 °C (estufa DE LEO). As colbnias foram cobertas com
aproximadamente 5.0 mL de salina estéril 0.85% e cuidadosamente, com uma alca
de drigalski estéril, homogeneizadas com a salina. A suspensao flngica resultante,
de conidios e fragmentos de hifas, foi entdo transferida, com o auxilio de pipeta de

Pasteur estéril, para tubo de vidro estéril, o qual foi deixado em repouso, a
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temperatura ambiente, por 10 minutos (min.). As particulas mais pesadas
sedimentaram e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de vidro estéril, 0
qual foi homogeneizado em vortex (agitador mini-vortex PV-1, Jimeno), por 15
segundos. A turbidez das suspensdes foi determinada a 530 nm, em
espectrofotometro UV visivel (Biospectro SP-220), admitindo-se leituras de
densidade 6tica com transmitancia entre 80 a 85%, ajustando-se quando necessario.
A partir dessa suspensdo com turbidez previamente determinada, realizou-se
diluicdo 1:50 em meio RPMI 1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sodio,
tamponado a pH 7.0 com MOPS 0.165 mol.L!; Sigma-Aldrich), obtendo-se o indculo
dermatofitico com concentracdo final de 2.0 x 10® a 6.8 x 10° UFC.mL*
(concentracdo 2 x maior que a preconizada para o teste de suscetibilidade, ja que
ocorre diluicdo 1:2 no momento da inoculagéo na microplaca do referido ensaio).

O inoculo leveduriforme das cepas-referéncia (Candida albicans ATCC 18804,
Candida albicans ATCC 24433 e Candida tropicalis 750), utilizadas no teste de
suscetibilidade para o controle de qualidade do mesmo, foi feito conforme o
protocolo da CLSI (M27-A3; 2008; p. 10). As leveduras foram subcultivadas em
ASD, com incubacéo por 24 horas, a 30 °C. Cinco col6nias de cada cultura foram
adicionadas em um tubo de vidro estéril com salina 0.85% também estéril, seguindo
agitacdo em vortex por 15 segundos. A turbidez da suspenséao fungica foi ajustada
espectrofotometricamente (Biospectro SP-220) a 530 nm, comparando-se com a
densidade celular da suspenséo padrdao 0.5 MacFarland. A partir dessa suspenséao
com turbidez devidamente padronizada, fez-se uma diluicdo 1:50 e posteriormente,
1:20 em meio RPMI 1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sddio,
tamponado a pH 7.0 com MOPS 0.165 mol.L*; Sigma-Aldrich), obtendo-se o inéculo
leveduriforme com concentracdo final de 1.0 x 10° a 5.0 x 10° UFC.mL*!
(concentracdo 2 x maior que a preconizada para o teste de suscetibilidade, ja que

ocorre diluicdo 1:2 no momento da inoculacédo na microplaca do referido ensaio).

4.4.1.4.2. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracado fungicida minima (CFM)

Anteriormente a determinacdo da CIM e CFM, realizou-se um screening de
atividade antiflUngica para todos os SIMs, testando-os em uma Unica e alta

concentracdo — 500.00 pg.mL!, para uma avaliacdo inicial da capacidade
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antidermatofitica dos mesmos. Especificamente nesse screening testou-se somente
isolados sensiveis, cinco de cada espécie, ou seja, 5 isolados de M. canis, 5 de M.
gypseum, 5 de T. mentagrophytes e 5 de T. rubrum. Para determinacéo da CIM e
CFM, tal como ja especificado no item (4.4.1.3.) todos os 45 isolados clinicos
dermatofiticos (sensiveis e multirresistentes) foram utilizados.

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, de acordo com
as diretrizes da norma CLSI, documento M38-A2 (2008). Para o ensaio utilizou-se
microplacas de poliestireno de 96 poc¢os, com fundo em forma de “U” (ALAMAR®,
Diadema, Sao Paulo, Brasil). Inicialmente, pipetou-se 100 pL do meio de cultura -
meio RPMI 1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sodio, tamponado a pH
7.0 com MOPS 0.165 mol.L!; Sigma-Aldrich) nos pocos da microplaca, da 22 coluna
até a 112 e 200 pL nos pocos da 122 coluna. Uma aliquota de 200 pL da solugéo dos
SIMs a serem testados e soluc¢des dos antifungicos foi adicionada na 12 coluna da
microplaca, procedendo-se a microdiluicdo seriada, pela transferéncia de 100 pL da
12 coluna para a 2?%; da 22 para a 32 e assim sucessivamente até a 102 coluna,
desprezando-se 100 uyL. Em decorréncia desse processo, em cada coluna ocorre
uma diluicdo 1:2 com o meio de cultura, de modo que a concentracéo das solucdes-
teste e antifangicos, a cada microdiluicdo, cai pela metade. Por fim, adicionou-se
100 pL do indéculo, previamente preparado conforme item 4.4.1.4.1. (Preparo do
inéculo fangico), da 12 até a 112 coluna, ficando cada po¢o da microplaca com um
volume final de 200 pL. Desse modo, no ensaio, ha a microdiluicdo para
determinacdo da CIM, da 12 até a 102 coluna, ha o controle de viabilidade do
crescimento fungico (controle positivo, 112 coluna, meio de cultura e indculo) e o
controle de esterilidade do meio de cultura (controle negativo, 122 coluna, somente
meio RPMI 1640). No caso das solugcbes de antifingicos, nas quais o diluente néo
foi somente a agua purificada esterilizada e sim DMSO na concentracao final de 1%,
fez-se também, entdo, o controle do diluente (solucdo de DMSO 1% e indculo
fungico) para avaliacdo de uma possivel interferéncia toxica do solvente contra as
espécies fungicas.

As microplacas foram incubadas a 30 °C (estufa DE LEO) e a leitura, apoés 4
dias (96 h) de incubacdo, foi realizada visualmente, considerando-se para
determinacdo da CIM, 100% de inibicdo do crescimento flngico, sempre em
comparacao com o crescimento do controle positivo. Dessa forma, considerou-se

como CIM a menor concentracdo dos compostos capaz de inibir totalmente o
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crescimento das espécies fungicas utilizadas no ensaio. A faixa de concentracao
testada para os antifungicos (TBF, GSF, CTZ) e SIMs foi 32.00 — 0.03 ug/mL e
100.00 — 0.02 pg/mL, respectivamente. A morfologia do crescimento dos fungos na
microplaca foi monitorada, objetivando-se investigar a capacidade dos SIMs de
ocasionarem alteracdo fenotipica no crescimento dermatofitico, pés-tratamento in
vitro com esses compostos, comparando-se com o crescimento do controle fangico
sem tratamento, para isso a microplaca ficou incubando por 14 dias. O teste foi
realizado em duplicata e o resultado dos valores de CIM expresso em pg/mL e
nmol/mL. A CIM em nmol/mL foi obtida pela divisdo do valor da CIM em pg/mL pela
massa molar de cada composto e multiplicacdo desse valor resultante por 1000. O
ensaio também foi conduzido com cepas leveduriformes de referéncia, para
certificacdo das condicdes experimentais, permitindo uma segura reprodutibilidade.
A leitura para determinagcéo da CIM das microplacas com as leveduras foi realizada
em 24 horas. Os breakpoints foram interpretados conforme CLSI M27-5S4 (2012).

O mesmo procedimento da técnica supracitada foi realizado utilizando-se
como meio de cultura Caldo Sabouraud Dextrose (CSD; meio liquido Sabouraud,;
HIMEDIA), para alguns isolados dermatofiticos, em relacdo aos sais imidazolicos e
cetoconazol, com a intencdo de observarem-se possiveis interacdes entre as
substancias testadas e o meio de cultura, comparando-se os resultados com o meio
RPMI 1640.

Para determinacdo da CFM, aliquotas da microplaca de poliestireno do teste
de suscetibilidade, das microdiluicbes seriadas correspondentes a CIM, 2xCIM e
4xCIM de cada composto (SIMs e antifungicos) foram subcultivadas em placas de
ABD (Pronadisa, Madrid, Espanha), as quais foram incubadas a 30 °C durante 96 h
e analisadas. A CFM foi definida como a concentracdo mais baixa da substancia
capaz de permitir o crescimento de no maximo 3 col6nias do fungo (matando =
99,5% do inéculo dermatofitico) e exercendo, entédo, efeito fungicida (ESPINEL-
INGROFF et al., 2002). Se houve crescimento de mais de 3 colbnias na CIM, 2xCIM
e 4xCIM, o composto foi considerado fungistatico, para essas concentracdes

analisadas. O ensaio foi realizado em triplicata.
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4.4.1.5. Estatistica

A andlise estatistica das CIM's dos SIMs e antifingicos (TBF, GSF e CTZ2),
para a comparacao de efetividade de potencial antidermatofitico, foi realizada pelo
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn, para
comparacdes multiplas envolvendo todos os pares de tratamento. Diferencas entre
as medianas das CIM's foram consideradas significativas quando p < 0.05. As

analises foram conduzidas em Statistica v 10.0 software estatistico (Statsoft, Tulsa).

4.4.2. Analise do efeito sobre a micromorfologia dermatofitica

4.4.2.1. SIMs selecionados para o estudo

C16MIMCI, CisMImMeS, C1sMIMNTf, - os trés SIMs mais efetivos (com o0s
menores valores de CIM contra todos os dermatéfitos) e que apresentam o mesmo
tamanho de cadeia lateral (16 carbonos), com diferentes anions. Preparo das

solucdes conforme item 4.1.3. (Preparo das solucodes).

4.4.2.2. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo

Trichophyton mentagrophytes (TME 16*) — dermatofito resistente in vitro aos

trés antifungicos avaliados no teste de suscetibilidade (TBF, GSF e CTZ).

4.4.2.3. Microscopia 6tica (MO)

4.42.3.1. Técnica

A avaliacdo das alteracBes micromorfélogicas principalmente nas hifas de T.
mentagrophytes, foi realizada pés-tratamento in vitro, com os 3 SIMs, em
concentragdes sub-inibitorias (C16MIMCIl — 0.78 pg/mL, CisMImMeS — 0.39 ug/mL,
C16MIMNTf2 — 1.56 pug/mL), durante quatro dias de incubag&o a 30 °C. Amostras de
células dermatofiticas, a partir de cada tratamento, foram cuidadosamente colocadas
em laminas de vidro. Posteriormente, em cada lamina foi adicionada uma gota de
solucdo de KOH a 10%. As laminas, em duplicata, foram observadas no
microscopio 6ptico (Olympus® modelo CH-30, Japéo), em aumento de 400x, para
analise de possiveis anomalias morfolégicas, comparadas com o controle fungico
sem tratamento (DALLA LANA, 2014).
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4.4.2.4. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
4.4.2.4.1. Técnica

Seguiu-se metodologia de SIONOV et al. (2005) e INOUYE, et al. (2007), com
modificacdes. Aliquotas de 20 pL de uma suspenséao do inéculo fungico de TME 16*
(modo de preparo conforme item 4.4.1.4.1. (Preparo do inéculo fungico)) tratado com
cada SIM, em concentracdes sub-inibitérias (C1sMImCI — 0.78 pg/mL, CisMImMeS —
0.39 pg/mL, C16MIMNTf, — 1.56 ug/mL), por 4 dias de incubacgéo a 30 °C (estufa DE
LEO), foram transferidas para placa de petri com ABD. Um bloco de ABD foi
colocado sobre as aliquotas e em cima de cada bloco disp8s-se uma laminula estéril
(microcultivo). Incubaram-se as placas por 24 h a 30 °C (estufa DE LEO).
Posteriormente, as laminulas foram retiradas das placas de Petri e colocadas em
placa de cultura de células de 12 pocos (o lado da laminula que ficou em contato
com o bloco de agar foi colocado para cima na microplaca). Procedeu-se a pré-
fixacdo com aldeido, adicionando-se em cada poc¢o da microplaca 500 pL do fixador
Karnovksy modificado (composto por glutaraldeido 2.5% e formaldeido 2.5%, em
tampéo cacodilato de sodio 0.05 M, pH 7.2). As laminulas ficaram submersas nessa
solucdo por 24 h, na geladeira (Consul), a 4 °C. As amostras pre-fixadas foram
lavadas com tampéao cacodilato 0.05 M, pH 7.2 (3 vezes consecutivas de 10 min.) e,
depois foram deixadas, por 1 h, em contato com solucéo de tetroxido de Osmio
(OsO4) 2%, diluido em tampéo cacodilato (1:1), a temperatura ambiente, em uma
capela de fluxo laminar vertical (modelo MA1500/90), para fixacdo completa.
Decorrido o tempo de uma hora, as amostras ja fixadas foram lavadas com agua
destilada 3 vezes, por 3 minutos, e a seguir passaram por processo de desidratacéo,
com concentracdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%; Merck) e
secagem em aparelho de ponto critico (Critical Point Dryer - Baltec CPD 030). Por
fim, as amostras foram coladas em stubs de aluminio, levadas ao metalizador (JEOL
lon Sputter JFC 1100), revestidas com ouro e analisadas em microscopio eletrénico
de varredura Carl Zeiss MEV Evo-50, com magnificacbes de 4kX a 49kX, corrente 1-

5 picoAmpere, tensao de aceleracédo de 5kV e distancia de trabalho de 7.5 mm.
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4.4.3. Andlise do dano celular dermatofitico

4.4.3.1. SIMs selecionados para o estudo

C16MIMCI, CisMImMeS, CisMIMNTf, - os trés SIMs mais efetivos (com os
menores valores de CIM contra todos os dermatdfitos) e que apresentam o mesmo
tamanho de cadeia lateral (16 carbonos), com diferentes anions. Preparo das
solugdes conforme item 4.1.3. (Preparo das solugdes).

4.4.3.2. Agente antifungico selecionado para o estudo

Cetoconazol - a procedéncia, a pureza e o0 preparo da solucdo estdo
indicados no item 4.2. (Agentes antifingicos e preparo das solucdes).

4.4.3.3. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo

Todos os sete isolados dermatofiticos multirresistentes (MCA 36*, MCA 40*,
MGY 58* TME 16* TME 34*, TRU 25* TRU 43%).

4.4.3.4. Técnica

Seguiu-se metodologia de MELETIADIS et al. (2000) e CHIOU et al. (2001),
com modificacdes. Apos 4 dias de incubacdo das microplacas do teste de
suscetibilidade (item 4.4.1. Teste de suscetibilidade) e apos leitura visual das CIM's,
0 sobrenadante foi retirado e descartado. Adicionou-se, sobre as células
dermatofiticas resultantes, 150 yL do corante brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio (MTT; Sigma-Aldrich) (solucdo aquosa de MTT 0.05 mg.mL?* em
purificada esterilizada), seguido por incubacédo a 30 °C por 24 h (estufa DE LEO).
Posteriormente, o sobrenadante foi retirado, descartado e 150 uL de &lcool
isopropilico  (Sigma-Aldrich) foi acrescentado sobre as células coradas,
homogeneizando-se cuidadosamente, sendo que a cor das células foi passando
para o solvente, o qual é transferido (150 uL) para outra microplaca de poliestireno
de 96 pocos de fundo chato. Fez-se a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro
leitor de placas (Envision 2014 Multilabel Reader, PerkinElmer, USA), a 570 nm e
690 nm (interferéncias). A percentagem de dano celular (DC%) foi calculada por
meio da equacao: DC% =1 - [(A570 nm - A690 nm, do tratamento)/(A570 nm - A690
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nm, do controle sem tratamento)]X100 e expressa em funcédo da CIM, dos SIMs
analisados e do cetoconazol. O teste foi realizado em duplicata. O fundamento da
técnica consiste em utilizar esse método colorimétrico para mensuragao da atividade
metabdlica das espécies flngicas, jA que o MTT, sal tetrazélico originalmente
amarelo, é clivado por desidrogenases mitocondriais, quando as células estdo
ativas, formando um derivado formazano de cor purpura, que € detectado
espectrofotometricamente a 570 nm (HANSEN; NIELSEN; BERG, 1989).

4.4 .3.5. Estatistica

Aplicou-se o0 teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando
significancia quando p < 0.05. As andlises foram conduzidas em Statistica v 10.0
software estatistico (Statsoft, Tulsa).

4.4.4. Determinacao das curvas de morte (time kill assay)
4.4.4.1. SIMs selecionados para o estudo

CisMImMeS — o unico SIM que foi fungicida para todos os dermatofitos,
inclusive em relacdo aos isolados multirresistentes. Preparo das solucédo conforme

item 4.1.3. (Preparo das solucdes).

4.4.4.2. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo

Quatro dermatofitos multirresistentes, um de cada espécie - MCA 36*, MGY
58*, TME 34* e TRU 43*.

4.4.4.3. Técnica

Seguiu-se metodologia de NATESAN et al. (2008) e SIMONETTI et al. (2014),
com modificacdes. Os indculos dermatofiticos, preparados tal qual no item 4.4.1.4.1.
(Preparo do inéculo fungico), foram incubados a 30 °C (estufa DE LEO), em
eppendorfs estéreis (2.0 mL; Sarstedt), com o SIM, em concentracdes
correspondentes a CIM, 2xCIM e 4xCIM, por 48 h. As concentracdes do sal
utilizadas para cada espécie dermatofitica foram as seguintes: para MCA 36* CIM =
1.56 pg/mL; 2xCIM = 3.13 pg/mL e 4xCIM = 6.25 ug/mL; para MGY 58* CIM = 3.13
pMg/mL; 2xCIM = 6.25 pug/mL e 4xCIM = 12.50 pg/mL; para TME 34* CIM = 0.39
pg/mL; 2xCIM = 0.78 ug/mL e 4xCIM = 1.56 ug/mL e para TRU 43* CIM = 1.56
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pg/mL; 2xCIM = 3.13 pg/mL e 4xCIM = 6.25 pg/mL). No decorrer das 48 h de
incubacao, aliquotas (100 uL) das suspensdes fungicas tratadas in vitro com o SIM,
foram coletadas dos eppendorfs, nos tempos 1 h, 6 h, 12 h, 24 h e no tempo final de
48 h. Realizaram-se diluicGes seriadas das aliquotas coletadas (10, 102 e 103), as
guais foram semeadas em placas de Petri com ABD, por spread-plate
(espalhamento), com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski. As placas foram incubadas
a 30 °C, por 96 h. Apés o referido periodo de incubacdo, foi realizada a contagem do
ndmero de coldnias dermatofiticas viaveis. O nimero de UFC.mL™ foi determinado,
comparando-se com o0 controle sem tratamento e levando-se em consideragado o
fator de diluicdo, optando-se pela avaliacdo na diluicdo 102. As curvas de morte
fangica foram plotadas em funcdo do logio UFC.mL? e do tempo. O ensaio foi
realizado em triplicata, estimando-se os desvios padrées. O fundamento da técnica &
determinar a cinética do composto-teste, avaliando-se a capacidade fungicida do

mesmo em fung¢do do tempo.

4.5. Avaliacdo dos mecanismos de acao

4.5.1. SIMs selecionados para o estudo

C16MIMCI, CisMImMeS, C1sMIMNTf, - os trés SIMs mais efetivos (com o0s
menores valores de CIM contra todos os dermatéfitos) e que apresentam o mesmo
tamanho de cadeia lateral (16 carbonos), com diferentes anions. Preparo das

solucdes conforme item 4.1.3. (Preparo das solucdes).

4.5.2. Isolados clinicos dermatofiticos selecionados para o estudo

Todos os sete isolados dermatofiticos multirresistentes (MCA 36*, MCA 40*,
MGY 58* TME 16* TME 34*, TRU 25* TRU 43%).

4.5.3. Analise do efeito sobre a biossintese do ergosterol (ensaio do ergosterol
guantitativo)

4.5.3.1. Agente antifungico selecionado para o estudo

Cetoconazol - a procedéncia, a pureza e o0 preparo da solucdo estdo
indicados no item 4.2. (Agentes antifungicos e preparo das solu¢des). O CTZ foi o

antifungico controle escolhido, em funcdo de que sabidamente age via biossintese
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do ergosterol fangico, impedindo a completa formacdo do principal esterol da
membrana celular fangica (MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001; ODSS; BROWN;
GOW, 2003; HAMDAN; HAHN, 2006).

45.3.2. Técnica

Seguiu-se metodologia de BHOSLE et al. (2011), RAJPUT et al. (2013) e
OUF et al. (2013), com adaptacdes. O inéculo preparado tal como no item 4.4.1.4.1.
(Preparo do indculo fungico), porém em CSD, foi adicionado em eppendorfs estéreis
(1.5 mL; Sarstedt), juntamente com os SIM's a serem avaliados e o CTZ (nas
concentracfes inibitérias minimas e sub-inibitérias — CIM/2). Controles sem
tratamento foram realizados com o inéculo das diferentes espécies multirresistentes
sem adicdo de nenhuma substancia. Os eppendorfs foram incubados por um
periodo de 96 h a 30 °C. Posteriormente, realizou-se centrifugacdo (Eppendorf
Centrifuge 5415R) das amostras a 2700 rpm por 5 min., descartou-se o
sobrenadante e lavou-se o pélete com agua purificada esterilizada cuidadosamente,
por 3 vezes. Determinou-se o0 peso do precipitado (eppendorf com pélete de células
dermatofiticas; balanca analitica semi-micro-AND) e entdo se adicionou 1.3 mL de
solucdo de KOH a 25% (25% KOH, 35% agua millique estéril e volume completado
para 100% com etanol - marca Nuclear), seguindo agitacdo em vortex (agitador mini-
vortex PV-1, Jimeno) por 1 minuto, para saponificacdo da membrana celular. As
suspensdes foram transferidas para mini-tubos estéreis de boro-silicato com tampa e
colocadas em banho de agua (Biomatic, modelo 869, por 1 h a 90 °C). Apos
resfriamento a temperatura ambiente, os esteréis foram extraidos com a adicéo de
1.0 mL de agua millique estéril, 3.0 mL de hexano (Merk) e agitacdo em vortex por 3
min. A mistura foi deixada em repouso por 72 h a -20 °C (Freezer Consul CVU20GB)
para separacdo da camada hexanica. Realizou-se a leitura espectrofotométrica
(Envision 2014 Multilabel Reader, PerkinElmer, USA) com uma solucdo 1:5 da
camada hexéanica em etanol. Fez-se a leitura da absorbéancia em 230 nm e 282 nm,
em cubetas de quartzo de 1 cm. A presenca do ergosterol e do seu ultimo
intermediario, o 24(28)-diidroergosterol (24(28)DHE), foi verificada pelas
absorbancias em diferentes comprimentos de onda. O esterol intermedirio
apresenta intenso espectro em 230 nm e o complexo ergosterol e 24(28)DHE tem

uma absorcdo méxima a 282 nm. Desse modo, o conteudo de ergosterol foi


http://www.magazineluiza.com.br/freezer-vertical-1-porta-142l-consul-cvu20gb/p/0101088/ed/free/

120

calculado como percentagem em relagdo ao peso do precipitado (pélete),
descontando-se a percentagem do seu intermediério, de acordo com as equagoes:
(a) % ergosterol + % 24(28)DHE = [(Abs2s2/290) X F]/ peso do pélete

(b) % 24(28)DHE = [(Abs230/518) X F]/peso do pélete

% ergosterol = (a) — (b)
Onde,

F = fator de diluicdo em etanol
290 = valor ¢, em percentagem por cm, determinado para o ergosterol cristalino.
518 = valor ¢, em percentagem por cm, determinado para o 24(28)DHE cristalino.
O ensaio foi realizado em triplicata. O fundamento da técnica consiste em
verificar se 0s compostos-teste agem em nivel de interferéncia, prejudicando de

alguma forma, a rota normal de biossintese do ergosterol fungico, reduzindo sua

concentracgao citoplasmatica.

4 .5.3.3. Estatistica

Aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
Mann-Whitney, considerando significancia quando p < 0.05. As andlises foram

conduzidas em Statistica v 10.0 software estatistico (Statsoft, Tulsa).

4.5.4. Analise do efeito de complexacdo com ergosterol exdgeno (ensaio do
ergosterol qualitativo)

4.5.4.1. Agente antifungico selecionado para o estudo

Anfotericina B, da classe dos polienos - a procedéncia, a pureza e o preparo
da solucdo estdo indicados no item 4.2. (Agentes antifUngicos e preparo das
solucdes). A AFB foi o antifungico controle escolhido, em funcdo de que
sabidamente age via complexacdo com o ergosterol da membrana celular fangica
(GONCALVES, 2011).

45.4.2. Técnica

Seguiu-se metodologia de MOREIRA et al. (2010) e CARRASCO et al.
(2012). Nesse ensaio as determinacdes das CIM's dos SIMs e antifungico

selecionado foram conduzidas tal qual no item 4.4.1.4.2. (Determinagéo da CIM) e
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4.4.1.4.1. (Preparo do indculo fungico), sem e com adi¢cdo de ergosterol (Sigma-
Aldrich) nas concentracdes de 50.0 a 200.0 ug.mL™t. O ergosterol comercial foi
dissolvido em dimetilformamida (Sigma-Aldrich) e diluido no meio de cultura (meio
RPMI 1640, contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sddio, tamponado a pH 7.0
com MOPS 0.165 mol.L%; Sigma-Aldrich), de forma que a concentragdo final do
solvente fosse de 0.1%. Incubou-se as microplacas até 168 h (7 dias) a 30 °C
(estufa DE LEO). A CIM foi determinada visivelmente pela auséncia ou presenca de
crescimento fungico, comparado com o controle sem tratamento. Realizou-se uma
leitura das placas em 4 dias e outra em 7 dias. O ensaio foi realizado em duplicata.
O fundamento do teste consiste em detectar se um composto atua por ligagdo ao
ergosterol da membrana dos fungos, fornecendo-se ergosterol exdégeno as
substancias-teste, que se possuem afinidade por esteroéis, formam rapidamente um
complexo com o ergosterol comercial fornecido, evitando-se assim a complexacéo
com o ergosterol proprio da membrana celular fungica; como consequéncia, um

aumento da CIM é observado para esses compostos (CARRASCO et al., 2012).

4.5.5. Analise do efeito sobre a parede celular fungica (ensaio do sorbitol)

4.5.5.1. Agente antifungico selecionado para o estudo

Anidulafungina, da classe das equinocandinas - a procedéncia, a pureza e o
preparo da solucéo estéo indicados no item 4.2. (Agentes antifungicos e preparo das
solucdes). A ANF foi o antifungico controle escolhido, em funcdo de que
sabidamente age inibindo de modo seletivo a enzima 1,3-B-D glucana sintase,
impedindo a formacdo da 1,3-B-D glucana, um componente essencial da parede
celular dos fungos, que tem importante funcdo estrutural, conferindo rigidez e
integridade a parede (ODSS; BROWN; GOW, 2003; MORRIS; VILLMANN, 2006).

455.2. Técnica

Seguiu-se metodologia de MOREIRA et al. (2010) e CARRASCO et al.
(2012). As determinacdes das CIM's dos SIMs e antifungico selecionado foram
conduzidas tal qual no item 4.4.1.4.2. (Determinacédo da CIM) e 4.4.1.4.1. (Preparo
do in6culo fangico), sem e com adicdo de sorbitol (Sigma-Aldrich) na concentracéo

de 0.8 M. O sorbitol comercial foi dissolvido no préprio meio de cultura (meio RPMI
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1640, contendo L-glutamina, sem bicarbonato de sodio, tamponado a pH 7.0 com
MOPS 0.165 mol.L!; Sigma-Aldrich). Incubou-se as microplacas até 168 h a 30 °C
(estufa DE LEO). A CIM foi determinada visivelmente pela auséncia ou presenca de
crescimento fungico, comparado com o controle sem tratamento. Realizou-se uma
leitura das placas em 4 dias e outra em 7 dias. Para a ANF, conforme a CLSI (M38-
A2; 2008; p. 26 — Appendix A, MECs of Caspofungin and Anidulafungin),
determinou-se a concentracdo efetiva minima (CEM), que € a menor concentracao
do agente antifingico que leva ao crescimento de formas hifais pequenas,
arredondadas e compactas, comparadas com 0 controle sem tratamento. Essa
terminologia é usada para as equinocandinas. O ensaio foi realizado em duplicata.
Com esse procedimento, espera-se que a CIM de uma substancia que age na
parede aumente na presenca de sorbitol, ja que o mesmo realiza um processo de

protecdo osmoética da parede celular fungica (FROST et al., 1995).

4.5.6. Analise do efeito de lise celular
4.5.6.1. Composto controle selecionado para o estudo

Dodecilsulfato de sodio (SDS) — tensoativo sabidamente eficaz no processo
de lise celular (ESCALANTE et al., 2008). Foi preparada uma solucdo aquosa de
SDS a 4% (HIMEDIA, Mod: MB010), em agua ultrapura estéril.

45.6.2. Técnica

Seguiu-se metodologia de LUNDE e KUBO (2000) e ESCALANTE et al.
(2008). Indculos fungicos dermatofiticos foram preparados tal qual no item 4.4.1.4.1.
(Preparo do inéculo fangico), porém em tampao MOPS, pH 6.0. Aliquotas dos
in6culos foram adicionadas em eppendorfs juntamente com os SIMs avaliados, em
concentracfes correspondentes a CIM, e a solucédo de SDS 4% (que na diluicdo 1:2
gue ocorre com 0 inbéculo torna-se 2%). Foram feitos também controles sem
tratamento. Seguiu-se incubacgéo por 48 h a 30 °C (estufa DE LEO). Dentre as 48 h
de incubacdo, nos tempos 6 h, 12 h, 24 h e 48 h (final) as amostras foram
centrifugadas a 2700 rpm por 5 min. (Eppendorf Centrifuge 5415R) e o
sobrenadante foi coletado para analise da absorbancia em 260 nm (B446 - Beckman
DU 640 Spectrophotometer). O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado

expresso em percentagem de lise celular fungica, considerando-se que o tensoativo


http://core.phmtox.msu.edu/Scheduling/Equipment.aspx?ID=14
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SDS ocasiona 100 % de lise. O fundamento da técnica consiste em verificar se as
substancias-teste possuem capacidade de ocasionar lise, tanto quanto o SDS.

4.5.6.3. Estatistica

Aplicou-se o0 teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, considerando
significancia quando p < 0.05. As andlises foram conduzidas em Statistica v 10.0
software estatistico (Statsoft, Tulsa).

4.6. Avaliacdo datoxicidade

4.6.1. SIMs selecionados para o estudo, concentracdes testadas e preparo das

solucdes

Selecionou-se CisMIMCI, CieMImMeS, CisMIMNTf, - os trés SIMs mais
efetivos (com os menores valores de CIM contra todos os dermatofitos) e que
apresentam o mesmo tamanho de cadeia lateral (16 carbonos), com diferentes
anions.

As concentracdes dos SIMs avaliadas foram as correspondentes a meédia
geomeétrica das concentracdes minimas que inibem 50% dos isolados fungicos
analisados (CIMso), considerando-se as 4 espécies — M. canis, M. gypseum, T.
mentagrophytes e T. rubrum, e concentracfes 10 e 100 vezes superiores. Desse
modo, foram testadas as seguintes concentracoes, relativas a cada sal: C1sMImCI -
0.07 pg/mL (ClIMsp), 0.70 pg/mL (10xCIMsg) e 7.00 pg/mL (100xCIMsp); CisMImMeS -
0.05 pg/mL (CIMsp), 0.50 pg/mL (10xCIMso) e 5.00 pg/mL (100xCIMsp) e C16MIMNTf2
- 2.21 pg/mL (ClIMsp), 22.10 pg/mL (10xCIMso) e 221.00 pg/mL (100xClIMso). Todos
os SIMs foram dissolvidos e posteriormente diluidos em tampéao fosfato salino (PBS;
K9-7112-KASVI).

4.6.2. Cultura celular

O preparo da cultura celular foi realizado conforme MONTAGNER et al.
(2010). As culturas celulares de leucécitos humanos foram preparadas utilizando-se
sangue venoso, coletado por puncdo venosa, de um voluntario do sexo masculino

(protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - n° de autorizag&o
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23.081,005770/ 009-38). Aliquotas de 1.0 mL de sangue total foram imediatamente
transferidas para 10.0 mL de meio RPMI 1640 (contendo L-glutamina, sem
bicarbonato de sédio, tamponado a pH 7.0 com MOPS 0.165 mol.Lt; Sigma-Aldrich),
suplementado com 1% de fito-hemaglutinina, 10% de soro fetal bovino e 1% de
estreptomicina/penicilina. Esse homogeneizado de sangue e meio de cultura com
suplementacao foi acondicionado em frascos de cultura de células (frascos TPP de
15.0 mL, Mod: 90025, Biosystems). Os frascos de cultura celular foram divididos em
grupos (cada grupo em triplicata), para o tratamento, de tal modo: 3 frascos de
cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de PBS (controle negativo); 3 frascos de cultura
celular (9.0 mL) com 1.0 mL de solucéo de peréxido de hidrogénio (H202) 100 uM,
gue é sabidamente toxico para as células (controle positivo); 3 frascos de cultura
celular (9.0 mL) com 1.0 mL de C1sMImCI 0.07 ug/mL (CIMsp); 3 frascos de cultura
celular (9.0 mL) com 1.0 mL de C1sMImCIl 0.70 pg/mL (10xClIMso); 3 frascos de
cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de C16MImCI 7.00 pg/mL (100xCIMso); 3 frascos
de cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de CisMImMeS 0.05 pg/mL (CIMso); 3 frascos
de cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de CisMImMeS 0.50 pg/mL (10xCIMso); 3
frascos de cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de CisMImMeS 5.00 pg/mL
(100xClIMso); 3 frascos de cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de CisMImMNTf; 2.21
pug/mL (CIMsg); 3 frascos de cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de CisMIMNTf
22.10 pg/mL (10xCIMso) e 3 frascos de cultura celular (9.0 mL) com 1.0 mL de
C16MIMNTf2 221.00 pg/mL (100xCIMsp).

Subsequente a adicdo em cada frasco do tratamento supracitado com
cuidadosa homogeneizacédo, as culturas de células foram incubadas (incubadora de
CO. para cultura celular, 5% de CO2, Modelo MCO-19AIC, Sanyo) por 72 h a 37 °C.
Apos esse periodo, foram estabelecidos os parametros citotéxicos, genotoxicos e

mutagénicos nos posteriores testes, a seguir descritos.

4.6.3. Avaliacdo da citotoxicidade (efeito sobre a proliferacdo e viabilidade

celular)

4.6.3.1. Técnica

Seguiu-se metodologia de BUROW et al. (1998). Para analise do efeito dos
SIMs sobre a proliferagao celular, 10 yL de cada suspenséo celular (pds-tratamento
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e incubacédo de 72 h) foi homogeneizada com 90 pyL de solugdo de Turk (solugao
aquosa de &cido acético 3% e violeta de genciana 1%, Renylab) em criotubos
(TruCool™). Uma aliquota (10 yL) do homogeneizado foi colocada em camara de
Neubauer (ATC-110010 - improved- L.Optik) para contagem de numero de
leucécitos, em microscépio Olympus® (modelo CH-30, Japédo; x 400 de ampliacdo).
O resultado foi expresso em numero de leucécitos por mm? e comparado com o
controle positivo (H202 100 yM) e negativo - PBS (diluente). O ensaio foi realizado
em triplicata.

Para analise do efeito dos SIMs sobre a viabilidade celular, 100 yL de cada
suspensao celular (pos-tratamento e incubacdo de 72 h) foi homogeneizada com
100 pyL de azul de tripan 0.2% (Sigma-Aldrich) em criotubos (TruCool™). Uma
aliquota (10 uyL) do homogeneizado foi colocada em camara de Neubauer (ATC-
110010 - improved- L.Optik) para analise dos leucécitos, em microscopio Olympus®
(modelo CH-30, Japéo; x 400 de ampliacdo), observando-se dois tipos de células:
(a) células vivas e integras (viaveis), que apareceram incolores ou coradas de azul
bem claro e (b) células mortas, com uma cor azul intensa. O resultado foi expresso
em percentagem de células viaveis e comparado com o controle positivo (H202 100

MM) e negativo - PBS (diluente). O ensaio foi realizado em triplicata.
4.6.3.2. Estatistica

Efetuou-se andlise de variancia (ANOVA), seguida por teste de Bonferroni,
considerando significancia quando p < 0.05. As analises foram conduzidas no
software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA - versdo 5.02

para Windows).

4.6.4. Avaliacdo da mutagenicidade (andlise da frequéncia de micronucleos
(MN))

46.4.1. Técnica

Seguiu-se metodologia de SCHMID (1975) e THOMAS et al. (2008). O
volume de 20 uL de cada suspensao celular (pds-tratamento e incubacdo de 72 h)
foi fixado em laminas (esfregaco), as quais foram secas a temperatura ambiente,

coradas por Pandtico Rapido® (Laborclin) e, posteriormente, analisadas em
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microscépio Olympus® (modelo CH-30, Japdo). Contou-se 100 células por lamina,
sendo que todas as particulas no interior das células separadas do nucleo, néo
excedendo 1/3 do tamanho real do mesmo e com bordas bem visiveis foram
contabilizadas como MN. Os resultados foram expressos em percentagem de
frequéncia de MN e comparados com o controle positivo (H202 100 yM) e negativo -

PBS (diluente). O ensaio foi realizado em triplicata.

4.6.4.2. Estatistica

Efetuou-se analise de variancia (ANOVA), seguida por teste de Bonferroni,
considerando significancia quando p < 0.05. As analises foram conduzidas no
software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA - versdo 5.02
para Windows).

4.6.5. Avaliagéo da genotoxicidade (ensaio cometa alcalino)
4.6.5.1. Técnica

Seguiu-se metodologia de SINGH et al. (1988) e todo o procedimento, desde
a preparacdo da suspensao celular até andlise final, foi executado sob lampada de
cor vermelha, de baixa intensidade luminosa, para evitar-se qualquer dano adicional
no DNA. O volume de 10 pL de cada suspenséo celular (p6s-tratamento e incubacéo
de 72 h) foi homogeneizado com 90 uL de agarose de baixo ponto de fusdo. Esse
homogeneizado foi imediatamente adicionado em [aminas de microscopia (Prolab)
pré-revestidas com agarose de ponto de fusdo normal. As laminas foram mantidas
sob-refrigeracdo até que o conteudo solidificasse totalmente (cerca de 5 min.).
Posteriormente, para o processo de lise, as laminas foram imersas em tampéao de
lise (constituido de 89.0 mL de solucdo de lise, 10.0 mL de DMSO e 1.0 mL de
Triton; Prolab) por 1 h. Subsequente, para o processo de desenovelamento,
retiraram-se as laminas da solucéo de lise, uma a uma, removendo-se 0 excesso de
solucdo e levando-as, imediatamente, para cuba de eletroforese, que estava sob
condi¢Bes controladas de temperatura (banho de gelo, 4 °C). Adicionou-se tampéo
de eletroforese e procedeu-se o processo por 20 min., a 25 V e 300 mA, em uma
camara horizontal (Fisher Scientific, Cod. FB-SB-2025), para separar fragmentos de
DNA intactos de possiveis fragmentos danificados. Para neutralizacdo retirou-se as

laminas da cuba de eletroforese e adicionou-se sobre as mesmas tampao de
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neutralizacao Tris 0.4 M (pH 7.5; Prolab). Repetiu-se o processo de lavagem com o
tamp&o por mais 2 vezes, finalizando as lavagens com agua destilada. Secaram-se
as laminas por 2 h a 37 °C (estufa de cultura ECB). Para fixagdo colocou-se as
[aminas em uma cubeta e adicionou-se sobre as mesmas 100 mL de solugao
fixadora (15% de acido tricloroacético, 5% de sulfato de zinco heptahidratado e 5%
de glicerol em agua destilada), e deixou-as em repouso por 10 minutos. Lavou-se 3
vezes com agua destilada e secou-se as laminas por 2 h a 37 °C (estufa de cultura
ECB). Por fim, para coloracdo hidratou-se as laminas com agua destilada, por 5
min., e corou-se por aproximadamente 30 min. com solugdo de prata (66 mL de
solucdo aquosa de carbonato de sodio 5% e 34 mL de (nitrato de amdnia 0.1%,
nitrato de prata 0.1%, acido tungstosilicico 0.25% e formaldeido 0.15%)) a 37 °C (até
as laminas comecarem a escurecer). Lavou-se 3 vezes com agua destilada. As
laminas foram deixadas, por 5 min., em solucdo stop (solu¢cdo aquosa de acido
acético 1%). Lavou-se 3 vezes com agua destilada e secou-se as laminas a
temperatura ambiente. Analisou-se microscopicamente (microscopio Olympus®,
modelo CH-30, Japéo, x 400 de ampliacédo), observando-se 100 células por l[amina.
Classificou-se as células de acordo com o formato celular, em quatro classes de
dano, variando de 0 (sem dano visivel) a 4 (dano maximo). A soma desses valores
forneceu um indice de dano (ID) Unico para cada tratamento. Tal indice pode oscilar
entre 0 ( 100 células X 0) a 400 (100 X 4). O ensaio foi realizado em triplicata.

O fundamento da técnica € que em condicOes eletroforéticas alcalinas e pos-
tratamento especifico das amostras, o DNA danificado (contendo quebras e
clivagens) migrara mais do que o DNA intacto e produzir-se-4 uma "cauda de
cometa”, visualizada pela coloracdo com prata. O cometa € um dos testes de
genotoxicidade mais promissores, precisos e sensiveis para analise de danos ao
DNA em células individuais (MUKHOPADHYAY et al., 2004; COLLINS, 2009).

4.6.5.2. Estatistica

Efetuou-se andlise de variancia (ANOVA), seguida por teste de Bonferroni,
considerando significancia quando p < 0.05. As analises foram conduzidas no
software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA - versdo 5.02

para Windows).
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4.6.6. Avaliacdo do efeito sobre a estabilidade cromossomica

4.6.6.1. Técnica

Seguiu-se metodologia de YUNIS (1976). Solucdo de colcemide (10.00
Mg/mL, 50 yL) foi adicionada a 7.0 mL da suspensdo celular (pés-tratamento e
incubagdo de 72 h), com homogeneizagdo suave. As amostras foram incubadas
durante 60 min. a 37 °C (estufa de cultura ECB) e posteriormente foram
centrifugadas (1.800 rpm, 10 min). O sobrenadante foi descartado e o pélete
ressuspenso em solucao hipotonica de KCI 0.075 M (Merk), seguido de incubacao
por 16 min. a 37 °C (estufa de cultura ECB). Solucéo fixadora (metanol — acido
acético (3:1), 250 L, Merk) foi adicionada a cada tubo, seguido por centrifugacéo
(1.800 rpm, 10 min.). Essa fase foi repetida trés vezes e, no final, as células foram
ressuspensas novamente em solucdo fixadora para analise. Uma aliquota desta
suspensao, ligeiramente opalescente, foi adicionada em laminas, as quais foram
secas a temperatura ambiente. As células foram examinadas com aumento de 10x
(modelo Olympus® CH-30, Japdo) para analise da distribuicdo, do numero e
densidade de cromossomos na metafase (material genético condensado). O ensaio
foi realizado em triplicata e o resultado expresso em percentagem de anormalidades
cromossbmicas numéricas, comparado com o0 controle positivo (H2O2 100 uM) e

negativo - PBS (diluente).

4.6.6.2. Estatistica

Efetuou-se andlise de variancia (ANOVA), seguida por teste de Bonferroni,
considerando significancia quando p < 0.05. As analises foram conduzidas no
software GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA - versdo 5.02

para Windows).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo do potencial antidermatofitico

5.1.1. Anélise da suscetibilidade

Todos os 11 SIMs (CsMImCI, CsMImMeS, CsMImOcS, CosMImMeS, C1o0MImCI,
(C10)2MIMCI, C16MIMCI, CisMImMeS, CieMIMNTf2, CisMImSaC e CisMImCI)
avaliados no screening foram capazes de inibir o crescimento dos dermatofitos in
vitro, na concentracdo de 500 pg/mL. A intencdo do screening era selecionar os
SIMs que apresentassem atividade antidermatofitica, para dar continuidade aos
ensaios de suscetibilidade, com determinacdo da CIM e CFM. Como todos os
compostos quimicos foram efetivos em impedir o desenvolvimento fungico, em alta
concentragéo, deu-se seguimento aos demais testes de suscetibilidade com a série
completa de 11 SIMs.

Em relacdo a determinacédo da CIM, os valores obtidos para os 11 SIMs e
antifngicos comerciais avaliados, para as espécies M. canis, M. gypseum, T.
mentagrophytes e T. rubrum, sdo apresentados nas tabelas 2, 3, 4 e 5,
respectivamente. De modo geral, p6de-se observar para M. canis que a faixa de CIM
dos SIMs, em relacéo a todos os isolados da espécie variou de 0.05 pg/mL — 50.00
pg/mL; para M. gypseum e T. mentagrophytes foi de 0.02 — 50.00 pg/mL e para T.
rubrum 0.05 — 25.00 yg/mL. Os antifungicos TBF, GSF e CTZ, utilizados como
substancias padrdo para comparacdes de potencial antifingico, apresentaram
valores de CIM dentro do esperado (CLSI M38-A2, 2008), para todas as espécies,
com excecao dos isolados multirresistentes. Com base nos limites que definiram os
casos de resisténcia, ja estabelecidos na metodologia (TBF: CIM = 1.00 ug/mL,
GSF: CIM = 4.00 yg/mL e CTZ: CIM = 8.00 pg/mL), os dermatofitos com
suscetibilidade reduzida exibiram CIM's consideravelmente mais elevadas que as
espécies sensiveis, sendo MCA 36*, MCA 40*, MGY 58* TME 16*, TME 34* e TRU
25* considerados resistentes aos 3 antifuUngicos analisados e TRU 43* resistente a
GSF e CTZ, configurando-se dessa forma, todos os sete, como isolados
multirresistentes (resisténcia mdaltipla a no minimo dois antifUngicos de classes

diferentes).
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Tabela 2. Suscetibilidade dos isolados de M. canis (MCA) em relagao ao tratamento
in vitro com 11 SIMs e 3 antifingicos comerciais (terbinafina — TBF, griseofulvina —
GSF e cetoconazol — CTZ).

CIM Sais imidazélicos**

Dermatofitos

(n=9) C4MImCI CsMImMeS

CsMImOcS CoMImMeS C10M|mC| (Clo)zl\/”mC'

MCA 01

12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 6.25/20.66  1.56/6.04 3.13/7.84

MCA 29 12.50/71.56  3.13/13.34 12.50/37.59 6.25/20.66 1.56/6.04 1.56/3.92
MCA 32 50.00/286.25 12.50/53.35 50.00/150.38 12.50/41.33 1.56/6.04 3.13/7.84
MCA 33 50.00/286.25 12.50/53.35 12.50/37.59 12.50/41.33 3.13/12.07 1.56/3.92
WSLICCN 50.00/286.25 12.50/53.35 12.50/37.59 12.50/41.33 3.13/12.07 12.50/31.32
MCA W3 6.25/35.78 6.25/26.67 0.39/1.17 6.25/20.66 1.56/6.04 3.13/7.84
MCA 38 12.50/71.56 12.50/53.35 0.39/1.17 3.13/10.33  3.13/12.07 3.13/7.84
MCA 39 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 12.50/41.33 1.56/6.04 0.78/1.96
VLTV 25.00/143.13 12.50/53.35 50.00/150.38 12.50/41.33 1.56/6.04 12.50/31.32
CIMsp 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 12.50/41.33 1.56/6.04 3.13/7.84
UCLON 6.25-50.00 3.13-12.50 0.39-50.00 3.13-1250 1.56-3.13 0.78/12.50

(ng/mL)
CIM Sais imidazolicos**

CisMImMeS CisMIMNTf, CisMImSaC

Dermatofitos CIM Antifungicos***

(n=9) C1sMImClI

MCA 01
MCA 29
MCA 32
MCA 33
MCA 36*
MCA W3
MCA 38
MCA 39
MCA40*

CIMs50

Faixa de CIM
(ng/mL)

0.39/1.14
0.05/0.14
0.05/0.14
0.05/0.14
3.13/9.11
0.39/1.14
0.05/0.14
0.20/0.57
0.05/0.14

0.05/0.14
0.05-3.13

0.39/0.97
0.05/0.12
0.05/0.12
1.56/3.88
1.56/3.88
0.05/0.12
0.20/0.49
0.05/0.12
0.05/0.12

0.05/0.12
0.05-1.56

1.56/2.66
0.39/0.66
0.20/0.33
0.05/0.08

6.25/10.63
0.10/0.17
1.56/2.66
1.56/2.66
1.56/2.66

1.56/2.66
0.05-6.25

3.13/7.03
3.13/7.03
1.56/3.51
1.56/3.51
12.50/28.11
0.78/1.76
3.13/7.03
3.13/7.03
12.50/28.11

3.13/7.03
0.78-12.50

CisMImClI TBF GSF CTZ

12.50/33.69 (o3
6.25/16.84 0.13 0.50 0.06

6.25/16.84 0.13 050 0.13
6.25/16.84 --- - 0.06

12.50/33.69 1.00 >32.00 8.00

6.25/16.84 06 025 0.50
12.50/33.69 0.03 0.50 0.50

6.25/16.84 0.03 0.25 0.50
12.50/33.69 1.00 >32.00 8.00

1.00 0.50

6.25/16.84 0.03 0.50 0.50

6.25-12.50 0.03- 0.25- 0.06 —
1.00 >32.00 8.00

*|solados multirresistentes. **Valores de CIM e CIMso dos SIMs expressos em ug/mL/nmol/mL. ***CIM

e ClMso dos antifangicos em pg/mL. A letra “n” representa o nimero de isolados fangicos analisados.
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Tabela 3. Suscetibilidade dos isolados de M. gypseum (MGY) em relagdo ao
tratamento in vitro com 11 SIMs e 3 antifungicos comerciais (terbinafina — TBF,
griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ2).

Dermatofitos
(n=12)

MGY 42
MGY 45
MGY 46
MGY 48
MGY 49
MGY 50
MGY 51
MGY 52
MGY 53
MGY 54
MGY 57
MGY 58*

CIM50

Faixa de CIM

(Mg/mL)

Dermatofitos

(n=12)

MGY 42
MGY 45
MGY 46
MGY 48
MGY 49
MGY 50
MGY 51
MGY 52
MGY 53
MGY 54
MGY 57
MGY 58*

CIMs5q

Faixa de CIM

(ng/mL)

C4MImCI

50.00/286.25
50.00/286.25

12.50/71.56
12.50/71.56
12.50/71.56
12.50/71.56
12.50/71.56
12.50/71.56

50.00/286.25
50.00/286.25

12.50/71.56
12.50/71.56

12.50/71.56

12.50-50.00

C16M|mC|

0.39/1.14
0.39/1.14
0.39/1.14
3.13/9.11
0.10/0.28
3.13/9.11
0.39/1.14
0.39/1.14
0.39/1.14
0.39/1.14
0.02/0.07
6.25/18.22

0.39/1.14

0.02-6.25

CsMImMeS

25.00/106.70
25.00/106.70

12.50/53.35
12.50/53.35
12.50/53.35
12.50/53.35
12.50/53.35
12.50/53.35

25.00/106.70
25.00/106.70

12.50/53.35
12.50/53.35

12.50/53.35

12.50-25.00

0.05/0.12
0.39/0.97
0.78/1.94
1.56/15.53
0.05/0.12
0.05/0.12
0.05/0.12
1.56/3.88
0.05/0.12
0.05/0.12
0.05/0.12
3.13/7.77

0.05/0.12

0.05-3.13

CIM Sais imidazélicos**

C/MImOcS

12.50/37.59

50.00/150.38
25.00/75.19
50.00/150.38

12.50/37.59
12.50/37.59

50.00/150.38

12.50/37.59

50.00/150.38

12.50/37.59
25.00/75.19
12.50/37.59

12.50/37.59

12.50-50.00

1.56/2.66
1.56/2.66
1.56/2.66
12.50/21.27
1.56/2.66
1.56/2.66
1.56/2.66
6.25/10.63
3.13/5.32
3.13/5.32
0.78/1.33
12.50/21.27

1.56/2.66

0.78-12.50

CoMImMeS

3.13/10.33
6.25/20.66
6.25/20.66
6.25/20.66
6.25/20.66
3.13/10.33
6.25/20.66
3.13/10.33
3.13/10.33
6.25/20.66
6.25/20.66
6.25/20.66

6.25/20.66

3.13-6.25

CIM Sais imidazolicos**

CisMImMeS C16M|mNTf2 CisMImSaC

12.50/28.11
0.78/1.76
12.50/28.11
1.56/3.51
12.50/28.11
12.50/28.11
12.50/28.11
12.50/28.11
1.56/3.51
1.56/3.51
12.50/28.11
3.13/7.03

12.50/28.11

0.78-12.50

C10M|mC|

0.20/0.75
0.39/1.51
0.78/3.02
0.78/3.02
0.39/1.51
0.39/1.51
3.13/12.07
0.78/3.02
0.39/1.51
0.39/1.51
0.39/1.51
0.39/1.51

0.39/1.51

0.20-3.12

CllemC|

6.25/15.66
3.13/7.84
3.13/7.84
0.78/1.96
3.13/7.84
3.13/7.84
3.13/7.84
1.56/3.92
3.13/7.84
1.56/3.92
3.13/7.84

12.50/31.32

3.13/7.84

(C10)2M|mC|

0.78-12.50

CIM Antifangicos***

TBF GSF CTZ

25.00/67.38 (03

25.00/67.38 0.03

6.25/16.84
6.25/16.84
6.25/16.84
6.25/16.84
6.25/16.84
6.25/16.84
6.25/16.84
6.25/16.84

0.03
0.13

0.03

0.13
0.25

0.13
0.06

0.06

12.50/33.69 0.03
12.50/33.69 2.00 >32.0016.00

1.00
1.00

1.00
2.00

1.00

2.00
2.00

1.00
2.00

1.00
1.00

1.00
0.50

1.00
1.00

1.00

1.00
1.00

0.50
1.00

0.06
1.00

6.25/16.84 (003 1.00 1.00

6.25-25.00 0.03- 1.00- 0.06 —

2.00

>32.0016.00

*|solados multirresistentes. **Valores de CIM e CIMso dos SIMs expressos em pg/mL/nmol/mL. ***CIM
e CIMso dos antifungicos em pg/mL. A letra “n” representa o nimero de isolados fungicos analisados.
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Tabela 4. Suscetibilidade dos isolados de T. mentagrophytes (TME) em relacédo ao
tratamento in vitro com 11 SIMs e 3 antifungicos comerciais (terbinafina — TBF,
griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ).

Dermatofitos

(n=12)

TME 16*
TME 18
TME 31
TME 32
TME 33
TME 34*
TME 35
TME 36
TME 38
TME 40
TME 44
TME 46

CIM50

Faixa de CIM
(ng/mL)

C4MImCI

12.50/71.56
6.25/35.78

12.50/71.56

12.50/71.56

CsMImMeS

12.50/53.35
6.25/26.67

12.50/53.35

12.50/53.35

50.00/286.25 25.00/106.70

12.50/71.56
12.50/71.56
3.13/17.89

12.50/71.56
12.50/71.56
12.50/71.56
12.50/71.56

12.50/71.56
3.13-50.00

12.50/53.35
12.50/53.35
6.25/26.67
12.50/53.35
12.50/53.35
25.00/106.70
12.50/53.35

12.50/53.35
6.25-25.00

CIM Sais imidazélicos**

C/MImOcS

50.00/150.38
1.56/4.70
6.25/18.80
50.00/150.38
0.02/0.07
25.00/75.19
25.00/75.19
50.00/150.38
25.00/75.19
25.00/75.19
25.00/75.19
12.50/37.59

25.00/75.19
0.02-50.00

CoMImMeS

3.13/10.33
0.05/0.16
3.13/10.33
3.13/10.33
6.25/20.66
3.13/10.33
3.13/10.33
0.05/0.16
3.13/10.33
0.05/0.16
3.13/10.33
0.05/0.16

3.13/10.33
0.05-6.25

C10M|mC|

12.50/48.29
0.05/0.19
0.05/0.19
0.20/0.75
0.39/1.51
12.50/48.29
12.50/48.29
0.10/0.38
12.50/48.29
12.50/48.29
12.50/48.29
0.20/0.75

12.50/48.29
0.05-12.50

(C10)2M|mC|

12.50/31.32
0.20/0.49
0.78/1.96
3.13/7.84
3.13/7.84

12.50/31.32
3.13/7.84
0.05/0.12
0.05/0.12
3.13/7.84
3.13/7.84
0.78/1.96

3.13/7.84
0.05-12.50

CIM Sais imidazolicos**

CisMImMeS  CisMIMNTf, CisMImSaC

CIM Antifungicos***

TBF GSF CTZ

Dermatofitos

(n=12)  cMImCl C1gMImClI

TME 16*

1.56/4.56 0.78/1.94 3.13/5.32 12.50/28.11

6.25/16.84 400 >32.00 16.00

TME 18 0.02/0.07 0.05/0.12 3.13/5.32 1.56/3.51  6.25/16.84 0.06 2.00 2.00
TME 31 3.13/9.11 3.13/7.77 3.13/5.32  6.25/14.06 12.50/33.69 003 050 4.00
TME 32 0.02/0.07 0.10/0.24 0.10/0.17  6.25/14.06 6.25/16.84 0.06 1.00 0.13
TME 33 0.02/0.07 0.02/0.06 1.56/2.66  6.25/14.06 25.00/67.38 0.03 0.50 2.00
Y7 1250/36.44  0.39/0.97  12.50/21.27 12.50/28.11 12.50/33.69 4.00>32.00 16.0C
TME 35 3.13/9.11 0.05/0.12 3.13/5.32  6.25/14.06 12.50/33.69 ... - 200
TME 36 0.05/0.14 0.10/0.24 0.39/0.66  0.20/0.44 6.25/16.84 - - 0.25
TME 38 1.56/4.56 0.05/0.12 3.13/5.32 156/351  6.25/16.84 503 200 2.00
TME 40 0.02/0.07 0.05/0.12 0.05/0.08  6.25/14.06 6.25/16.84 0.03 050 0.13
TME 44 0.02/0.07 0.05/0.12 3.13/5.32 0.78/1.76  6.25/16.84 ;03 050 200
TME 46 0.02/0.07 0.39/0.97  12.50/21.27 6.25/14.06 6.25/16.84 13 050 1.00
CIMso 0.02/0.07 0.05/0.12 3.13/5.32  6.25/14.06 6.25/16.84 0.03 0.50 2.00
EDELLIOYE 002-1250 0.02-3.13  0.05-12.50 0.20-12.50 6.25-25.00 0.03- 0.50- 0.13 -
(ug/mL) 4.00 >32.00 16.00

*|solados multirresistentes. **Valores de CIM e CIMso dos SIMs expressos em ug/mL/nmol/mL. ***CIM
e ClMso dos antifingicos em pg/mL. A letra “n” representa o nimero de isolados fangicos analisados.



135

Tabela 5. Suscetibilidade dos isolados de T. rubrum (TRU) em relag&o ao tratamento
in vitro com 11 SIMs e 3 antifingicos comerciais (terbinafina — TBF, griseofulvina —
GSF e cetoconazol — CTZ).

CIM Sais imidazolicos**

CsMImOcS CgMImMeS

Dermatofitos

(n=12) CsMImCI CisMIimMeS C1oMImCI (Clo)zl\/”mC'

TRU 20

12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 3.13/10.33  1.56/6.04 1.56/3.92

TRU 23 12.50/71.56 12.50/53.35 25.00/75.19 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
TRU 25* 6.25/35.78 12.50/53.35 25.00/75.19 3.13/10.33  0.39/1.51 12.50/31.32
TRU 40 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
TRU 42 12.50/71.56 12.50/53.35  3.13/9.40 0.39/1.29  6.25/24.15 0.78/1.96
LACESHIN 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59  1.56/5.17 0.39/1.51 1.56/3.92
TRU 46 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
TRU 48 12.50/71.56 12.50/53.35 25.00/75.19 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
TRU 49 6.25/35.78  6.25/26.27 12.50/37.59 3.13/10.33  0.20/0.75 1.56/3.92
TRU 50 0.20/1.12 12.50/53.35 6.25/18.80 0.39/1.29 0.20/0.75 0.39/0.98
TRU 52 12.50/71.56 12.50/53.35 6.25/18.80 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
TRU 53 1.56/8.95 12.50/53.35 6.25/18.80 3.13/10.33  0.05/0.19 12.50/31.32
CIMsg 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
UCCYOlE 0.20-12.50 6.25-12.50 3.13-25.00 0.39-3.13  0.05-6.25 0.39-12.50

(Mg/mL)

Dermatofitos

(n=12)

TRU 20

CisMIMmCI

0.05/0.14

CisMImMeS

0.05/0.12

3.13/5.32

CIM Sais imidazolicos**

CisMIMNTf, CisMImSaC

1.56/3.51

C1sMImCI

12.50/33.69 0.06 1.00 1.00

CIM Antifangicos***

TBF GSF CTZ

U'E<EM 005/0.14  0.05/0.12  3.13/532  1.56/351 6.25/16.84 0,03 1.00 1.00
UAVEE 12.50/36.44 1.56/3.88  12.50/21.27 12.50/28.11 6.25/16.84 1.00 >32.00 16.00
WA'ESE 0.05/0.14  0.05/0.12  3.13/532  1.56/351 6.25/16.84 (0§ 1.00 1.00
UA'E-E 0.05/0.14  0.02/0.06  3.13/532  3.13/7.03 6.25/16.84 (03 2.00 0.06
UAVECal 1250/36.44 1.56/3.88 12.50/21.27 1.56/3.51 12.50/33.69 0.03 4.00 16.00
UAVECE 005/0.14  0.05/0.12  3.13/532  3.13/7.03 12.50/33.69 0.03 2.00 1.00
WK 0.05/0.14  0.05/0.12  3.13/532  3.13/7.03 12.50/33.69 (.03 2.00 1.00
UK 0.39/1.14  0.10/0.24  3.13/532  1.56/3.51 6.25/16.84 (.03 1.00 0.06
UAVEYE 0.05/0.14  0.05/0.12  3.13/532  1.56/3.51 12.50/33.69 (0§ 1.00 1.00
LU 0.39/1.14 005012  3.13/532  0.78/1,76 12.50/33.69 (03 200 1.00
UYL 005/0.14  0.05/0.12  0.05/0.08  1.56/3.51 12.50/33.69 -- -- 1.00
CIMs0 0.05/0.14  0.05/0.12  3.13/5.32  156/3.51 12.50/33.69 003 1.00 1.00
SUCHEYOI 005-1250 0.02-1.56 0.05-12.50 0.78-12.50 6.25-12.50 0.03-1.00~ 0.06-—

(Mg/mL)

1.00

>32.00 16.00

*|solados multirresistentes. **Valores de CIM e CIMso dos SIMs expressos em ug/mL/nmol/mL. ***CIM

e CIMso dos antifungicos em pg/mL. A letra “n” representa o nimero de isolados fangicos analisados.
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Como j& mencionado todas as espécies dermatofiticas apresentaram
sensibilidade aos SIMs testados, sendo que a diferenca esta no fato de que alguns
compostos ocasionaram inibicdo fungica em concentracdes eminentemente baixas
(por exemplo, 0.02 e 0.05 pg/mL) e outros em concentragdes um pouco mais
elevadas (25.00 e 50.00 pg/mL). Faixas de CIM, em pg/mL, com valores mais
proeminentes foram observadas para M. canis com os SIMs C4sMImC| e C4MImOcS
(Tab. 2); para M. gypseum com C4MImCI, CsMImMeS, CsMImOcS e C1gsMImCI (Tab.
3); para T. mentagrophytes com CsMImCI, CsaMImMeS, CsMImOcS e C1sMImCI (Tab.
4) e para T. rubrum com CsMImOcS (Tab. 5). As CIM's mais altas em nmol/mL
seguiram a mesma tendéncia das CIM's mais acentuadas em pg/mL, ou seja, 0s
SIMs com os maiores valores de CIM em pg/mL sao também os que apresentaram
0s mais altos valores de CIM em nmol/mL.

Com base no supracitado e relacionando-se a estrutura das moléculas com o
potencial antidermatofitico, observa-se que os compostos com menor tamanho de
cadeia lateral (4 carbonos), para todas as espécies, e maior tamanho (18 carbonos),
para algumas espécies, foram o0s menos efetivos in vitro em termos de
concentracao-efeito antidermatofitico. Dessa forma, constata-se que a extensao da
cadeia alquilica desempenha uma funcédo importante na inibicdo dos dermatofitos,
regulando e/ou direcionando, de alguma forma, a interacdo das moléculas com as
células fungicas. Sugere-se como uma das raz0es provaveis para isso, que a
reducdo do numero de grupamentos metila em uma cadeia diminua a
lipossolubilidade molecular, dificultando uma possivel interacdo e/ou entrada nas
barreiras membranosas celulares (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014), porém
guando ha um aumento demasiado pode ocorrer a formacdo de micelas
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2014), pela proximidade entre as parcelas apolares
de um composto, no caso de cadeias alquilicas grandes, ja que os SIMs possuem
propriedades surfactantes. Alguns estudos indicam que sais imidazdlicos com
comprimento de cadeia longo sdo comparaveis aos surfactantes ibnicos tradicionais,
em termos de capacidade de micelizacdo em solucdo aquosa (DONG et al., 2008;
JUNGNICKEL et al.,, 2008). Relata-se que quanto mais longa € a cadeia de
hidrocarbonetos dos SIMs, tal como para os tensoativos convencionais, menor é a
concentracdo micelar critica, diretamente relacionada a porcao catibnica dos
compostos (JUNGNICKEL et al., 2008).
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A investigagéo da atividade antimicrobiana, verificada em outros trabalhos, de
alguns SIMs semelhantes a série dos sais pesquisados nesse estudo, corrobora
com o constatado para atividade antidermatofitica dessas moléculas, de que a acéo
contra 0s mais variados micro-organismos é dependente da extensdo da cadeia
alquilica (PERNAK; SOBASZKIEWICZ, MIRSKA, 2003). Relata-se na literatura que
a partir de 6 carbonos na cadeia lateral, as moléculas tornam-se mais ativas
biologicamente, e que a partir de 10 carbonos a atividade antimicrobiana é ainda
consideravelmente mais pronunciada (PERNAK; SOBASZKIEWICZ; MIRSKA, 2003,
RANKE et al., 2004).

Referente a CIM que inibiu totalmente o crescimento de 50% dos isolados de
Microsporum e Trichophyton e a média geométrica (MG) dessas concentracoes, que
foi utilizada inclusive para a escolha das concentragbes avaliadas nos testes de

toxicidade, os dados séo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. CIMso e média geométrica dos 11 SIMs e 3 antifungicos comerciais
(terbinafina — TBF, griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ) em relagédo as 4
espécies dermatofiticas — M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes
(TME) e T. rubrum (TRU).

Dermatofitos ClIMsg Sais imidazélicos*

(QEZS) CsMImCI CsMImMeS CsMImOcS CogMImMeS CioMImCI (C10)2MImCI

VL NUE)NN 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 12.50/41.33 1.56/6.04 3.13/7.84
VA RUVIN 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 6.25/20.66 0.39/1.51 3.13/7.84
WIAGEVIRN 12.50/71.56 12.50/53.35 25.00/75.19 3.13/10.33 12.50/48.29 3.13/7.84
GG 12 50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92

Média
PPN 12.50/71.56 12.50/53.35 14.87/44.70 5.26/17.37  2.63/10.16 2.63/6.59

Dermatofitos CIMsp Sais imidazélicos* CIMsp Antifangicos**

(n=45) CieMIMCI Ci6MImMeS  CisMIMNTf, CisMImSaC  C;gMImClI TBF GSF CTZ

MCA (n=9) 0.05/0.14 0.05/0.12 1.56/2.66 3.13/7.03  6.25/16.84 0.03 0.50
VCRUSYIN  (0.39/1.14 0.05/0.12 1.56/2.66  12.50/28.11 6.25/16.84 0.03 1.00 1.00
TME (n=12) eNepileNorg 0.05/0.12 3.13/5.32 6.25/14.06 6.25/16.84 0.03 0.50 2.00
LGS  0.05/0.14 0.05/0.12 3.13/5.32 1.56/3.51 12.50/33.69 0.03 1.00 1.00

Média
g 0.07/0.20 0.05/0.12 2.21/3.76 4.42/9.94  7.43/20.03 0.03 0.71 1.00

*Valores de CIMso dos SIMs expressos em ug/mL/nmol/mL. **CIMsp dos antifngicos em pg/mL. A
letra “n” representa o niUmero de isolados fungicos analisados.
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A faixa geral de CIMso, observada para todos os sais e relativa aos 45
dermatdofitos, foi de 0.02 a 25.00 pg/mL, com faixa de média geométrica variando
entre um minimo de 0.05 pug/mL para o CisMImMeS a um maximo de 14.87 ug/mL
para o CsaMImOcS. A média de CIMso dos antifiingicos foi de 0.03 ug/mL, 0.71 ug/mL
e 1.00 yg/mL para TBF, GSF e CTZ, respectivamente.

Com a MG foi possivel realizar-se uma analise mais geral, relacionando-se as
CIM's das 4 espécies de dermatdfitos investigadas nesse estudo. Logo, com essa
perspectiva mais abrangente de concentracdo, comparou-se a estrutura-atividade

dos SIMs, por dois critérios:

1°) SIMs com diferentes tamanhos de cadeia lateral e igual anion:

O efeito da cadeia alquilica pdde ser observado para:

a) Compostos com anion cloreto: A MG, em ug/mL, para C4sMImCI, C1o0MImCI,
(C10)2MIMCI, CisMIMCI e CisMImCI foi de 12.50, 2.63, 2.63, 0.07 e 7.43,
respectivamente. Desse modo, as moléculas mais efetivas em termos de
concentragao, que apresentaram as menores medias de CIM, foram as com 10 e 16
carbonos na cadeia, sendo que a cadeia hexadecilica foi a que apresentou atividade
antidermatofitica in vitro, na menor concentracdo, comparada com todas as demais.
O SIM (C10)2MIMCI (Fig. 25), com dois radicais decil e metila na posi¢cado 2 do anel
imidazolico catidnico, comparado com o C1oMImCI (Fig. 24), com apenas um radical
decil e metila na posicado 3 do anel imidazodlico, apresentou a mesma MG de ClMsg
de 2.63 pg/mL, porém em nmol/mL 0 (Ci0)2MImMCI tem uma CIM um pouco menor
(Tab. 6). Além disso, atendando-se para as CIMso de cada espécie, para o género
Trichophyton, por exemplo, ha “vantagem” do (Ci10)2MImCI, que consegue inibir os
isolados de TME e TRU em concentracdes um pouco menor (1.56 e 3.13 ug/mL)
que C1oMImCI (6.25 e 12.50 pg/mL). Em contrapartida, para o género Microsporum,
C10MImCI inibe os isolados de MCA e MGY em menor concentragdo, o que estabele
uma relacdo de concentracdo-efeito espécie-especifico. Por fim, o CisMImCI
comparado ao C1sMImCI necessita de uma maior concentracdo para exercer o efeito
antifangico.

b) Compostos com anion metanossulfonato: A MG, em ug/mL, para
CsMImMeS, CoMImMeS e CisMImMeS foi de 12.50, 5.26 e 0.05, respectivamente.
Da mesma forma que para os compostos com anion [Cl], as melhores médias

(menores MG) para moléculas com anion [MeS], foram verificadas para o SIM com
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cadeia lateral hexadecil. Comparando-se o CoMImMeS (Fig. 23), com cadeia lateral
constituida de uma parte ciclica (ciclohexil), com o CisMImMeS (Fig. 27), com cadeia
lateral maior e totalmente linear, constata-se que o CisMImMeS ¢é ativo contra os
dermatofitos em uma menor concentracdo, porém os dois sais diferem em nlimero
de carbonos na cadeia, logo essa € apenas uma relacdo mais superficial de dose-
efeito, visto que para uma correlacdo mais apropriada ter-se-ia necessidade de
igualdade do numero de carbonos, ou seja, um SIM com 9 carbonos na cadeia
lateral com uma parte ciclica e outro SIM com também 9 carbonos, no entanto, com

cadeia lateral reta (normal, linear).

2°) SIMs com diferentes anions e igual tamanho de cadeia lateral:

O efeito do anion pode ser observado para:

a) Compostos com cadeia lateral de 4 carbonos: A MG, em ug/mL, para
CsMImCI, CsMImMeS e CsMImOCcS foi de 12.50, 12.50 e 14.87, respectivamente.
Parcebe-se, com isso, que SIMs com &anions mais volumosos como O
octanossulfonato  exercem atividade antidermatofitica em concentracdes
discretamente mais elevadas.

b) Compostos com cadeia lateral de 16 carbonos: A MG, em ug/mL, para
C16MIMCI, CisMImMeS, CisMIMNTf, e CisMImSaC foi de 0.07, 0.05, 2.21 e 4.42,
respectivamente. Tal como para moléculas com menor numero de carbonos na
cadeia lateral, comentado acima, os SIMs com hexadecil na cadeia lateral e &nions
mais volumosos como o N-triflato e salicilato, apresentaram MG de CIMspo mais
elevada, configurando-se assim também o importante papel do &anion no
delineamento concreto da atividade antifingica dos compostos. Uma explicacéo
sugestiva para isso € a possivel desestabilizacdo eletrostatica que anions mais
volumosos poderiam ocasionar, além de certa forma, modificarem a polaridade e
geometria das moléculas, o que pode influenciar na interacdo dos compostos com
as células fungicas (OLIVIER-BOURBIGOU; MAGNA; MORVAN, 2010). O
CisMImSaC (Fig. 29), hexadecilmetilimidazolio associado ao &anion salicilato,
teoricamente ainda teria a vantagem combinada ao efeito antidermatofitico, de
amenizar o processo inflamatorio, relatado nos variados casos de dermatofitose,
uma vez gue o salicilato €, na clinica, reconhecido farmacologicamente pelas suas
propriedades anti-inflamatorias e até mesmo analgésicas e antipiréticas (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003).
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Por conseguinte, os resultados mais promissores, referentes as menores
concentracdes inibitérias, foram observados para os 2 SIMs com 16 atomos de
carbono na cadeia lateral e diferentes anions - CisMImCI (Fig. 26) e CisMImMeS
(Fig. 27). Tais compostos foram capazes de inibir os fungos em concentragbes
extremamente baixas, comparaveis as concentracdes observadas para a terbinafina
(Tab. 6) e em concentracdes mais baixas que as observadas para griseofulvina e
cetoconazol (Tab. 6). Esse mesmo perfil é verificado também para os isolados
dermatofiticos multirresistentes, para os quais as CIM's dos antiflngicos sao
elevadas e as CIM's dos compostos quimicos, especialmente do CisMImCI e
CisMImMeS sao bem menores, por exemplo, que as da GSF e do CTZ, (Tab. 2, 3, 4
e 5). Enquanto que para esses 2 SIMs as CIMso variaram de 0.02 a 0.39 pg/mL (Tab.
6), para outros compostos investigados em relacdo a atividade antidermatofitica, ja
foram observadas faixas de CIM de 2.00 — >64.00 pg/mL para derivados tiazolicos
sintéticos (OUF te al., 2013), 2.00 — 64.00 pg/mL para peptideos (SIMONETTI et al.,
2009) e 0.25 — 4.00 mg.mL™* para 6leos essenciais (KHOSRAVI, et al., 2013).

A correspondéncia dos SIMs com os antifangicos também foi avaliada
estatisticamente. As informacdes dessa andlise estatistica de comparacdo dos
compostos com a TBF, GSF e CTZ, estdo expostas na tabela 7. A partir da referida
tabela constatou-se uma correspondéncia estatistica dos SIMs com no minimo um
dos antifungicos, excetuando-se os 3 SIMs com 4 carbonos na cadeia lateral
(C4sMIMCI, CsMImMeS e C4sMImOCS), que ndo foram estatisticamente equivalentes a
nenhum dos trés antifUngicos comerciais analisados, em relagdo a nenhuma das
espécies (MCA, MGY, TME e TRU). Para especificamente T. rubrum o SIM
C1sMImCI também ndo apresentou similaridade estatistica com nenhum dos trés
antifangicos investigados. Corroborando com isso, CARSON et al. (2009), relataram
gue CsMImCI ndo apresentou atividade contra fungos e bactérias. Eles constataram
gue as acOes antifungicas e antibacterianas aumentavam com o aumento da cadeia
hidrofébica, frequentemente até um ponto de saturacao que pode ser 18 carbonos.
(CARSON et al., 2009). Uma possivel razdo para isso, como jA mencionado, pode
ter relacdo com a menor lipossolubilidade de compostos com cadeia lateral curta e
com a concentracdo micelar critica dos compostos com cadeia lateral mais longa
(LUCZAK et al., 2009).
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Tabela 7. Comparacédo estatistica dos 11 SIMs com os 3 antifungicos comerciais
(terbinafina — TBF, griseofulvina — GSF e cetoconazol — CTZ) em relacdo as 4
espécies dermatofiticas — M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes
(TME) e T. rubrum (TRU).

CIM CIM
XSSS Mediana* [25%; 75%]** ('r\:I:Gl\z() Mediana*  [25%; 75%]**
C4MImClI 12.50¢  [12.50; 50.00] C4MImClI 12509  [12.50; 31.50]
CsMImMeS 12,50  [12.50; 12.50] CsMImMeS  12.50®  [12.50; 25.00]
C4sMImOcS 12507  [12.50; 12.50] C4sMImOcS  18.75'  [12.50; 50.00]
CoMImMeS 1250  [6.25; 12.50] CoMImMeS  6.25°¢ [3.13; 6.25]
CioMImCl  1.562P:¢  [1.56;3.13] CioMImCl  0.392P:¢  [0.39;0.78]
(C10)2MImCI  3.133P.C  [1.56;3.13] (C10)2MIMCI  3.133%P.¢  [2.35:3.13]
CigMImCI  0.05%P:¢  [0.05; 0.39] CisMImCl  0.392P:¢  [0.24; 0.39]
CisMImMeS  0.052P€¢  [0.05; 0.39] CieMimMeS  0.052P¢  [0.05; 0.59]
CisMIMNTf,  1.562P:C  [0.20; 1.56] Ci16MIMNTf,  1.56P:C [1.56; 3.13]
CieMImSaC  3.13%P.¢  [1.56; 3.13] CieMImSaC  12.50°¢  [1.56; 12.50]
C1gMIMCI 6.25P [6.25; 12.50] C1sMImClI 6.25P [6.25; 12.50]
TBF 0.092 [0.03; 0.56] TBF 0.062 [0.03; 0.13]
GSF 0.50P [0.38; 16.50] GSF 1.00P [1.00; 2.00]
CTZ 0.50¢ [0.50; 1.30] CTZ 1.00¢ [1.00; 1.00]

p < 0.05%* p < 0.05%*

CIM CIM
(r:lvllg) Mediana* [25%; 75%]** (Jflg) Mediana* [25%; 75%]**
C4MImClI 12509  [12.50; 12.50] CsMImClI 12.509 [6.25; 12.50]
C:.MImMeS 12508  [12.50; 12.50] C:MimMeS  1250®  [12.50; 12.50]
C4MImOcS 25.00f [9.38; 37.50] CsMImOcS 12.50f [6.25; 18.75]
CoMImMeS  3.133Pc  [0.05; 3.13] CoMImMeS  3.13P¢ [2.35; 3.13]
CwoMImCl  12.503P:¢  [0.20; 12.50] C1oMImCI 3.910.C [0.39; 6.25]
(Cio):MImCI  3.133b:C  [0.49;3.13] (Ci)2MIMCl  1.562P€  [1.56; 1.56]
CwMImCl  0.02%P:¢  [0.02; 1.56] CiMImCI  0.05*P:¢  [0.05; 0.05]
CisMImMeS  0.053P¢  [0.05; 0.39] CisMImMeS  0.052P:¢  [0.05; 0.05]
CisMImMNTf,  3.133P.C  [1.56;3.13] CisMIMNTf,  3.130¢ [3.13; 3.13]
CisMImSaC  6.253P.C  [1.56; 6.25] CisMImSaC  1.562P¢  [1.56;3.13]
C1sMImCI 6.250:¢ [6.25; 12.50] C1sMImClI 12.509 [6.25; 12.50]
TBF 0.052 [0.03; 0.13] TBF 0.032 [0.03; 0.06]
GSF 0.75° [0.50; 2.00] GSF 1.50° [1.00; 2.00]
CTZ 2.00° [0.25; 2.00] CTZ 1.00°¢ [1.00; 1.00]

*Medianas seguidas da mesma letra ndo diferiram entre si no teste de Dunn.** O valor de 25%
representa a concentracdo (ug/mL) de 1/4 da amostra (primeiro quartil) e 75% a concentrac@o
(ug/mL) de 3/4 da amostra (terceiro quartil).***Diferenca estatistica; “n” representa 0 ndmero de
isolados fungicos analisados.
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Considerando as 4 espécies dermatofiticas na tabela 7, os SIMs que para

todos os dermatoéfitos apresentaram correspondéncia estatistica aos 3 antifingicos -

terbinafina, griseofulvina e cetoconazol,

foram (Ci0)2MIMCI, CisMIMCI e

CisMImMeS. Em uma comparacao estatistica de alguns sais com um dos principais

antifangicos de referéncia para dermatofitose, a TBF, observa-se mais visualmente,

nos graficos boxplot (Fig. 31), as semelhancas e diferencas entre os compostos e a
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Figura 31. Gréfico boxplot, com a mediana, primeiro (25%) e terceiro (75%) quartil e
minimo e maximo das CIM's de seis SIMs (CsMImCI, CioMIMCI, CisMIMCI,
C1sMIMCI, C1sMIMNTf2 e C1sMImMeS) e um antifungico (terbinafina — TBF).
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A partir do boxplot (grafico de caixa), que é utilizado para avaliar a distribui¢éo
empirica dos dados, consegue-se observar ainda mais claramente a semelhanca de
alguns SIMs com a terbinafina. Estreitando a relagdo comparativa, fica claramente
evidenciado que para M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum, o SIM
gue mais se aproxima ao comportamento de dose-efeito antidermatofitico, se
igualando estatisticamente a terbinafina, é o CisMImMeS.

Quanto a observacao do crescimento dermatofitico na microplaca do teste de
suscetibilidade, nota-se uma determinada deformacdo no desenvolvimento do
isolado de T. mentagrophytes pds-tratamento com os SIMs C1sMImCl e CisMImMeS,
0 que nao é igualmente observado para o CisMIMNTf, e 0 antifingico cetoconazol
(Fig. 32). A alteracéo fenotipica no crescimento do dermatéfito foi, de modo especial,
mais evidente para o tratamento com CisMImCI. A microplaca foi propositalmente
deixada na estufa por tempo prolongado, 10 dias a mais pOs-leitura da CIM, para
também visualmente retratar-se o potencial fungicida do CisMImMeS, demonstrado
no crescimento flngico até determinada concentracao, com posterior inibicao total e
permanente da espécie multirresistente analisada (Fig. 32).

(m‘bo &r +9
f r\ v Cetoconazol
~ :‘}‘ - : ‘g" ; . Y 3 ')' ~

} o

} C15M| mcCl

Controle sem tratamento  Alteragdo fenotipica no
crescimento

Figura 32. Imagem de uma microplaca do teste de suscetibilidade, ap6s 14 dias de
incubacéo a 30 °C, com o dermatofito Trichophyton mentagrophytes (TME 16%*), pos-
tratamento com os SIMs - CieMImMeS, CisMIMNTf, e CisMIMCI e antifingico
cetoconazol.
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Corroborando com o controle de qualidade dos testes de suscetibilidade
supracitados, as CIM's das cepas-referéncia de Candida estavam de acordo com o
preconizado na CLSI (M27-A3, 2008 e M27-S4, 2012), para o cetoconazol, conforme
dados apresentados na tabela 8, sendo que a CIM das 3 espécies de Candida foi de
0.03 pg/mL para esse antifungico. Os SIMs também apresentaram atividade
antileveduriforme, como demonstrado na tabela 8, com faixa geral de CIM de 0.20 —
3.13 yg/mL. Com isso, evidencia-se que o espectro de acédo dos SIMs nao se limita
apenas aos dermatofitos, mas também as leveduras, com potencial antifingico que
além de fortemente efetivo, pelas baixas concentracdes, é consideravelmente
amplo. A acédo contra espécies do género Candida, ja foi relatada para o C1sMImCI
(SCHREKKER et al., 2013; BERGAMO et al., 2014).

Tabela 8. CIM dos 11 SIMs e antifungico cetoconazol (CTZ) em relacdo a cepas
leveduriformes-referéncia: Candida albicans (CA) ATCC 18804, ATCC 24433 e
Candida tropicalis (CT) ATCC 750.

CIM Sais imidazolicos*

Leveduras

(QES)) C/sMImClI CsMImMeS CsMImOcS CoMImMeS Ci;oMImCI (C10)2MImCI

CAATCC 18804 IMECTYISHCTS 1.56/6.67 1.56/4.70 3.13/10.33  1.56/6.04 1.56/3.92
CAATCC 24433  IMCTVISRCTS 1.56/6.67 1.56/4.70 1.56/5.17 1.56/6.04 3.13/7.83
CT ATCC 750 1.56/8.95 1.56/6.67 1.56/4.70 1.56/5.17 1.56/6.04 3.13/7.83

Leveduras CIM Sais imidazélicos* CIM Antifangico**

(n=3) CieMIMCl  CigMImMeS CysMIMNTf, CiMImSaC  CisMImC CTZ

SaRNIGCRC N  0.39/1.14 0.20/0.49 0.78/1.33 0.20/0.44 3.13/8.42
CAATCC 24433 IURCIeTN M P! 0.20/0.49 0.78/1.33 0.20/0.44 3.13/8.42 0.03
CT ATCC 750 0.39/1.14 0.20/0.49 0.78/1.33 0.20/0.44 3.13/8.42 0.03

*Valores de CIM dos SIMs expressos em pg/mL/nmol/mL. **CIM do antifingico em ug/mL. A letra “n”
representa o nimero de isolados fungicos analisados.

Para finalizar as determinacfes da CIM, a suscetibilidade de 8 isolados
dermatofiticos foi definida também em CSD, conforme tabela 9. Os valores de CIM,
em CSD, de toda a série de SIMs e do cetoconazol, foram 0os mesmos que 0sS
estabelecidos em meio RPMI 1640 (contendo L-glutamina, sem bicarbonato de
sodio, tamponado a pH 7.0 com MOPS 0.165 mol.LY), que é o meio de cultura
preconizado pela CLSI (M38-A2, 2008). Desse modo, a priori, ndo ha uma
interferéncia direta do meio de cultura nos valores de CIM, por uma possivel

interacdo dos compostos quimicos com o0 meio, porém evidentemente, analises
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outras, mais aprofundadas e especificas, futuramente deverédo ser executadas para
uma confirmagdo concreta disso. Esse teste apenas constitui-se em uma
investigacdo prévia do comportamento dos SIMs em diferentes condi¢gbes

experimentais.

Tabela 9. Suscetibilidade dos isolados de M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T.
mentagrophytes (TME) e T. rubrum (TRU) em relagc&o ao tratamento in vitro com 11
SIMs e 1 antifungico comercial (cetoconazol — CTZ) em Caldo Sabouraud Dextrose
(CSD).

CIM Sais imidazdélicos**

CsMImOcS CoMImMeS

Dermatofitos

) C:MImCl  C,MImMeS C1oMImClI (C10)2MIMCI

MCA 01

12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 6.25/20.66  1.56/6.04 3.13/7.84

MCA 29 12.50/71.56  3.13/13.34  12.50/37.59 6.25/20.66 1.56/6.04 1.56/3.92
MGY 42 50.00/286.25 25.00/106.70 12.50/37.59  3.13/10.33  0.20/0.75 6.25/15.66
MGY 45 50.00/286.25 25.00/106.70 50.00/150.38 6.25/20.66  0.39/1.51 3.13/7.84
TME 16* 12.50/71.56 12.50/53.35 50.00/150.38 3.13/10.33 12.50/48.29 12.50/31.32
TME 18 6.25/35.78 6.25/26.67 1.56/4.70 0.05/0.16 0.05/0.19 0.20/0.49
TRU 20 12.50/71.56 12.50/53.35 12.50/37.59 3.13/10.33  1.56/6.04 1.56/3.92
TRU 23 12.50/71.56 12.50/53.35 25.00/75.19 3.13/10.33 6.25/24.15 1.56/3.92
UCLOly 6.25-50.00 3.13-25.00 1.56-50.00 0.05-6.25 0.05-12.50 0.20-12.50

(ng/mL)
CIM Sais imidazolicos**

CisMImMeS C16M|mNTf2 CisMImSaC

CIM Antifungicos***

CTz

Dermatofitos

(n=8) C1sMImClI C1gMImClI

MCA 01

0.39/1.14 0.39/0.97 1.56/2.66 3.13/7.03 12.50/33.69

0.50
MCA 29 0.05/0.14 0.05/0.12 0.39/0.66 3.13/7.03  6.25/16.84 0.06
MGY 42 0.39/1.14 0.05/0.12 1.56/2.66  12.50/28.11 25.00/67.38 1.00
MGY 45 0.39/1.14 0.39/0.97 1.56/2.66 0.78/1.76  25.00/67.38 0.50
TME 16* 1.56/4.56 0.78/1.94 3.13/5.32  12.50/28.11 6.25/16.84 16.00
TME 18 0.02/0.07 0.05/0.12 3.13/5.32 1.56/3.51 6.25/16.84 2.00
TRU 20 0.05/0.14 0.05/0.12 3.13/5.32 1.56/3.51 12.50/33.69 1.00
TRU 23 0.05/0.14 0.05/0.12 3.13/5.32 1.56/3.51  6.25/16.84 1.00

EPCLENCIVE 0.02-1.56 0.05-0.78 0.39-3.13 0.78-12.50 6.25-25.00 0.06-16.00

(Mg/mL)

*Isolado multirresistente. **Valores de CIM dos SIMs expressos em upg/mL/nmol/mL. ***CIM do

antifingico em pg/mL. A letra “n” representa o nimero de isolados fangicos analisados.

No que refere-se as CFM's, apenas dois SIMs foram fungicidas (C1sMImCI e

CisMImMeS), sendo que os valores das CFM's dos mesmos e da terbinafina,

antifangico sabidamente fungicida para os dermatoéfitos, estdo indicados na tabela

10 para o género Microsporum e tabela 11 para Trichophyton. Os demais SIMs
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(CsaMImCI, CsMImMeS, CsMImOcS, CoMImMeS, CioMImCI, (Cio0)2MImCI,
C16MIMNTf,, CisMImSaC e CisMImCIl) e antifingicos (GSF e CTZ) foram
fungistaticos, nas concentracdes testadas (CIM, 2xCIM e 4xCIM), apenas impedindo

o crescimento dermatofitico, mas ndo matando de fato as espécies.

Tabela 10. Concentragdo fungicida minima (CFM), em pg/mL, dos SIMs C1sMImCl e
CisMImMeS e antifungico terbinafina em relacdo aos dermatofitos do género
Microsporum.

Dermatofitos C16MImCI CisMImMeS Terbinafina
MCA 01 1.56 (4xCIM) 1.56 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MCA 29 0.20 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.13 (CIM)
MCA 32 Fungistatico 0.20 (4xCIM) 0.13 (CIM)
MCA 33 0.20 (4xCIM) 6.25 (4xCIM)
MCA 36* Fungistatico 6.25 (4xCIM) Fungistatico
MCA W3 1.56 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.06 (CIM)
MCA 38 0.20 (4xCIM) 0.80 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MCA 39 0.80 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MCA 40* Fungistatico 0.20 (4xCIM Fungistatico
MGY 42 1.56 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MGY 45 1.56 (4xCIM) 1.56 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MGY 46 1.56 (4xCIM) 3.13 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MGY 48 6.25 (4xCIM) 6.25 (4xCIM) 0.13 (CIM)
MGY 49 Fungistatico 0.20 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MGY 50 12.50 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.13 (CIM)
MGY 51 1.56 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.25 (CIM)
MGY 52 1.56 (4xCIM) 6.25 (4xCIM) 0.13 (CIM)
MGY 53 1.56 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.06 (CIM)
MGY 54 1.56 (4xCIM) 0.20 (4xCIM) 0.06 (CIM)
MGY 57 Fungistatico 0.20 (4xCIM) 0.03 (CIM)
MGY 58* Fungistatico 12.50 (4xCIM) Fungistatico

*|solados dermatofiticos multirresistentes.

Para os isolados clinicos de M. canis, C1sMImCI néo foi fungicida para apenas
3 isolados (1 sensivel e 2 multirresistentes), sendo fungicida para os demais em
concentracfes correspondentes a 4xCIM (Tab. 10). Ainda em relacdo a MCA,
CisMImMeS foi fungicida para todos os isolados, em concentracdes 4 vezes mais
elevadas que a CIM e a terbinafina, também fungicida para todos na prépria
concentragdo inibitéria minima, com excecdo dos multirresistentes. Para M.
gypseum, observa-se o mesmo perfil fungicida/fungistatico dos SIMs e TBF,

mencionado para M. canis (Tab. 10).
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Tabela 11. Concentragéo fungicida minima (CFM), em pg/mL, dos SIMs C1sMImCl e
CisMImMeS e antifungico terbinafina em relagdo aos dermatoéfitos do género

Trichophyton.

Dermatoéfitos

C16M|mC|

CisMImMeS

Terbinafina

T. mentagrophytes

TME 16*
TME 18
TME 31
TME 32
TME 33
TME 34*
TME 35
TME 36
TME 38
TME 40
TME 44
TME 46
T. rubrum
TRU 20
TRU 23
TRU 25*
TRU 40
TRU 42
TRU 43*
TRU 46
TRU 48
TRU 49
TRU 50
TRU 52
TRU 53

Fungistatico
0.08 (4xCIM)
12.50 (4xCIM)
0.08 (4xCIM)
0.08 (4xCIM)

Fungistatico
12.50 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
6.25 (4xCIM)
0.08 (4xCIM)
0.08 (4xCIM)

Fungistatico

0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
Fungistatico
0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
Fungistatico
Fungistatico
0.20 (4xCIM)
Fungistatico
0.20 (4xCIM)
Fungistatico
0.20 (4xCIM)

3.13 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)

12.50 (4xCIM)

0.40 (4xCIM)
0.08 (4xCIM)
1.56 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.40 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
1.56 (4xCIM)

0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
6.25 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.08 (4xCIM)
6.25 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.40 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)
0.20 (4xCIM)

Fungistético
0.06 (CIM)
0.03 (CIM)
0.06 (CIM)
0.03 (CIM)
Fungistatico

0.03 (CIM)
0.03 (CIM)
0.03 (CIM)
0.13 (CIM)

0.06 (CIM)
0.03 (CIM)
Fungistatico
0.06 (CIM)
0.03 (CIM)
0.03 (CIM)
0.03 (CIM)
0.03 (CIM)
0.03 (CIM)
0.06 (CIM)
0.03 (CIM)

*|solados dermatofiticos multirresistentes.

Referente aos isolados de Trichophyton, dados semelhantes a Microsporum

foram constatados. C1sMImCI foi fungicida para a maioria dos isolados, em 4xCIM,

excetuando-se alguns isolados sensiveis e multirresistentes (TME 16*, TME 34*,
TME 46*, TRU 25* TRU 43* TRU 46, TRU 49 e TRU 52), os quais teve acao

fungistatica, apenas impedindo o crescimento das espécies (Tab. 11). CisMImMeS

foi fungicida para absolutamente todos os isolados tricofiticos, sempre em

concentragcfes 4 vezes mais altas que a CIM e por fim, TBF apenas ndo exerceu
efeito fungicida contra 3 isolados multirresistentes (TME 16*, TME 34* e TRU 25%;

Tab. 11).

Relacionando-se os dados das tabelas 10 e 11 supracitados, o efeito

fungicida dos SIMs CisMImCI, CisMImMeS e antifingico TBF foi quantitativamente
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demonstrado, em percentagem, em fungcédo da amplitude de acao sobre os isolados
e correlacionado com a CIMsp, como exposto na figura 33.

= c Mimcl
El C MimMeS
CTerF

/

AT T
0.35 0.40

(%) de efeito fungicida ClMso (ug.mL?)

Figura 33. Relacdo do efeito fungicida (a) e da CIMsg (b) dos SIMs — C1sMImCI,
CisMImMes e antifungico terbinafina (TBF).

Pela andlise dos graficos da figura acima, observa-se referente ao efeito
fungicida um mesmo padrao para MCA, MGY, TME e TRU. Ha uma prevaléncia de
alta percentagem de acao fungicida particularmente para o CisMImMes, levando a
morte 100% das espécies dermatofiticas analisadas, em uma concentracdo de
4xClIMsp (0.20 pg/mL), para as 4 espécies, que € uma concentragdo extremamente
baixa. O composto C1sMIMCI foi fungicida para aproximadamente 80% dos isolados
de MCA, MGY e TME e para aproximadamente 60% dos isolados de TRU, em uma
faixa de 4xCIMso de 0.08 a 1.60 pyg/mL. Para TBF o efeito fungicida minimo foi sobre
76% dos isolados, no caso de M. canis, e maximo sobre 92% dos mesmos, no caso
de M. gypseum e T. rubrum, com CIMsp, que corresponde a CFMso no caso, de 0.03

Mg/mL, para todas as espécies, também uma concentracéo baixissima.
5.1.2. Andlise do efeito sobre a micromorfologia dermatofitica

5.1.2.1. Microscopia 6tica (MO)

Quanto a avaliacdo estrutural da micromorfologia dos dermatofitos pos-
tratamento, em concentracfes sub-inibitérias (CIM/2), com especificamente 3 SIMs
(C1sMIMCI, C1sMImMeS e C1sMIMNTf,), as imagens das laminas examinadas, em

duplicata, por microscopia 6tica, constam na figura 34.
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Figura 34. Imagens da micromorfologia de T. mentagrophytes (TME 16*) pos-
tratamento in vitro com 3 SIMs, em concentragdes sub-inibitorias; (a, b) — controle
sem tratamento, (c, d) — C1sMImCI, (e, f) — CisMImMeS e (g, h) — C1sMIMNTf>.
Pdde-se observar para o isolado multirresistente de T. mentagrophytes (TME
16*), no controle sem tratamento (Fig. 34 a, b) um campo visual repleto de hifas,
com crescimento abundante, que estdo relativamente integras e com aspecto
normal, tipicas da espécie. Pds-incubacao in vitro com CieMImCI, constatou-se a
presenca de numerosos clamidoconidios (Fig. 34 c, d; evidenciados pela seta),
intercalares nas hifas, que tém funcédo de resisténcia, semelhante a dos esporos
bacterianos, formando-se quando ha condicbes mais adversas e de evidente risco
ao desenvolvimento fungico. Ainda para C1sMImCI percebe-se também um efeito de
ressecamento das hifas (Fig. 34 d; evidenciado pela seta). Para CisMImMeS,
verificou-se uma area visual bem mais limpa (Fig. 34 e, f) que o controle sem
tratamento, com sinais de morte celular (Fig. 34 e, evidenciado pela seta) e com
raras formas hifais pequenas, deformadas e com aspecto desidratado/enrugado
(Fig. 34 f, evidenciadas pela seta). Em relacdo ao CisMIMNTf, as aparentes
diferencas (Fig. 34 g, h) comparadas com o controle sem tratamento (Fig. 34 a, b)
nado foram tdo evidentes como no caso dos outros dois SIMs analisados, notando-se
alguns clamidoconidios (Fig. 34 g, evidenciados pela seta) e um aglomerado de
hifas apenas um pouco menos intenso (Fig. 34 h) que o observado para T.
mentagrophytes sem tratamento (Fig. 34 b). Dalla Lana (2014) analisou o efeito

sobre a micromorfogia, também de um isolado multirresistente de TME, do
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tratamento combinado in vitro, de terbinafina (2.00 ug/mL) com griseofulvina (32.00
ug/mL), constatando para essa associacdo semelhantes alteracbes na
micromorfologia da espécie, em comparacdo com o controle ndo tratado, e a

ocorréncia, tal como na figura 34 observado, de numerosos clamidoconidios.
5.1.2.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Com relacdo ao MEV, as evidentes diferencas em T. mentagrophytes pés-
tratamento com os SIMs C1sMIMCI, CisMImMeS e C1eMIMNTf, séo apresentadas na
figura 35. No controle nado tratado (Fig. 35 a, b) evidencia-se um conjunto de hifas
integras reunidas de modo compacto, denso e firme, sem alteracbes
micromorfologicas perceptiveis. Para CisMImCI, observa-se desagregacdo do
sistema de hifas da espécie (Fig. 35 c) e desidratacdo do aglomerado hifal (Fig. 35
d). Tendo em consideracdo as alteracdes ocasionadas por CieMIMCI, constata-se
modifica¢cdes na morfologia semelhantes por CisMImMeS (Fig. 35 e, f), porém com
maior intensidade de dano, quando compara-se com o controle sem tratamento (Fig.
35 a, b). Com CisMImMeS ocorre forte fragmentacdo (Fig. 35 e) e acentuado
ressecamento do agregado de hifas de TME 16* (Fig. 35 f). Dessa forma, sugere-se
especialmente para os SIMs CieMImClI e CisMImMeS um estresse osmatico
ocasionado em TME (Fig. 35 d, f, respectivamente), j& que em um meio na presenca
de sal (solucdo aquosa com os SIMs), € possivel que as células, de uma maneira
em geral, percam agua para a solucdo e reduzam seu volume, assumindo um
aspecto mais ressecado, caso ndao haja uma resposta fungica osmoadaptativa
(SOLOMON; BERG; MARTIN, 2002; DURAN; CARY; CALVO, 2010). Em
comparacdo com CisMImClI e CisMImMeS o arranjo e a forma das hifas
dermatofiticas, pos-tratamento com CieMIMNTf2, foram notoriamente mais
conservados, com a visualizacdo até mesmo de hifas integras (Fig. 35 g, h), o que
certifica a possibilidade de C1sMIMNTf2 ocasionar um dano micromorfolégico mais
ameno e superficial em T. mentagrophytes. Fazendo-se uma relacdo com a
estrutura dos 3 SIMs, o anion bis(trifluorometilsulfonillamida, presente em

C16MIMNTf2, € mais volumoso, comparado aos anions cloreto e mesilato.
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Figura 35. Imagens da microscopia eletrénica de varredura de T. mentagrophytes
(TME 16*) p6s-tratamento in vitro com 3 SIMs, em concentragdes sub-inibitorias; (a,
b) — controle sem tratamento, (c, d) — CisMImCI, (e, f) — CisMImMeS e (g, h) —
C16MIMNTfa.
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Barlian et al. (2011) relataram alteracdbes micromorfolégicas em T.
mentagrophytes, constatadas também por MEV, semelhantes as observadas com os
SIMs, porém com um liofilizado da secrecdo da glandula granular de Duttaphrynus
melanostictus. Os autores observaram enrugamento das hifas de TME, bem como o
surgimento de poros nas superficies tubulares. Além disso, modificacbes na
superficie celular de T. mentagrophytes, com formacao de sulcos e vesiculas, “hifas
franzidas” e dissolucdo da parede celular, foram descritas como consequéncia de
um tratamento combinado in vitro com 6leos essenciais (timol 0.2% e O6leo de
melaleuca 1.6%), sais (cloreto de sodio a 10%) e aquecimento da suspensao
(INOUYE et al., 2007). Os autores ressaltam que a adicdo de sal potencializou a
acao fungicida da combinacao, que pode ser utilizada como um “escalda-pés” para
0s casos de tinea pedis (INOUYE et al., 2007). Yamaguchi et al. (2009) publicaram o
efeito do canfeno sintético tiossemicarbazida sobre a morfologia de TME, isolado de
onicomicose dermatofitica, referindo-se efeitos danosos as hifas da espécie, com
fragilizacdo da parede celular, analisados nas imagens de MEV, a partir de uma
concentracdo de 55 nmol/mL (umol.L?) do composto. Ci6MIMCI e CisMImMeS, os
dois SIMs que tiveram uma acdo mais consideravel na micromorfologia do
Trichophyton, provocaram alteracbes nas hifas do isolado multirresistente, na

concentragéo de 2.28 nmol/mL e 0.97 nmol/mL, respectivamente.

5.1.3. Andlise do dano celular dermatofitico

Em conformidade com o prejuizo micromorfolégico supracitado, ocasionado
nos dermatofitos, por CisMImCI, CisMImMeS e CisMIMNTf,, 0o dano celular total
também foi elevado, sendo que as percentagens de dano sdo apresentadas nos
graficos da figura 36. Para CTZ, todas as percentagens de dano foram maiores que
80%, 0 que esta de acordo com os parametros estabelecidos pela CLSI (M38-A2,
2008), a qual preconiza como CIM para esse antifungico, uma reducdo no
crescimento dos dermatofitos de no minimo 80% (turbidez de 80% ou mais). Para
C16MImCI, observou-se um dano celular minimo de 60% para um isolado de M.

canis, e para os demais um dano minimo de 80%.
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Figura 36. Representacado grafica do dano celular dos isolados multirresistentes das
4 espécies dermatofiticas — M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes
(TME) e T. rubrum (TRU), expresso em percentagem, pés-tratamento com os SIMs
C16MImCI, CisMImMeS, C1sMIMNTf, e cetoconazol (CTZ). Barras com a mesma letra
séo estatisticamente equivalentes.
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Com CisMImMeS constatou-se as mais elevadas DC%, com um minimo de
80% para M. canis e um maximo de aproximadamente 87% para T. rubrum (valor
inclusive maior que o encontrado para CTZ), o que é um dado importante visto que
T. rubrum é um dos agentes etioldgicos mais comumente isolado dos casos de
dermatofitose. Em contrapartida, CieMIMNTf. foi o SIM, comparado aos sais com
anion cloreto e metanossulfonato, que apresentou as mais baixas percentagens de
dano, com uma DC% minima de cerca de 60% para M. canis e maxima de cerca de
70% para T. rubrum. Percebeu-se que, em geral, os isolados do género
Trichophyton foram os mais sensiveis aos SIMs avaliados. Quanto a andlise
estatistica, apenas as percentagens de dano do C1sMIMNTf, foram estatisticamente
inferiores as do CTZ. Os dois outros compostos imidazélicos - CisMImCl e
CisMImMeS, ocasionaram danos aos sete isolados dermatofiticos que foram
equivalentes, de modo estatistico, ao antifungico imidazdlico, utilizado como
substancia referéncia. Dalla Lana (2014) analisou o efeito da associacao sinérgica
da terbinafina e griseofulvina sobre o dano celular desses mesmos isolados de
dermatofitos multirresistentes, observando como resultado da combinacdo de
antifangicos um DC% maximo em torno de 94% para um isolado de T.
mentagrophytes (TME 16*), com a TBF na concentracdo de 2.00 yg/mL e GSF 32.00
ug/mL. Desse modo, percebe-se o potencial do CisMImMeS, visto que 0 mesmo
ocasionou um dano em TME 16* de praticamente 82%, na concentracdo de 0.78

ug/mL, ndo estando, sinérgica ou aditivamente, vinculado a nenhum outro composto.

5.1.4. Determinacdo das curvas de morte

No que se refere a cinética de acao fungicida do composto CisMImMeS, as
curvas que correlacionam o numero de colonias dos isolados dermatofiticos
multirresistentes em funcdo do tempo, com o SIM em diferentes concentracdes, sédo
apresentadas na figura 37.

Observa-se para o controle sem tratamento do referido teste de tempo de
morte fungica, do inglés “time kill assay”, que h4 um aumento progressivo, com 0
passar do tempo, do numero de coldénias das 4 espécies dermatofiticas

multirresistentes analisadas (M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum).



155

log10 UFC.mL™*

logio UFC.mL*

50

Controle Controle
4 0 S
""" SEEET © A - -1
P s LS S a 3 . 313pgmlt
g ______ $ _______ 1.56 pg.mL1 e - S *f
R P fro T g .
3.13 ug.mLil ---------- 6.25 pg.mLt
1 .
6.25 pg.mL? 12.50 pg.mL?
0 -
4 Controle 0 Controle e
|| G e SR ?l o 039ugmlt ¢g g e By
_ a. B | 5 -

N PP * S S e 1L

L 0.78 pg.mL* ; -------- .3.13 yg.mL %
¢
1 _
o 1.56 pg.mL? N ~ ~ N 6.25 pg.mL? n

T T T T T T T T T v T v T T T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 37. Curvas de morte de 4 dermatéfitos multirresistentes — M. canis (MCA 36%),
M. gypseum (MGY 58%), T. mentagrophytes (TME 34*) e T. rubrum (TRU 25%)
baseadas na acgdo fungicida do CisMImMeS, em trés diferentes concentragdes
correspondentes a CIM, 2xCIM e 4xCIM para cada isolado fungico, comparado ao
controle sem tratamento.

Diferentemente do controle ndo tratado, para o SIM com 16 carbonos na
cadeia lateral e &nion metanossulfonato — CisMImMeS, verifica-se uma diminuig&o
gradual e periédica, no transcorrer das horas, do nimero de UFC.mL?, nas
concentragcfes correspondentes a CIM e 2xCIM e total auséncia de crescimento
fungico na concentracdo de 4xCIM, especifica para cada isolado — 6.25 ug/mL e
12.50 pg/mL para as espécies de Microsporum e 1.56 ug/mL e 6.25 pg/mL para as
espécies de Trichophyton. Concentracdes quatro vezes mais elevadas que o valor

da CIM parecem ser um limiar para acdo fungicida do CisMImMeS, visto que o
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considerado no time kill corrobora com a determinacédo da CFM, em que para esse
SIM 4xCIM foi a concentracdo fungicida para absolutamente todos os dermatéfitos.

Em relacdo ao tempo, apds 1 hora de incubacdo do CisMImMeS com os
indculos fungicos ja se observou uma diminuicdo considerdvel no numero de
colonias, nas duas menores concentragbes do composto, em comparagdo com 0O
controle. Nesse mesmo tempo j4 € possivel a visualizacdo do efeito fortemente
fungicida do SIM, na maior concentracdo — 4xCIM, ja que nao h& crescimento
fungico visivel nas placas com ABD. A efetiva acao fungicida foi permamente nas 48
h de avaliacdo (Fig. 37), como demonstrado nas imagens das placas de petri,
utilizadas na contagem de colonias no ensaio, nas figuras 38 e 39, em relacdo ao
tempo inicial de 1 hora e tempo final de 48 horas de anadlise, respectivamente.

Efeito fungicida do C;sMImMeS

£
Controle sem MGY 58
tratamento

: MCA 36*
Controle sem
tratamento

‘ \
fe® .
5 B Nekdd
b .9 P
3.13 pg.mL ' S
(2xcIM)

12.50 pg.mL"
(4xCIM

(2xCIm)

Figura 38. Imagens das placas de petri, na diluicdo 1072, utilizadas para contagem
de colbnias, na determinacdo das curvas de morte de M. canis (MCA 36*), M.
gypseum (MGY 58%*), T. mentagrophytes (TME 34*) e T. rubrum (TRU 43%), pés-
tratamento in vitro com CisMImMeS, no tempo inicial de 1 hora.
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Efeito fungicida do CisMImMeS
MGY 58%*

3.13 pg.mL’
ﬁ (cim)

0.‘
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-
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Controle sem TME 3 0.39 pg.mL’| Controle sem S—
tratamento T tratamento %

6.25 pg.'l

(4xCIM) (2xCIM)

1.56 pg.mL"
(4xCIM)

(2xCIM)
Figura 39. Imagens das placas de petri, na diluicdo 102, utilizadas para contagem
de col6nias, na determinacdo das curvas de morte de M. canis (MCA 36*), M.
gypseum (MGY 58%*), T. mentagrophytes (TME 34*) e T. rubrum (TRU 43%), pés-
tratamento in vitro com CieMImMeS, no tempo final de 48 horas.

Nas duas figuras (38 e 39) fica claramente visivel a diminuicdo gradual do
crescimento dermatofitico com o CisMImMeS na CIM e 2xCIM, comparado ao
controle sem tratamento, que tem a placa repleta de micélio. Na concentracéo
4xCIM, ndo ha crescimento de colbnias para nenhum dos isolados de M. canis, M.
gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum.

Na literatura ha alguns estudos da cinética de outros compostos com acao
fungicida contra dermatofitos (HAMMER; CARSON; RILEY, 2002; MCCARTHY et
al., 2009; SIMONETTI et al., 2014). Em 2002, a atividade fungicida in vitro do 6leo
de Melaleuca alternifolia foi avaliada em relacdo a T. mentagrophytes e T. rubrum.
Os experimentos de time kill demonstraram que, em concentragfes que variaram de
0.25 a 2.00%, o Oleo da espécie vegetal pertencente a familia Myrtaceae apresentou
efeito fungicida apés 24 h de contato com os dermatdéfitos (HAMMER; CARSON;
RILEY, 2002). Em 2009, averiguou-se o potencial fungicida, por time kill assay, de
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uma emulsdo contendo cloreto de cetilpiridinio, que € um composto quaternario de
aménio catidnico, com estrutura quimica semelhante a um dos SIMs investigados
nesse estudo - o CisMIMCI, porém com apenas 1 nitrogénio no anel imidazélico
catibnico (MCCARTHY et al., 2009). Em 2 horas essa emulséo, na concentracao
4xCIM (16.00 pg/mL), foi capaz de reduzir significativamente o nimero de colbnias
de T. rubrum, sendo que nenhum dos controles antifungicos utilizados no ensaio, em
concentracbes 16 vezes superiores a CIM, como itraconazol (16.00 pg/mL) e
terbinafina (4.00 pg/mL), ao longo de 24 horas de andlise, reduziram
significativamente o crescimento da espécie fungica, com excecdo de ciclopirox
(16.00 pg/mL), que comecou a exercer seu efeito fungicida em 8 horas
(MCCARTHY et al., 2009). No presente trabalho n&o se determinou o tempo de acao
fungicida do CisMIMCl porque esse sal ndo apresentou essa acao, nas
concentragdes testadas (CIM, 2xCIM e 4xCIM) contra os isolados multirresistentes,
porém comparando-se a emulséo de cloreto de cetilpiridinio com o CisMImMeS, em
relacdo a T. rubrum, por exemplo, o SIM iniciou sua acéo fungicida na metade do
tempo (1 h, Fig. 37) relatado para a emulsdo (2 h), em uma concentracéo
praticamente 3 vezes menor (6.25 pg/mL, Fig. 37), sendo nesse caso mais efetivo
como fungicida, em termos de concentracdo-tempo de morte.

Em 2014, determinaram-se as curvas de morte de MCA, TME e TRU, apos
incubacdo das respectivas espécies dermatofiticas com um peptideo analogo
sintético da protegrina denominado IB-367 (SIMONETTI et al., 2014). Constatou-se
gue o composto na concentracdo correspondente a CIM (8.00 pg/mL para
Microsporum e 16.00 ug/mL para Trichophyton) comecou a exercer acéo fungicida a
partir de 2 horas para MCA e TME, mas néo foi capaz de diminuir consideravelmente
o numero de colbnias viaveis (= 99.99%) de T. rubrum, nas primeiras 24 horas de
analise do teste, porém comecou a apresentar-se fungicida para essa espécie
tricofitica em concentracfes 2 vezes superiores a CIM e apos 24 h. Terbinafina e
itraconazol, utilizados como controle positivo, comecaram a reduzir
significativamente o numero de colbnias a partir de 2 h, em faixas de concentracéo
de 0.25 a 1.00 pyg/mL (SIMONETTI et al., 2014).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Quatern%C3%A1rio_de_am%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Quatern%C3%A1rio_de_am%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%8Don

5.2. Avaliagdo dos mecanismos de agéo

5.2.1. Andlise do efeito sobre a biossintese do ergosterol
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Os dados relativos a quantificacdo do ergosterol da membrana celular dos

sete dermatofitos multirresistentes, em relacédo aos 3 SIMs e CTZ séo apresentados

na tabela 12.

Tabela 12. Efeito sobre a biossintese do ergosterol

fungico de

isolados

dermatofiticos multirresistentes, poés-tratamento in vitro com os SIMs CisMImCI,
CisMImMeS, C1sMImNTf, e antifingico cetoconazol (CTZ).

Dermatofitos
multirresistentes

Sais imidazélicos
(CIM)*=*

Agente antifungico
(CIM)*=*

C16M|mC|

CisMImMeS

CisMIm Nsz

CTz

Controle
sem
tratamento

MCA 36*

0.169 £0.002 (69)

0.162 £0.003 (70)

0.320 +0.008 (41)

0.101 +0.003 (82)

0.546 +0.003

MCA 40*

0.132 £0.009 (76)

0.203 £0.002 (63)

0.359 +0.005 (35)

0.103 £0.004 (81)

0.554 +0.004

MGY 58*

0.176 £0.006 (65)

0.170 £0.002 (66)

0.301 £0.004 (40)

0.102 £0.003 (80)

0.504 +0.006

TME 16*

0.146 +0.005 (72)

0.204 +0.007 (60)

0.322 +0.001 (38)

0.108 +0.001 (79)

0.516 +0.034

TME 34*

0.180 +0.004 (66)

0.185 +0.006 (65)

0.375 +0.011 (30)

0.110 +0.007 (79)

0.533 +0.006

TRU 25*

0.184 +0.006 (64)

0.199 +0.015 (61)

0.361 +0.004 (29)

0.109 +0.002 (79)

0.508 +0.003

TRU 43*

0.182 +0.004 (68)

0.240 +0.004 (68)

0.357 +0.004 (38)

0.126 +0.007 (78)

0.576 +0.004

Média aritmética

0.167 +0.005 (69)

0.195 +0.006 (64)

0.342 +0.005 (36)

0.108 +0.004 (80)

0.534 +0.008

Dermatoéfitos
multirresistentes

Sais imidazélicos
(CIM/2)**

Agente antifungico
(CIM/2)**

C15M|mC|

CleMImMeS

C16Mlm Nsz

CTz

Controle
sem
tratamento

MCA 36*

0.214 +0.001 (61)

0.300 +0.002 (45)

0.371 +0.004 (32)

0.204 +0.005 (63)

0.546 +0.003

MCA 40*

0.235 +0.003 (57)

0.299 +0.002 (46)

0.360 +0.005 (35)

0.214 +0.009 (61)

0.554 +0.004

MGY 58*

0.269 +0.006 (47)

0.298 +0.002 (41)

0.317 +0.009 (37)

0.208 +0.004 (59)

0.504 +0.006

TME 16*

0.280 +0.006 (46)

0.283 +0.009 (45)

0.366 +0.009 (29)

0.197 +0.005 (62)

0.516 +0.034

TME 34*

0.213 +0.004 (60)

0.286 +0.008 (46)

0.389 +0.022 (27)

0.216 +0.003 (59)

0.533 +0.006

TRU 25*

0.234 +0.006 (54)

0.284 +0.011 (44)

0.370 +0.006 (27)

0.208 +0.002 (59)

0.508 +0.003

TRU 43*

0.268 £0.002 (53)

0.285 £0.003 (50)

0.361 £0.006 (37)

0.204 £0.004 (65)

0.576 +0.004

Média aritmética

0.245 £0.004 (54)

0.291 +0.005 (45)

0.362 £0.009 (32)

0.207 £0.004 (61)

0.534 +0.008

*|solados multirresistentes de M.

canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes (TME) e T.
rubrum (TRU). **Concentragdo inibitéria minima. ***Concentracdo sub-inibitéria minima. A média do
conteudo de ergosterol foi expressa como percentagem em relacéo ao peso seco da célula + desvio
padrédo (seguido em parénteses pela percentagem aproximada de reducédo do contetdo de ergosterol
comparado ao controle sem tratamento).
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Com base no observado na tabela 12 e relacionando-se os sete isolados
multirresistentes, com os dados relativos ao conteldo de ergosterol das células
dermatofiticas, observa-se pdés-tratamento in vitro com os SIMs, na concentracao
inibitéria  minima, que h& uma consideravel reducdo do total de ergosterol,
comparado com as células ndo tratadas. A média dessa reducédo € de 69% para o
C16MIMCI, 64% para o CieMImMeS e 36% para o CisMIMNTf2, enquanto que o
cetoconazol ocasiona uma reducdo geral de 80%. Ja com os SIMs e antifungico
imidazdlico, na concentragdo sub-inibitéria, percebe-se uma menor eficiéncia dessas
substancias em ocasionar uma reducéo relevante nos niveis de ergosterol, presente
na membrana celular dermatofitica, com uma taxa de reducdo do esterol de 54%
para CisMImCI, 45% para CisMImMeS, 32% para C1eMIMNTf, e 61% para o CTZ.
Isso estabelece a importancia da concentracdo na performance de acéao antifingica
das substancias avaliadas. Os dois compostos que mais se aproximaram do
cetoconazol, relativamente ao potencial de reducédo do teor de ergosterol, sdo os
sais com anion cloreto e metanossulfonato, sendo que o CisMIMNTf2, comparado
aos demais SIMs, exibiu uma fraca capacidade de diminuir a sintese do principal
esterol fungico, inclusive na CIM, o que foi também constatado estatisticamente na
tabela 13.

Tabela 13. Analise estatistica do efeito sobre a biossintese de ergosterol fangico,

para comparacdo entre CisMIMCI, CisMImMeS, CisMIMNTf2, cetoconazol e o
controle néo tratado.

Ergosterol na célula Ergosterol na célula

CIM ) CIM/2 .
Mediana [25%; 75%] Mediana [25%; 75%]
Sem tratamento  0.533%[0.508; 0.554] | Sem tratamento 0.5332[0.508; 0.554]
C1sMIMNTf: 0.357%¢[0.320; 0.361] C1sMIMNTf, 0.361% [0.339; 0.370]
CisMImMeS 0.1992¢ [0.170; 0.204] CisMImMeS 0.286%° [0.284; 0.299]
C16MImCI 0.176 [0.146; 0.182] C16MImCI 0.235 [0.215; 0.269]
Cetoconazol 0.108"[0.102; 0.110] Cetoconazol 0.208" [0.204; 0.214]

#Diferenca significativa no teste de Mann-Whitney. *Diferenca significativa no teste de Kruskal-Wallis,
onde medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si.

A partir da consideracdo do p-valor da coluna (Tab. 13) referente ao
tratamento com as substancias na CIM x CIM/2, somente 0 CisMIMNTf, n&o
apresentou diferenca significativa na reducdo de ergosterol (p>0.05), quanto a

utilizacdo do mesmo nas duas distintas concentracdes avaliadas. Os outros dois
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SIMs - CisMIMCl e CisMImMeS e o cetoconazol apresentaram diferencas
significativas quando utilizados na CIM ou em concentra¢des duas vezes inferiores a
essa, onde a percentagem de ergosterol € de modo significativo maior nas
concentracBes sub-inibitérias. Portanto, a reducdo da totalidade de ergosterol
fungico € substancialmente mais efetiva, como ja esperado, quando se utiliza os
mesmos nas concentracdes correspondentes a CIM. Tanto na andalise da CIM como
da CIM/2, os resultados de similaridade entre os compostos foram iguais: C1sMImCI,
CisMImMeS e CTZ foram equivalentes quanto a competéncia de interferir na
biossintese de ergosterol, ocasionando um decréscimo nos seus niveis celulares.

Com a deplecao do ergosterol, a integridade da membrana celular fungica fica
comprometida, ja que a presenca do esterol é essencial para a manutencdo e
estabilidade das fungbes da membrana e, portanto, fundamental para o
desenvolvimento e sobrevivéncia dos fungos. Substancias que bloqueiam a sintese
desse esterol formam uma das linhas terapéuticas mais eficazes, como o0s
antifangicos azolicos, nesse estudo representados pelo cetoconazol, utilizado como
composto referéncia de reducdo do ergosterol citoplasmatico, por inibir, como ja
mencionado, uma das enzimas-chave da via final de biossintese do mesmo
(MOOSSAVI; BAGHERI; SCHER, 2001; ODSS; BROWN; GOW, 2003; HAMDAN;
HAHN, 2006). Os SIMs investigados nesse ensaio de quantificacdo do ergosterol,
especialmente CieMIMCl e CisMImMeS, reduziram de forma significativa a
concentracdo de ergosterol associado & membrana, tal como o CTZ, porém o
mecanismo especifico pelo qual esses SIMs estdo conseguindo fazer isso necessita
pesquisas mais detalhadas, que envolvam ensaios enzimaticos especificos, visto
gue ndo se sabe ao certo qual enzima da rota de sintese celular do esterol esta
envolvida no caso de acdo dos sais. Desse modo, ha possibilidade de inibicdo da
14-a-demetilase, seguindo modelo de acdo do CTZ, mas também ha possibilidades
de inibicdo de outras enzimas.

A investigacdo de outros compostos, quanto a acdo de interferéncia na
biossintese de ergosterol de dermatoéfitos € relatada na literatura. O contetudo de
ergosterol de uma <cepa de T. rubrum mutante foi quantificado
espectrofotometricamente, pds-tratamento in vitro com os flavonoides quercetina,

cerulenina e trans-chalcona. Relatou-se para a quercetina (CIM = 63.00 pg/mL) uma

percentagem de reducédo do ergosterol de mais de 56%, para cerulenina (CIM =
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63.00 pg/mL) aproximadamente 50%, para trans-chalcona na CIM = 1.90 pg/mL
100% e trans-chalcona na CIM/2 = 0.95 pg/mL cerca de 78% (BITENCOURT et al.,
2013). Em uma concentracdo semelhante (1.56 pg/mL, Tab. 5) CisMImMeS, por
exemplo, ocasionou 61 a 68% de diminui¢cao do ergosterol. Em 2013, publicaram-se
dados da inibicdo da biossintese de ergosterol por alguns derivados triazélicos,
relatando-se uma reducéo do esterol, para um dos compostos na concentracao de
2.00 pg/mL, de até 89% para E. floccosum, sendo que a terbinafina, utilizada no
estudo como farmaco controle, apresentou um valor de diminuicdo do teor de

ergosterol de até 80%, em uma concentracao de 2.00 pg/mL (OUF et al., 2013).

5.2.2. Andlise do efeito de complexacdo com ergosterol exégeno

As concentragdes inibitérias minimas dos SIMs CisMIMCI, CisMImMeS,
C1sMIMNTf, e antifungico referéncia anfotericina B, na presenca de ergosterol
exdgeno sao apresentadas na tabela 14. Nessa avaliacdo experimental, objetivou-se
averiguar se os SIMs além de ocasionarem reducao da concentracédo de ergosterol
fungico eram capazes de complexarem-se com 0 mesmo. Apesar da anfotericina B
nao ser muito comumente utilizada, na pratica clinica, no tratamento das
dermatofitoses, foi empregada nesse ensaio por ser a substancia padrédo de
pronunciada afinidade e efeito complexador com o esterol das espécies fungicas em
geral (GONCALVES, 2011).

Pela anélise da tabela, em relacdo ao aumento ou ndo da CIM na presenca
de ergosterol, em diferentes concentracdes (50.00 a 200.00 ug/mL), dissolvido no
meio de cultura utilizado no ensaio, observa-se para AFB, em uma leitura da
microplaca em 4 dias, que a CIM aumentou 2 vezes na presenca de ergosterol 50.00
Mg/mL, permanecendo o mesmo valor (4.00 ug/mL), nas concentracdes superiores
de ergosterol. Com 7 dias de incubacdo das microplacas, o efeito progressivo de
aumento da CIM teve relacdo direta com a crescente concentracdo de ergosterol
comercial adicionado, visto que a CIM da AFB, comparada com a CIM sem
acréscimo de ergosterol, dobra com ergoterol 50.00 yg/mL e aumenta 4, 8 e 16
vezes com o esterol 100.00 ug/mL, 150.00 pg/mL e 200 ug/mL, respectivamente.
Logo, uma determinacao da CIM apdés 7 dias, no caso desse tipo de andlise, parece

ser mais precisa, para uma visualizacdo mais clara das modificacbes que ocorrem.
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Tabela 14. Valores de CIM, em pg/mL, do C1sMImCI, CieMImMeS, C1sMIMNTf, e da

anfotericina B (AFB), sem e com adi¢cao de ergosterol comercial.

C16|V||mC|

MCA 36*
MCA 40*
MGY 58*
TME 16*
TME 34*
TRU 25*
TRU 43*

CisMImMeS

MCA 36*
MCA 40*
MGY 58*
TME 16*
TME 34*
TRU 25*
TRU 43*

CisMIm Nsz

MCA 36*
MCA 40*
MGY 58*
TME 16*
TME 34*
TRU 25*
TRU 43*

AFB

MCA 36*
MCA 40*
MGY 58*
TME 16*
TME 34*
TRU 25*
TRU 43*

Leitura das microplacas em 4 dias

CIM?2 CIM® CIM* CIM®
3.13 6.25 6.25 6.25 6.25
0.05 0.10 0.10 o0.10 0.10
6.25 1250 1250 1250 12.50
1.56 3.13 3.13 3.13 3.13
1250 25.00 25.00 25.00 25.00
1250 25.00 25.00 25.00 25.00
1250 25.00 25.00 25.00 25.00
Leitura das microplacas em 4 dias
CIM* CIM?2 CcIM® CIM*  CIM®
1.56 3.13 3.13 3.13 3.13
0.05 0.10 0.10 o0.10 0.10
3.13 6.25 6.25 6.25 6.25
0.78 156 156 1.56 1.56
0.39 0.78 0.78 0.78 0.78
1.56 3.13 3.13 3.13 3.13
1.56 3.13 3.13 3.13 3.13
Leitura das microplacas em 4 dias

CIM?2 CIM® CIM*  CIM®
6.25 6.25 6.25 6.25 6.25
1.56 156 156 1.56 1.56
1250 1250 1250 1250 12.50
3.13 3.13 313 3.13 3.13
1250 1250 1250 1250 12.50
1250 1250 1250 1250 12.50
1250 1250 1250 1250 12.50

Leitura das microplacas em 4 dias

2.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00

4.00
4.00
4.00
2.00
4.00
4.00
4.00

4.00
4.00
4.00
2.00
4.00
4.00
4.00

4.00
4.00
4.00
2.00
4.00
4.00
4.00

4.00
4.00
4.00
2.00
4.00
4.00
4.00

Leitura das microplacas em 7 dias

Cim?
3.13
0.05
6.25
1.56

CIM?
6.25
0.10

cim®

Cim*

1250 12.50

0.20

0.20

1250 25.00 25.00

3.13

6.25

6.25

1250 25.00 50.00 50.00
12.50 25.00 50.00 50.00
1250 25.00 50.00 50.00

25.00
0.40
50.00
12.50

100.00
100.00
100.00

Leitura das microplacas em 7 dias

CiMm*
1.56
0.05
3.13
0.78
0.39
1.56
1.56

CIM?
3.13
0.10
6.25
1.56
0.78
3.13
3.13

cim®  Cim?
6.25 6.25
0.20 0.20
1250 12.50
3.13 3.13
156 1.56
6.25 6.25
3.13 3.13

CIM®
12.50
0.39
25.00
6.25
3.13
12.50
12.50

Leitura das microplacas em 7 dias

6.25
1.56
12.50
3.13
12.50
12.50
12.50

12.50
3.13
25.00
6.25
25.00
25.00
25.00

12.50
3.13
25.00
6.25
25.00
25.00
25.00

Leitura das microplacas em 7 dias

2.00
2.00
2.00
1.00
2.00
2.00
2.00

1250 12.50
3.13 3.3
25.00 25.00
6.25 6.25
25.00 25.00
25.00 25.00
25.00 25.00
CIM? CIm®
4.00 8.00
4.00 8.00
4.00 8.00
2.00 4.00
4.00 8.00
4.00 8.00
4.00 8.00

16.00
16.00
16.00
8.00
16.00
16.00
16.00

32.00
32.00
32.00
16.00
32.00
32.00
32.00

*Isolados multirresistentes de M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T. mentagrophytes (TME) e T.
rubrum (TRU). CIM? corresponde a CIM sem adic&o de ergosterol comercial; CIM?, CIM3, CIM* e CIM®,
correspondem a CIM com adic&o de ergosterol na concentracdo de 50 pyg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL

e 200 pg/mL, respectivamente.
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Logo, fundamentando-se nas concentragdes evidenciadas na tabela 14, o
comportamento geral de aumento ou ndo da CIM, na presenca de ergosterol
comercial em diferentes concentracdes, para os 3 SIMs e AFB, é demonstrado na
figura 40, considerando a leitura da CIM em 7 dias.

16- o

14j AFB
12 -
104
) S C MimMeS
B

8- °

Variacao da CIM (X CIM)

2] e o o o
. g/u C, ,MImNTf,
0 50 100 150 200

Ergosterol exégeno (ug.mL™?)

Figura 40. Variagdo nas CIM's de CisMImCl, CisMImMeS, CisMImMNTf, e da
anfotericina B (AFB), na presenca de ergosterol exdgeno, em relacdo a isolados
multirresistentes de M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum.

A partir do grafico, fica bem definido que os dois SIMs CisMIMCl e
CisMImMeS foram os que exibiram comportamento mais semelhante a AFB.
Observa-se gradativa elevacdo dos valores de CIM, com o aumento periédico da
concentracdo do esterol exdgeno. Constata-se para esses dois sais um aumento
méaximo de CIM de 8 vezes e para AFB, como ja mencionado, um aumento de até
16 vezes. Para CisMImMNTf> a CIM aumenta apenas 2 vezes na presenca de
ergosterol, independentemente da concentracdo do mesmo, o que denota uma fraca
capacidade desse composto de ligacédo e complexacdo com esse esterol.

Nesse ensaio consegue-se qualitativamente inferir sobre a afinidade de uma

substancia pelo ergosterol do fungo, de modo que se determinada molécula possui
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atividade antifungica ligando-se ao esterol da membrana celular, mediante adi¢céo de
ergosterol comercial, o composto de certa forma da preferéncia ao esterol que esta
livremente sendo fornecido e poupa o ergosterol proprio da espécie fungica, com
isso a CIM tende a aumentar, visto que sua acdo ndo esta mais efetivamente sendo
executada contra o fungo. Por conseguinte, o aumento da CIM consideravel e
comparavel a AFB identificado para os sais com anion cloreto e metanossulfonato
pode representar um indicio de que esses compostos interagem com e inibem o
ergosterol, levando-se em conta também nesse caso 0 ensaio de quantificacdo do
esterol, sendo que para o sal com anion N-triflato ha nesse sentido uma capacidade

moderadamente mais fraca de complexacao e redugédo do mesmo.

5.2.3. Andlise do efeito sobre a parede celular fungica

Os dados de analise da interacdo dos SIMs com a parede celular
dermatofitica sdo apresentados na tabela 15, em referéncia a CIM dos compostos
investigados e antifungico controle positivo do teste — anidulafungina. O ensaio foi
conduzido na presenca e auséncia de sorbitol, com leitura das microplacas do teste
de suscetibilidade em diferentes tempos (dias). Igualmente a anfotericina B
supracitada, a anidulafungina ndo é um dos antifingicos mais utilizados nos casos
de infeccdo dermatofitica, porém foi selecionada para esse ensaio por tratar-se do
principal composto que apresenta acdo especificamente na parede celular fungica
(ODSS; BROWN; GOW, 2003; MORRIS; VILLMANN, 2006).

Para ANF, com uma leitura da microplaca em 4 dias, consta-se que a CEM
dobra na presenca de sorbitol e em 7 dias ha aumento de 16 vezes com uma CEM
maxima de até 32.00 upg/mL (Tab. 15), para alguns dos sete isolados
multirresistentes. De modo semelhante ao observado para o ensaio do efeito de
complexacao com o ergosterol, nesse experimento a leitura realizada apés um maior
tempo de incubacdo permite uma melhor compreensédo da mudanca dos valores de
CIM ou CEM. Para CisMImCIl e C1sMImMNTf, ndo houve alteracdes das CIM's na
presenca de sorbitol, nem em 4 e nem em 7 dias. Com CisMImMeS, tal como para
ANF, inicialmente a CIM dobrou e posteriormente, ap6s uma semana, aumentou 8

vezes, com um maximo de concentracdo do SIM de 25.00 pg/mL para M. gypseum.
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Tabela 15. Valores de CIM do CisMImCl, CisMImMeS, CisMIMNTf. e da
anidulafungina (ANF), em ug/mL, sem e com adi¢cao de sorbitol.

C16MImCI CisMImMeS

ma‘firrr:‘;tizfti;‘r’jes 4 dias 7 dias 4 dias 7 dias

CIM! CIM?> CIM* CIM?> CIM* CIM?  CcIM? CIM?
MCA 36* 3.13 3.13 3.13 3.13 1.56 3.13 1.56 12.50
MCA 40* 005 005 005 005 0.05 010 0.05 0.39
MGY 58* 6.25 6.25 6.25 6.25 3.13 6.25 3.13 25.00
TME 16* 1.56 1.56 1.56 1.56 0.78 1.56 0.78 6.25
TME 34* 1250 1250 1250 1250 0.39 0.78 0.39 3.13
TRU 25 1250 1250 1250 1250 1.56 3.13 1.56 12.50
TRU 43* 1250 1250 1250 1250 1.56 3.13 1.56 12.50

C1sMIMNTf, Anidulafungina

ml'flfirrr:]eastizft';?‘fes 4 dias 7 dias 4 dias 7 dias

CIM! CIM* CIM* CIM®* CEM! CEM? CEM! CEM?
MCA 36* 6.25 6.25 6.25 6.25 2.00 4.00 2.00 32.00
MCA 40* 156 156 156 156 1.00 2.00 1.00 16.00
MGY 58* 1250 1250 1250 1250 2.00 4.00 2.00 32.00
TME 16* 3.13 3.13 3.13 3.13 100 200 1.00 16.00
TME 34* 1250 1250 1250 1250 1.00 200 1.00 16.00
TRU 25* 1250 1250 1250 1250 2.00 4.00 2.00 32.00
TRU 43* 1250 1250 1250 1250 2.00 4.00 2.00 32.00

*Isolados multirresistentes de M. canis (MCA), M. gypseum (MGY), T.
mentagrophytes (TME) e T. rubrum (TRU). CIM? corresponde a CIM sem adicéo de
sorbitol; CIM? corresponde a CIM com adicdo de sorbitol na concentracdo de 0.8
mol.Lt. CEM! corresponde a CEM sem adicdo de sorbitol; CEM? corresponde a CEM
com adicdo de sorbitol na concentracéo de 0.8 mol.L ™. Leitura em 4 e 7 dias.

A elevacédo ou nao dos valores de CIM, na presenca de sorbitol 0.8 M, para os
3 SIMs e ANF, é demonstrado na figura 41, com base na tabela 15. Analisando-se a
imagem grafica percebe-se que o comportamento de variacdo da CIM do
CisMImMeS é realmente o mais préoximo do antifungico controle, o que sugere que
esse composto esteja agindo também a nivel de parede celular, de modo mais
consideravel que CisMIMCl e CisMImMeS. Essa poderia ser uma das razdes de
diferenciacao desse sal com anion metanossulfonato em relacdo a potencialidade de
acédo fungicida do mesmo. O CisMImMeS, como ja bem mencionado, foi o Unico sal
imidazdlico que matou absolutamente todos os 45 isolados clinicos dermatofiticos
analisados, inclusive os 7 multirresistentes (Tab. 10 e 11). A ANF age inibindo

seletivamente a enzima 1,3-B-D glucana sintase, impedindo assim a formacdo da
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1,3-B-D-glucana, um componente essencial da estrutura da parede celular.
Adicionalmente aos inibidores da sintese da glucana (como a ANF), h4 ainda a
possibilidade de inibicdo da quitina, um importante componente da parede celular
fungica, responsavel pela forma da mesma, sendo que inibidores da sintese da
quitina representam um atrativo alvo de pesquisa de novos agentes antifingicos
(KATHIRAVAN et al., 2012), porém os mecanismos especificos, a nivel enzimatico
ou nao, pelos quais CisMImMeS estaria agindo na parede dos dermatofitos ainda
precisam ser mais detalhadamente esclarecidos. Além do mais, ndo se descarta
uma possivel interacdo quimica, entre os compostos imidazolicos e o préprio

sorbitol, sendo que isso também necessita futuras analises.
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Figura 41. Variagdo nas CIM's de CisMImCl, CisMImMeS, CisMImMNTf, e da

anidulafungina (ANF), na presenca de sorbitol, em relacdo a isolados
multirresistentes de M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum.

Por fim, o que evidentemente presumi-se, com esse ensaio de analise do
efeito sobre a parede, € que CisMImMeS tem sua atividade antidermatofitica
revertida (piorada) na presenca do sorbitol, que sabidamente € um protetor osmaético
da parede celular (FROST et al., 1995).
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As taxas de lise celular dermatofitica, ocasionada pelos SIMs, foram

expressas em percentagem no grafico da figura 42, em comparacdo com o

composto controle positivo de lise SDS, na concentracéo de 2%.
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Figura 42. Percentagem de lise celular de isolados multirresistentes de M. canis, M.
gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum, pos-tratamento in vitro com CisMImCI,

CisMImMeS, C1sMImMNTf2 e SDS 2%.

CisMImMeS em concordancia com os outros ensaios ja discutidos, foi o SIM

gue mais efetivamente assemelhou-se ao composto referéncia, nesse caso 0

surfactante dodecil sulfato de sodio. As percentagens de lise para o referido SIM, em

todos os tempos (6 h, 12 h, 24 h e 48 h) e para os sete dermatoéfitos

multirresistentes, foram maiores que 90%; para CisMImCI maiores que 75% e para

C1sMIMNTf, = 55%. Desse modo, os trés SIMs foram capazes de ocasionar lise

celular dermatofitica. Quanto a investigacao estatistica de semelhanca dos SIMs e

SDS, dados apontados na tabela 16, com base na mediana das absorbancias,

observa-se que somente o CisMImMeS foi estatisticamente equivalente ao SDS em
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provocar lise das células. O processo de lise provocado de modo mais relevante
pelo CisMImMeS também poderia estar contribuindo para acdo mais amplamente
fungicida desse sal imidazodlico, em conjunto com sua também acéo exclusiva na
parede celular fungica, acdo essa somente constatada para esse sal. Os
mecanismos pelos quais se da a lise, com geralmente extravasamento do contetdo
intracelular essencial para sobrevivéncia fungica, ainda ndo foram evidenciados,
sendo que h& inimeras possibilidades para que isso ocorra, como desestabilizacdo

osmotica e interacdes com enzimas da parede e membrana celular das espécies.

Tabela 16. Andlise estatistica de comparacdo dos SIMs CisMImCI, CisMImMeS e
C1sMImMNTf, com o Dodecilsulfato de sédio (SDS) 2%, em diferentes tempos.

6 horas 12 horas
Mediana [25%; 75%] Mediana [25%; 75%]
SDS 2% 0.842[0.78; 0.87] |SDS 2% 0.932[0.88; 0.97]
CisMImMeS 0.77%[0.74;0.78] |CisMImMeS 0.85% [0.84; 0.87]
C16MImCI 0.64%¢ [0.61; 0.67] |C1sMIMCI 0.75¢ [0.73; 0.77]
C1sMIMNTT 0.45°[0.44; 0.46] | C1sMIMNTT; 0.55°¢[0.53; 0.56]
p-valor <0,05* p- valor <0,05*
24 horas 48 horas
Mediana [25%; 75%)] Mediana [25%; 75%)]
SDS 2% 1.472[1.33; 1.50] |SDS 2% 1.702[1.50; 1.77]
CisMImMeS 0.94%[0.93; 0.94] | CisMImMeS 0.95% [0.94; 0.96]
C16MImCI 0.84"¢[0.81; 0.85] | CisMImCI 0.85 [0.84; 0.86]
C1sMIMNTTf: 0.66°[0.64; 0.66] | C1sMIMNTT; 0.67¢[0.65; 0.68]

p- valor <0,05* p- valor <0,05*

*Diferenca significativa no teste de Kruskal-Wallis, onde medianas seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si.

Os resultados de um estudo de atividade antidermatofitica do 6leo essencial
de Cymbopogon winterianus (citronela) mostraram que o 6leo na concentracao de
78.00 pg/mL provocou 100% de lise celular, em 4 h de interacdo com T.
mentagrophytes (PEREIRA et al., 2011). Os autores comentaram que a presenca de
monoterpernos na constituicdo quimica do 6leo essencial da citronela confere a
importante caracteristica de intensificacdo da hidrofobicidade do mesmo.
Consequente a isso, € provavel uma maior interacdo com a membrana flngica,

interferindo na sua integridade e levando a lise, dano irreversivel para o0s
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dermatofitos. Contrastando-se nesse caso a concentracdo do 6leo testado (78.00
ug/mL) com a dos SIMs, para os isolados multirresistentes de T. mentagrophytes,
CisMImMeS, por exemplo, ocasiona niveis de dano maiores que 90% em uma
concentragéo de 0.39 pg/mL para TME 34* e 0.78 pg/mL para TME 16* ou seja,

concentracdes até 100 vezes menores que a relatada para o 6leo de citronela.

5.3. Relagdo dos mecanismos antidermatofiticos observados

Fazendo-se uma retrospectiva mais geral, relacionando-se 0s mecanismos,
com base no observado experimentalmente, em decorréncia da pesquisa das
provaveis vias mecanisticas de acdo antifingica dos SIMs - C16MIMCI, CisMImMeS
e CisMImMNTf, constata-se um potencial de dano as células mais acentuado para

C16MIMCI e C1isMImMeS, como demonstrado na figura 4.

electrolites and
nutrients

C,MImNTH,

ergosterol and

% H,O0 flow

Figura 43. Imagem representativa dos mecanismos de acdo dos SIMs CisMImCI,
CisMImMeS e C1sMIMmNTT>.

Relativamente ao estudo do efeito dos sais imidazélicos sobre a biossintese

de ergosterol, os trés SIMs (C16MIMCI e CisMImMeS e CisMIMNTf2) reduziram o
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conteudo de ergosterol, porém apenas CisMIMCI e CisMImMeS foram
estatisticamente equivalentes ao cetoconazol na eficiéncia de deplecao do principal
esterol da membrana celular dermatofitica. Na andlise da interacdo desses
compostos com o ergosterol, CieMIMClI e CisMImMeS apresentaram uma
capacidade de complexacdo com o mesmo comparavel a anfotericina B, sendo que
para CisMImMNTf, constatou-se uma fraca habilidade de ligacdo a esse esterol. No
referente a investigacdo sobre a parede celular fangica, ndo houve indicios de uma
principal acdo por essa via para 0s SIMs CisMImClI e CisMImMNTf,, porém
CisMImMeS demonstrou efeito sobre a parede comparavel a anidulafungina.
Sugere-se esse mecanismo como o difencial que conduz ao forte potencial fungicida
desse composto com anion metanossulfonato. Além disso, os 3 SIMs promoveram
lise celular nos dermatofitos multirresistentes, sendo que CisMIMCl e CisMImMeS
foram os que determinaram as maiores taxas de disruptura fungica. CisMImMeS foi
capaz de lisar quase que totalmente as células das espécies analisadas (lise = 90%).

Desse modo, na figura 43, destaca-se ilustrativamente a maior capacidade de
dano as células por CieMIMCl e especialmente por CisMImMeS. Verificou-se
experimentalmente que os SIMs atuam contra os dermatofitos por interagirem com a
membrana (C1sMIMCI, CisMImMeS e C1sMIMNTf2) e parede celular (CisMImMeS)
desses fungos, ocasionando danos consideravelmente irreversiveis, confirmados
pela acado fungicida do sal com anion cloreto sobre os isolados mais sensiveis e do
sal com &anion metanossulfonato sobre isolados sensiveis e multirresistentes.
Sugere-se que C1sMIMNTT, por ter o &nion N-triflato mais volumoso que o anion dos
outros dois sais considerados, poderia ter uma maior dificuldade de interacdo e
interiorizacdo nas células fungicas. Ademais poderia estar ocorrendo um
desequilibrio eletrostatico entre cation e anion mais intenso para esse sal que para
0os demais, mas certamente necessita-se de mais estudos para um entendimento
completo do comportamento desses compostos imidazoélicos ibnicos nas células
fungicas, dento e fora das mesmas.

Por fim, um desenho inédito feito pelo designer grafico Leonardo Amora Leite
particularmente para esse trabalho é apresentado na figura 44. Amora Leite
conseguiu retratar, de maneira bem-humorada, a efetividade antifingica dos sais
imidazdlicos contra os dermatofitos, em comparacédo com os antifingicos comerciais,

com 0s quais na pratica, as vezes, observam-se casos de resisténcia fungica.
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Figura 44. Esquema ilustrativo de representacdo do potencial antidermatofitico de
SIMs e antifungicos comerciais.

Na figura, € apresentado o efeito fungistatico do CieMIMNTf,, relatado
também para a maioria dos antifingicos; a acao fungicida seletiva de CisMImCI
sobre apenas alguns isolados (no caso desse trabalho sobre os mais sensiveis) e 0
intenso e amplo poder fungicida do CisMImMeS sobre todos os isolados de M. canis,

M. gypseum, T. mentagrophytes e T. rubrum.

5.4. Avaliacdo datoxicidade

5.4.1. Avaliacdo da citotoxicidade (efeito sobre a proliferacdo e viabilidade
celular)

Os resultados da analise sobre a citotoxicidade dos sais imidazoélicos séo
apresentados na figura 45. Nenhum dos compostos interferiu de modo significativo
no processo de proliferacdo celular e nem inviabilizou as células leucocitarias
humanas avaliadas. Para o peroxido de hidrogénio, utilizado como controle positivo
de citotoxicidade, observou-se uma diminuicdo no numero de leucécitos e uma

reducao de aproximadamente 20% da viabilidade celular.
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Graficos da analise toxicologica. Efeitos dos SIMs CisMImCI,

CisMImMeS e CisMImNTf, sobre a (1) proliferacéo e (2) viabilidade celular. Barras

com letras iguais indicam equivaléncia estatistica.

tratamentos,

Os SIMs diferiram estatisticamente do peréxido de hidrogénio, em todos os

considerando as concentracdes avaliadas correspondentes a média

geomética da CIM para os 45 dermatofitos e concentragbes 10 e 100 vezes superiores

(Tab. 6). A maior concentracdo testada para cada sal foi a seguinte: 7.00 pg/mL para

C16MImCI, 5.00 pg/mL para CisMImMeS e 221.00 pg/mL para CieMImMNTf,.
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5.4.2. Avaliagcdo da mutagenicidade (analise da frequéncia de micronucleos) e
genotoxicidade (dano ao DNA)

Quanto a andlise da possibilidade de mutagénese e genotoxicidade ocasionadas por
C16MImCI, CisMImMeS e C1sMIMNTTf,, 0os graficos com os resultados sao apresentados
na figura 46.
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Figura 46. Graficos da analise toxicolégica. Efeitos dos SIMs CisMImCI,
CisMImMeS e CisMIMNTf, sobre a (1) frequéncia de micronucleos e (2) dano ao
DNA. Barras com letras iguais indicam equivaléncia estatistica.

Constata-se que o peroxido de hidrogénio provocou uma elevacdo da
ocorréncia de micronucleos de até aproximadamente 5%, com indice de dano ao

DNA de cerca de 45%. Novamente, nenhum dos SIMs influenciou no surgimento de
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micronudcleos ou causou dano significativo ao DNA, sendo que todos os compostos
diferiram de modo estatistico do H>O, 100.00 uM e foram semelhantes ao tampéo
PBS, utilizado como diluente das substancias e controle negativo. Dessa forma,
mutacbes e alteracbes no DNA nao foram detectadas para os SMiIs, nas
concentragOes testadas e nessas condigdes experimentais.

Uma das metodologias mais utilizadas para avaliacdo de possiveis danos
mutagénicos causados por farmacos ou novas biomoléculas é o teste de
micronucleo (MN). A investigacdo da frequéncia de MN € o padrdo de teste de
mutagenicidade OECD — Guidelines for the testing of chemicals/ section 4: Health
Effects — Mammalian Erythrocytes Micronucleos (Test: n® 474) e recomendado pelo
Gene-Tox Program, Environmental Protection Agency — EPA/US, pela sua
capacidade e precisdo em detectar possiveis agentes clastogénicos (quebra de
Cromossomos) e aneugénicos (segregacdo cromossdmica anormal) (FENECH,
2000; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003). Os micronucleos sao definidos
como pequenas massas esféricas, extranucleares, constituidas de cromatina nao
incorporada ao nucleo principal da célula, durante as etapas finais da mitose,
servindo como um biomarcador de danos nos cromossomos, instabilidade genética
e, eventualmente, se houver uma exposi¢cado cronica a substancia toxica, risco de
cancer (FENECH, 2000). Igualmente importante no screening de toxicidade de
NOVOS compostos o teste cometa € um método extremamente sensivel para estudos
de danos ao DNA em células individualizadas (MUKHOPADHYAY et al., 2004;
COLLINS, 2009). Alteracbes genéticas sdo quase sempre prejudiciais (excetuando-
se 0s casos de compostos que agem contra células neoplasicas), especialmente em
organismos multicelulares, nos quais a modificacdo esta mais inclinada a perturbar o
desenvolvimento e a fisiologia extremamente complexos e, finamente, sintonizados,
de um organismo (SPIVAK et al.,, 2008). Enquanto o ensaio do cometa detecta
lesbes reversiveis, o teste de MN detecta lesGes mais persistentes no DNA ou
efeitos aneugénicos que ndo podem ser reparados (HARTMANN et al.,, 2003).
Entdo, a partir da relevancia experimental desses testes realizados, os SIMs néo
terem apresentado indicios de mutagenicidade e genotoxicidade, nas concentracfes
gue foram efetivas contra os fungos, é um resultado certamente muito promissor
para uma possivel bioaplicacdo desses compostos nos casos de dermatofitose.
Apesar disso, ainda ha uma evidente necessidade de avaliacbes adicionais de

citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade dessas substancias, considerando



176

outros modelos, principalmente utlizando-se parametros in vivo, e concentracdes
mais elevadas, para determinagdo de um perfil toxico dos SIMs mais completo.
Corroborando com os resultados do presente trabalho, a toxicidade de seis
sais imidazdlicos, um deles trata-se do mesmo sal nesse estudo investigado
toxicologicamente — 0 C1sMIMCI, ja foi também analisada por SCHREKKER et al.
(2013). Os compostos C1oMIMCI (16 pg/mL), C16MImCI (10.00 pg/mL), CisMImPFs
(35.00 pg/mL), CioMImMeS (65.00 pg/mL), CieMImBF4 (16.00 pg/mL) e C1sMIMNTf>
(10 pg/mL), nessas respectivas concentragbes, ndo foram citotoxicos e nem
leucocitos  humanos,

genotoxicos a avaliados pelas mesmas metodologias

empregadas nesse trabalho.

5.4.3. Avaliagédo do efeito sobre a estabilidade cromossdmica

Por fim, o resultado de possivel dano direto aos cromossomos, dos sais e

controles, é demonstrado no grafico da figura 47.
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Figura 47. Grafico da analise toxicolégica. Efeitos dos SIMs C1sMIMCI, CisMImMeS
e CisMIMNTf, sobre a estabilidade cromossémica numérica. Barras com letras
iguais indicam equivaléncia estatistica.

Seguindo o mesmo padrdo dos demais testes toxicologicos realizados, nao
foram observadas alteracbes numéricas cromossomais as células pds-exposicao
aos compostos quimicos analisados. Enquanto que o peréxido de hidrogénio

ocasionou aproximadamente 15% de anomalias cromossdmicas numéricas, 0os SIMs
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e o0 PBS foram estatisticamente diferentes do mesmo, nao provocando
anormalidades significativas. Com base nesse teste de avaliagdo da toxicidade,
utilizando-se células leucocitarias humanas, em conjunto com os demais realizados,
constata-se, que nas concentracdes investigadas nesse estudo (concentracfes até
100 vezes superiores as concentracdes efetivas contra todos os fungos), C1sMImCI,
CisMImMeS e CisMImMNTf,, ndo demonstraram citotoxicidade, mutagenicidade,
genotoxicidade e também ndo foram capazes de ocasionar dano cromossémico.
Essas evidéncias da analise toxicologica certamente representam um resultado
muito promissor aliado a atividade biolégica desses compostos, que neste estudo

demonstraram forte e amplo potencial antifangico.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

v Os 45 isolados clinicos dermatofiticos foram sensiveis aos 11 SIMs
investigados (CsMImCl, CsMImMeS, CsMImOcS, CoMImMeS, CioMIMmCI,
(C10)2MIMCI, C16MIMCI, CisMImMeS, C16MIMNTf2, CieMImSaC e CisMImCI).
A faixa de CIM desses compostos foi de 0.02 — 50.00 pg/mL. Somente os sais
C16MIMCI e CisMImMeS, bem como a terbinafina, foram fungicidas, sendo
gue CisMImMeS foi o Unico que exerceu esse efeito sobre 100% dos isolados
(inclusive sobre as espécies multirresistentes). A faixa de CFM foi de 0.08 —
12.50 pg/mL.

v' Os resultados mais promissores, referentes as menores concentracdes
inibitérias minimas, foram observados para os sais com 16 atomos de
carbono na cadeia lateral e anions cloreto e metanossulfonato (CisMIMCI,
CisMImMeS). Em relac&o a analise estatistica de comparacéo dos SIMs com
0s antifingicos comerciais, todos os compostos foram equivalentes a TBF
e/ou GSF e/ou CTZ, com excecdo das moléculas com extremos de extensao
de cadeia lateral, com 4 e 18 carbonos (CsMImCI, CsMImMeS, CsMImOcS e
C1sMImCI), as quais ndo apresentaram medianas de CIM's correspondentes
estatisticamente a dos antifungicos analisados.

v" Observou-se claramente modificacbes na micromorfologia dos dermatéfitos
multirresistentes pos-tratamento in vitro com os SIMs CisMImMCI, CisMImMeS
e CisMImNTf2. O arranjo das hifas foi desestruturado, sendo que as mesmas
apresentaram um aspecto de desidratacéo.

v" O dano celular ocasionado pelos SIMs variou entre = 60 — 80%, sendo que as
percentagens de dano dos compostos CisMIMClI e CisMImMeS foram
estatisticamente comparaveis as do CTZ.

v' Na determinacdo das curvas de morte dos dermatdfitos, relativas a acao do
CisMImMeS, constatou-se que o efeito fungicida dessa substancia inicia em 1
hora de incubac&o com os fungos, permancendo nas 48 h de analise.

v" Propde-se que os 3 SIMs C1sMIMCI, CisMImMeS e C1sMIMNTf, exercam sua
acdo antidermatofitica por interacdo com a membrana celular dos
dermatofitos, de modo a reduzirem o conteudo total de ergosterol das células
e apresentarem capacidade de complexacdo com esse esterol, além de

ocasionarem lise das estruturas fungicas. CisMIMNTf2 foi 0o sal que mais
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fracamente apresentou esses efeitos e CieMImMeS também demonstrou
indicios de mecanismo de acdo adicionalmente a nivel de parede celular,
sugerindo-se nesse caso esse diferencial do composto como uma das razdes
pelo intenso e amplo efeito fungicida do mesmo.

v' CisMIMCI, CisMImMeS e CisMImNTf,, nas concentracdes analisadas,
concentracfes essas até 100 vezes superiores as concentracdes efetivas
contra todas as species fungicas, e nas condi¢cdes experimentais empregadas
na avaliacdo da toxicidade, ndo foram citotoxicos, mutagénicos e genotdxicos
a leucocitos humanos e nem ocasionaram anormalidades cromossémicas.

v' Como perspectiva do presente trabalho, considerando todo o contexto
apresentado, almeja-se continuar os estudos de investigacédo dos SIMs contra
dermatofitos e demais fungos patogénicos. Propde-se pesquisas futuras dos
mecanismos moleculares envolvidos na reversdo da resisténcia e também a
verificacdo de especificidades do comportamento desses compostos dentro e
fora das ceélulas fangicas. Além disso, pretende-se averiguar o potencial
antifangico dessas substancias em modelos de infeccéo dermatofitica ex vivo,
caracterizando a farmacocinética e farmacodinamica envolvidas, bem como
avaliar mais amplamente a toxicidade dos SIMs (nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade, entre outros parametros). Todas essas investigacoes
futuras complementardo as ja realizadas, para uma proposicdo mais
certificada de uso alternativo, seguro e efetivo dessas moléculas para o
tratamento de dermatofitose, uma micose cutanea de prevaléncia mundial,
gue sabidamente apresenta uma problematica em relacdo ao tratamento

convencionalmente utilizado.
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