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APRESENTACAO

A colecdo intitulada “Fatores de Viruléncia Microbianos e Terapias
Emergentes” surgiu a partir de ideias e indagac¢des de singelos pesquisadores,
movidos pelo desejo sempre novo de desbravar o mundo fantastico dos
microrganismos. A proposta para o possivel langamento de um livro nos inspirou a
organizar uma série de livros que contasse como 0S seres mMmicroscopicos
sobrevivem as adversidades do meio.

O segundo volume desta colecdo é destinado aos fungos de importancia
médica. Este livro é constituido por diferentes capitulos, que convidam o leitor a um
passeio engrandecedor pelo Reino Fungi. As diferentes abordagens deste volume
ao mesmo tempo que apresentam variados fungos patogénicos ao homem,
estimulam a curiosidade sobre as inovacdes terapéuticas associadas ao controle de
infecgdes fungicas.

Sivoneide Maria da Silva

Francisco Henrique da Silva

Amanda Virginia Barbosa

Matheus Alves Siqueira de Assuncao
Falba Bernadete Ramos dos Anjos



PREFACIO

E com grande felicidade que celebramos as conquistas da ciéncia, em tempos
de tantos atagues e negacionismo cientifico. O livro Fatores de Viruléncia
Microbianos e Terapias Emergentes, € um presente em um momento histérico, de
pandemia, onde a microbiologia, infectologia, biotecnologia, imunologia,
farmacologia, epidemiologia e demais areas ligadas a ciéncia translacional, estdo no
dia a dia da populagéo, na TV, nas redes sociais.

O livro é uma importante forma de divulgacdo do conhecimento cientifico,
onde a universidade publica e o Sistema Unico de Satde merecem grande atencgao.
A pesquisa contribui para a geracédo de conhecimento e para o desenvolvimento da
humanidade.

A Micologia, neste contexto se apresenta como uma area em ascensao no
mundo todo, pois as infeccdes de origem fangica sdo frequentes e afetam um
namero crescente de pessoas no mundo e estdo entre as principais causas de
doencas infecciosas. Em pacientes graves, principalmente atendidos em Unidades
de Terapia Intensiva, os fungos estdo entre os quatro agentes mais frequentes e
essa frequéncia tem aumentado dramaticamente nas Ultimas décadas.

Aqui, desejo boa leitura, boas ideias, novas parcerias e novos projetos. O livro
trds uma leitura, resultado do trabalho de cientistas na area da micologia, fonte da
perseveranca e curiosidade que devem sempre fazer parte da vida de quem veste
um jaleco e decide fazer do laboratério um local de contribuicdo para melhoria da
qualidade de vida da humanidade, fazendo da ciéncia uma ferramenta de
transformacéao.

Abraco fraterno!!

Bruno Severo Gomes
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CAPITULO 01

PRODUCAO DE BIOFILME POR FUNGOS FILAMENTOSOS
E LEVEDURAS

Franz de Assis Graciano dos Santos

Doutorando em Biologia de Fungos

Instituicdo: Universidade Federal Pernambuco/UFPE

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE
E-mail: franz.assis@gmail.com

Melyna Chaves Leite de Andrade

Doutora em Medicina Tropical — UFPE / Pés doutoranda em Medicina Tropical
Instituicdo: Universidade Federal Pernambuco/UFPE

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria, Recife - PE
E-mail: melynaleite@gmail.com

Ana Paula Sampaio Feitosa

Doutora em Medicina Tropical — UFPE / P6s-doutoranda do Programa de Pos-
graduacéo em Biologia Aplicada a Saude — LIKA/UFPE

Instituicdo: Universidade Federal Pernambuco/UFPE

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n- Cidade Universitaria, Recife-PE, Brasil
E-mail: sampaiofeitosa@hotmail.com

Luiz Carlos Alves

Pos-doutorado em Biologia Celular e Molecular - National Institute of Health-EUA
Pesquisador Docente do Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ/PE e LIKA-UFPE
Instituicdo: Universidade Federal Pernambuco/UFPE

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria, Recife-PE, Brasil
E-mail: Icalves@cpgam.fiocruz.br

Fabio André Brayner

Pos-doutorado em Biologia Celular e Molecular - National Institute of Health-EUA
Pesquisador Docente do Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ/PE e LIKA-UFPE
Instituicdo: Universidade Federal Pernambuco/UFPE

Endereco: Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitaria, Recife-PE, Brasil
E-mail: brayner.santos@gmail.com

RESUMO: Os biofilmes podem ser definidos como comunidades de microrganismos
gue vivem aderidos a uma superficie e envoltos huma matriz extracelular complexa
formada por uma mistura de compostos tais como proteinas, polissacaridos e DNA
extracelular. A descoberta da formacado de biofilme por bactérias e leveduras e mais
recentemente por fungos filamentosos, levaram a uma melhor compreensédo da
ecologia microbiana e a novos conhecimentos sobre os mecanismos de viruléncia e
persisténcia de microrganismos patogénicos, além de compreender os impactos na
salde, industria e meio ambiente. Dentre os fungos, os biofilmes formados por
leveduras representam um problema clinico crescente estando associado a taxas
significativamente altas de mortalidade. O género Candida vem se destacando neste
cenario, onde estas leveduras sdo equipadas com uma gama de fatores de
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viruléncia e caracteristicas comensais que conferem a capacidade de colonizar e
invadir o tecido do hospedeiro. Neste grupo de fungos, a formacao de biofilme pode
ser dividida em quatro fases principais: adeséo, proliferacdo, maturacéo e dispersao.
Jé para os fungos filamentosos estudos sobre a producao de biofilme sao restritos e
pouco consolidados, em sua maioria o0 termo biofilme ndo € utlizado, mas
usualmente € utilizado termos alternativos, como "biomassa fungica", ‘massas
multicelulares’, ‘esteiras miceliais’, ‘submerso/fermentagcdo em estado sodlido', ou
bola fungica. Recentemente foi estabelecido que o processo de formacgéo de biofilme
desse grupo de fungos compreende seis fases: Adsorcdo de propagulo, Fixacao
ativa a uma superficie, formacédo de microcolénia |, formacdo de microcolonia Il,
maturacdo ou desenvolvimento reprodutivo e fase de dispersdo ou plancténica.
Neste sentido abordaremos 0s aspectos gerais para producéo de biofilme por fungos
filamentosos e leveduras, importancia clinica e econémica, além das alternativas

terapéuticas disponiveis.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilme, leveduras, fungos filamentosos, comunidade
microbiana, fator de viruléncia

ABSTRACT: Biofilms can be defined as communities of microorganisms that live
attached to a surface and surrounded by a complex extracellular matrix formed by a
mixture of compounds such as proteins, polysaccharides and extracellular DNA. The
discovery of biofilm formation by bacteria and yeasts, and more recently by
filamentous fungi, has led to a better understanding of microbial ecology and new
insights into the mechanisms of virulence and persistence of pathogenic
microorganisms, in addition to understanding the impacts on health, industry and
environment. Among fungi, yeast biofilms represent a growing clinical problem and
are associated with significantly high mortality rates. The genus Candida has been
standing out in this scenario, where these yeasts are equipped with a range of
virulence factors and commensal characteristics that confer the ability to colonize
and invade host tissue. In this group of fungi, biofilm formation can be divided into
four main phases: adhesion, proliferation, maturation and dispersion. For filamentous
fungi, studies on biofilm production are restricted and little quantity consolidated,
mostly the term biofilm is not used, but alternative terms are usually used, such as
"fungal biomass", "multicellular masses", "mycelial mats", 'submerged / solid state
fermentation’, or fungal ball. It has recently been established that the biofilm
formation process of this group of fungi comprises six phases: Propagule adsorption,
Active fixation to a surface, formation of microcolony I, formation of microcolony II,
maturation or reproductive development and dispersion or planktonic phase. In this
sense, we will approach the general aspects for the production of biofilm by
filamentous fungi and yeasts, clinical and economic importance, in addition to the
therapeutic alternatives available.

KEYWORDS: Biofilm, yeasts, filamentous fungi, microbial community, virulence
factor.



1. INTRODUCAO

Biofilmes microbianos séo definidos como comunidades microbianas de
estrutura complexa, espacialmente orientada, que sao envolvidas em uma matriz
extracelular (MEC) e fixadas a uma superficie ou substrato (BARROS et al., 2020).
Essas comunidades foram descritas pela primeira vez por Anthony van Leewenhoek
em 1684 ao observar um grande acumulo de microorganismos em sua placa dental.
Ja no final da década de 20, varios artigos descreveram filmes microbianos ou
camadas de lodo, no entanto pesquisadores alemées utilizavam o termo "manto de
sujidade”. Como as propriedades observadas em células microbianas aderidas a
superficies sdo Unicas, quando comparadas a microrganismos em forma
plancténica, o emprego do termo “Biofilme” tornou-se util para descrevé-lo. O uso
mais antigo de "biofilme" na publicacdo esta na revista sueca Vatten: Harremoés, p.
1977. "Half-order reactions in biofilm and filter kinetics". Vatten, 33 122-143
(CHANDKI et al., 2011; MSU, 2014).

Esta estrutura confere protecdo contra os mecanismos de defesa do
hospedeiro e entrada de antimicrobianos, dificultando assim a difusdo dos farmacos
nos tecidos. Além disso, facilita o processo de adesdo e colonizacdo das cepas
constituintes sobre o hospedeiro ou sobre diferentes dispositivos médicos

implantaveis como proteses, sondas e cateteres (RAMAGE et al., 2012).

2. ASPECTOS GERAIS DA ADESAO E FORMAC}AO DE BIOFILMES

Uma ampla gama de bactérias e fungos sdo capazes de alternar entre o
crescimento planctbnico e comunidades multicelulares sésseis, comumente
chamadas de biofilmes. As estimativas sugerem que até 80% de todos os
microrganismos no ambiente existem em um estilo de vida comunitario, formando
biofilme (LEITE-ANDRADE et al., 2017).

As vantagens de formar um biofilme para um organismo incluem a protecéo
do meio ambiente, a resisténcia ao estresse fisico e quimico, a cooperacao
metabdlica e a regulacéo da expresséo génica baseada na comunidade. Nos ultimos
anos, tem havido uma maior apreciacdo do papel que os biofiimes fungicos
desempenham nas doencas humanas, visto que 0S microrganismos que se
desenvolvem no interior do biofilme exibem caracteristicas fenotipicas Unicas em
comparacdo com as células planctonicas, particularmente maior resisténcia a
agentes antimicrobianos (RAMAGE et al., 2012).



A adeséo e colonizacdo de populacdes de fungos complexos em superficies
bioldgicas e inatas, como a mucosa oral ou substratos acrilicos de dentadura, por
exemplo, € comum para fungos clinicamente relevantes (WILLIAMS et al., 2011).
Uma ampla variedade de fatores ambientais contribui para a fixacdo superficial
inicial, incluindo o fluxo do meio circundante (urina, sangue, saliva e muco), pH,
temperatura, osmolaridade, bactérias, presenca de agentes antimicrobianos e

fatores imunolégicos do hospedeiro (BARROS et al., 2020).

3. IMPORTANCIA CLINICA E IMPACTO ECONOMICO ASSOCIADOS A
BIOFILMES

Os biofilmes fornecem um nicho seguro, agindo como reservatérios para
fontes persistentes de infeccdo. Esta estrutura tem um impacto adverso na saude
dos individuos acometidos com infec¢cdes causadas por fungos, visto que
representam um problema crescente nos cuidados de saude (RAMAGE et al., 2009).
O avanco na medicina com a finalidade de prolongar a vida dos pacientes no
ambiente hospitalar, com uso de dispositivos médicos invasivos, nutricdo parenteral,
cateteres de demora, antibioticos de amplo espectro, quimioterapia e radioterapia
propiciam uma predisposicdo para a adesao e producdo de biofilme em superficies
abibticas por microrganismos, uma vez que essas estruturas sésseis podem se
formar em uma ampla variedade de substratos (KOJIC; DAROUICHE, 2004).

Dessa forma, os biofiimes fungicos se tornaram um problema clinico e
econbmico cada vez mais significativo, apresentando taxas de mortalidade
inaceitavelmente altas. Estudos tém demonstrado que as células que se
desprendem do biofilme tém uma associacdo maior com a mortalidade do que as
células planctdnicas equivalentes (UPPULURI et al., 2010). Além disso, estas
comunidades microbianas sdo importantes por serem refratarios ao tratamento
antifangico, o que representa um grande problema para os médicos, pois a dose
necessaria para erradicar o biofiilme pode exceder as maiores concentracdes

terapeuticamente atingiveis de antifungicos (RASMUSSEN et al., 2006).

4. ESTRATEGIAS DE COMBATE AOS BIOFILMES
Biofilmes produzidos por espécies de Candida, como mencionado
anteriormente, sao responsaveis por infeccbes recorrentes e cronicas e sao

tolerantes e/ou resistentes a diferentes compostos antifingicos, bem como ao
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sistema imunologico inato do hospedeiro (MATHE; VAN DIJCK, 2013). Diferentes
estudos indicam que a complexa estrutura do biofilme é que determina a
susceptibilidade antifngica desta comunidade. Esse fato pode ser explicado por
varios fatores, como o aumento da atividade metabllica que ocorre no
desenvolvimento inicial do biofilme, a presenca de MEC e altera¢cfes na expressao
génica, incluindo a regulacdo positiva de genes CDR e MDR que codificam
transportadores de resisténcia azélicos (MATHE; VAN DIJCK, 2013; TOBUDIC et al.,
2012).

Diferentes espécies de Candida demonstram um perfil de susceptibilidade do
biofilme bem distinto. Estudos realizados por Rodrigues et al. (2016), revelaram que
C. glabrata pode formar um biofilme mesmo na presenca de concentragbes
terapéuticas de anfotericina B. Além disso, o biofilme revela uma alta concentragao
de carboidratos (B -1,3 glucanas), na parede celular, o que estd implicado em sua
tolerancia antifungica. Por outro lado, biofiimes de C. glabrata sdo suscetiveis ao
voriconazol, que apresenta melhor potencial de penetracdo em comparacdo ao
fluconazol (RODRIGUES et al., 2017). Biofilme de Candida tropicalis € suscetivel a
micafungina; no entanto, a anfotericina B lipossomal, amplamente utilizada para o
tratamento de infeccGes por Candida spp., hdo apresenta alta atividade antifungica
(MARCOS-ZAMBRANO et al., 2016). JA C. auris, uma espécie emergente
multirresistente, e a estrutura do biofilme é relatada como resistente ao fluconazol,
ao voriconazol e as equinocandinas, micafungina e caspofungina, mas suscetivel a
anfotericina B, anfotericina B lipossomal e clorexidina (SHERRY et al., 2017).

Devido as limitacBes no tratamento do biofilme produzido por Candida spp.
com drogas convencionais, op¢des terapéuticas alternativas tém sido relatadas. Os
Oleos essenciais sdo uma importante fonte de compostos que podem ser aplicados
no tratamento de biofilmes. Manoharan et al. (2017) avaliaram 83 6leos essenciais
para um efeito anti-biofime de C. albicans, e o 6leo de Helichrysum foram
considerados os mais eficazes, inibindo a formacéo de biofilme e reduzindo in vivo a
viruléncia de C. albicans. O magnolol, encontrado principalmente em Magnolia
officinalis ja foi relatado como ativo contra biofilmes de C. albicans, Candida glabrata
e Candida dubliniensis; além disso, essa molécula é capaz de se ligar ao ergosterol
e causar permeabilizacdo da membrana, o que é uma caracteristica importante
quando se considera o desenvolvimento de um novo antifuingico (MANOHARAN et
al., 2017).



Outra possibilidade para o tratamento de biofilmes é o reaproveitamento de
drogas, que envolve a investigacdo de novos usos para drogas ja existentes para
tratar uma doenca emergente (KATRAGKOU et al., 2016). Nesse contexto, 0s
inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRSs), fluoxetina e sertralina,
foram avaliados e foi verificado que esses compostos sao ativos contra biofilmes de
Candida reduzindo a biomassa e o metabolismo (OLIVEIRA et al., 2018). Neste
estudo, a fluoxetina foi utilizada com sucesso para inibicdo de biofilmes de isolados
resistentes de C. albicans, Candida parapsilosis, C. glabrata e C. tropicalis.
Kathwate e colaboradores, em 2015, ao avaliarem o0s agonistas dos receptores do
acido gama-aminobutirico (GABA) (diazepam, lorazepam, midazolam) também
demonstraram que esses farmacos sao ativos contra o biofilme de C. albicans.

Ainda, a combinacao de drogas foi recentemente relatada como uma possivel
alternativa para o tratamento do biofilme. O tratamento pode envolver combinacfes
de agentes antifungicos pertencentes a diferentes classes como opc¢des terapéuticas
potenciais. A terapia combinada promove um espectro de acdo mais amplo,
dosagens reduzidas e menor tolerancia antifungica (SANTOS et al., 2020; DE
CREMER et al.,, 2015). As combina¢Bes bem-sucedidas incluem: fitoquimicos e
drogas antifungicas (PEMMARAJU et al.,, 2013); antimicrobianos e agentes
antifangicos (LU et al., 2018) e substancias da estratégia de reaproveitamento e
drogas antifungicas (LIU et al., 2016).

A nanotecnologia também vem sendo explorada como estratégia antifiingica
no combate a biofiimes de Candida. Nanoparticulas de prata foram consideradas
ativas na inibicdo da formacao de biofilme e em biofilmes pré-formados (LARA et al.,
2015). Além disso, a nanoestruturacdo de 6leos com baixa solubilidade potencializa
a atividade inibitéria em biofilmes de C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e C.
tropicalis (SOUZA et al., 2017). A terapia fotodindmica também foi relatada como
uma estratégia promissora no tratamento de biofilmes de Candida; esta tecnologia
combina luz e um fotossensibilizador e promete reduzir a toxicidade e a tolerancia
antifingica (PINTO et al., 2018). A combinagdo de tecnologia fotodindmica com
drogas antifingicas para ruptura de biofilme também foi aplicada com sucesso
(HUANG et al., 2018).



5. PRODUCAO DE BIOFILME POR LEVEDURAS

Biofilmes formados por leveduras representam um problema clinico crescente
e estd associado a taxas significativamente altas de mortalidade. C. albicans é o
agente mais relatado como formador de biofilme fangico, no entanto, outros géneros
como Cryptococcus sp. e Trichosporon sp. mostraram estar implicados em infec¢des
associadas ao biofilme. Ainda, a persisténcia deste fator de viruléncia a terapia
antifingica continua sendo a maior ameaca aos pacientes com biofilmes (RAMAGE
et al., 2009).

O espectro de leveduras que colonizam superficies e formam biofilmes é
vasto. Diferentes tipos de biomateriais frequentemente usados nas clinicas
propiciam a colonizagéo e a formagéo de biofilme por leveduras e o aumento das
leveduroses invasivas nas Ultimas décadas € praticamente paralelo ao aumento no
uso de uma variedade de dispositivos de implante médico (LEITE-ANDRADE et al.,
2017).

Cryptococcus neoformans, uma levedura oportunista encapsulada que causa
meningoencefalite com risco de vida em individuos imunocomprometidos,
demonstrou colonizar e subsequentemente formar biofiimes em derivacbes
ventriculares, fistulas de didlise peritoneal e valvulas cardiacas (MARTINEZ;
CASADEVALL, 2006). Diferentes espécies de Trichosporon (também leveduras
oportunistas) podem causar infeccfes disseminadas com risco de vida e também
foram associadas a infec¢fes relacionadas a implantes médicos, incluindo cateteres,
implantes mamarios e enxertos cardiacos (KRZOSSOK et al., 2004).

As espécies de Candida estao entre os agentes etiolégicos mais comuns de
infeccbes de biofilme relacionadas com leveduras. Dentro deste género, varias
espécies de Candida, além da C. albicans, como C. glabrata, C. parapsilosis, C.
krusei e C. tropicalis, tém sido relatadas como importantes patdgenos em casos
graves de candidiase invasiva. Estas leveduras sdo equipadas com uma ampla
gama de fatores de viruléncia e caracteristicas comensais que conferem a
capacidade de colonizar e invadir o tecido do hospedeiro. Esses fatores incluem a
expressdo de adesinas e invasinas na superficie celular, capacidade de danificar
células hospedeiras, timotropismo (deteccdo de contato), troca fenotipica, secrecéo
de enzimas hidroliticas e formacéo de biofilmes (HOFS et al., 2016).

As espécies de Candida sdo conhecidas por construir biofilmes altamente

estruturados e dinamicos compreendendo varias formas morfologicas (leveduras,
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pseudo-hifas e hifas). Neste grupo de fungos, a formacédo de biofilme pode ser
dividida em quatro fases principais: adesao, proliferacdo, maturacdo e disperséo
(Figura 1) (LOHSE et al., 2018; WALL et al., 2019).

Figura 1: Etapas da formacé&o de biofilme em Candida spp.

S leSaly

Fonte: Lohse et al., 2017, com adaptacdes

Na fase de adeséo, as células de levedura aderem a uma superficie e formam
uma camada basal que ir4 ancorar o biofilme. Estudos de microarray de células que
participam da formagédo de biofilme identificaram uma série de “adesdes génicas”
com expressodes alteradas de forma temporal. Estes estudos mostraram regulacao
positiva em duas classes de moléculas de adesdo em dois momentos: em um ponto
inicial (ALS1, ALS2, ALS3, ALS4, EAP1, MSB2, PGA6, SIM1, ORF19. 2449e
ORF19. 5126) e em um momento posterior (HYR1, FAV2, IFF4, IFF6, PGA32,
PGA55, ORF19.3988, ORF19.4906, ORF19.5813 e ORF19.7539.1) (FOX et al.,
2015, ALIM et al., 2018).

A adesao € seguida por uma fase de proliferacdo, que é caracterizada pelo
inicio da filamentacéo, levando ao surgimento de uma rede de hifas que contribui
para a robustez geral do biofilme. A capacidade de formar hifas, bem como a
aderéncia dessas hifas umas as outras e a outras células, é critica para o

desenvolvimento e manutencdo normais do biofilme (Nobile et al., 2015). Nesta fase,
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as hifas expressam varios fatores de viruléncia especificos do tipo celular, como
adesinas (HWP1, HWP2, RBT1, ALS3, ALS10, FAV2 e PGAbL5), enzimas
degradantes de tecidos (SAP4, SAP5 e SAPG6), proteinas de defesa antioxidante
(SOD5) e uma toxina de peptideo citolitico (ECE1) (MOYES et al., 2016; NOBLE et
al., 2017).

Na fase de maturacéo; ha a producéo de substancias exo-poliméricas (EPS)
que atuam essencialmente como um adesivo para segurar toda a arquitetura do
biofilme. Um biofilme maduro de C. albicans, por exemplo, € envolto em uma matriz
extracelular que € uma mistura de glicoproteinas (55%), carboidratos (25% em
grande parte a- manana e polissacarideos  -1,6-glucana e, em menor extensao, 3 -
1, 3-glucano), lipidios (15%) e acidos nucleicos (5%). Mais de 500 proteinas foram
identificadas por espectrometria de massa na matriz, muitas das quais sdo enzimas,
incluindo enzimas de hidrolise, sugerindo que a matriz pode desempenhar um papel
ativo na quebra de biopolimeros (Lohse et al., 2018), bem como o DNA que também
representa um componente funcional da matriz. Outro componente bem conhecido &
o B -1,3 glucano, responsavel por fornecer resisténcia contra o fluconazol por
sequestro da droga (NETT et al., 2010).

A Ultima fase é caracterizada pela dispersdo de células de levedura e/ou
partes do biofilme em forma madura. Isso permite a circulacdo e o estabelecimento
dos biofilmes em novos locais, tornando a infec¢ao sistémica. Varios componentes,
como reguladores transcricionais, proteinas da parede celular e chaperonas, séo
cruciais para esta etapa, sendo os reguladores envolvidos nessa dispersdo UMES,
PES1 e NRG1 (ALIM et al., 2018; ROBBINS et al., 2011)

Ademais, os biofilmes apresentam variacdes, a depender da espécie, quanto
a estrutura e composi¢do da matriz (Figura 2) (JAIN et al., 2007). Biofilmes de C.
tropicalis tem como principal componente da matriz extracelular a hexosamina
(27%), além de carboidratos, proteinas, fésforo e acido urbnico, em menor
quantidade (AL-FATTANI; DOUGLAS, 2006). Enquanto que a arquitetura constitui-
se de uma complexa matriz de polissacarideos com multicamadas compostas de
blastoconidios e filamentos metabolicamente ativas (INACIO et al., 2019). J&
biofilmes de C. glabrata e C. krusei produzem biofilmes sem a presenca de hifas

verdadeiras e ricos em matriz extracelular (SILVA et al., 2011).



Figura 2: Diferentes estruturas de biofilmes formados por Candida spp.

C. tropicalis C. krusei

C. parapsilosis C. glabrata

Fonte: Ramage et al., 2009.

6. PRODUCAO DE BIOFILME POR FUNGOS FILAMENTOSOS

Os estudos acerca da producédo de biofilmes por fungos filamentosos, ainda
sdo escassos na literatura, provavelmente porque esses microrganismos
apresentaram um perfil de formacdo de biofiimes diferente dos baseados nos
modelos bacterianos. Desta forma, é necessario o entendimento acerca dos critérios
para a formacédo de biofilme de destes microrganismos, tais como crescimento
agregado complexo: feixes de hifas e/ou camadas (como em oposicdo a células
fracamente associadas ou hifas crescendo em monocamadas), crescimento de
células associado a superficie, células incorporadas em uma matriz polimérica
extracelular, expressdo génica alterada resultando em mudancas fenotipicas que
incluem: maior tolerdncia a compostos antimicrobianos ou biocidas, mudancas na
producdo e/ou secrecdo de enzimas ou metabdlitos e mudancas fisioldgicas
(MOWAT et al., 2008; MICHAEL et al., 2009).
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Além disso, muitos desses fungos produzem hifas invasivas e/ou estruturas
que se estendem além da interface liquido-ar, ou as estruturas especializadas
necessarias para a penetracdo do hospedeiro, esporulacdo e acumulo de nutrientes
na interface do hospedeiro. Essas diferencas na morfologia e o crescimento dificulta
a compreensao dos biofilmes em fungos filamentosos. Desse modo, na maioria dos
casos, o0 termo "biofilme" ndo é usado para descrever essa associacdo em
superficie, mas usualmente é utilizado termos alternativos, como "biomassa fungica",
‘massas multicelulares’, ‘esteiras miceliais’, ‘submerso/fermentacdo em estado
sélido’, ou bola fungica. No entanto, esporos, fragmentos de hifas e outros
propagulos fungicos podem ser considerados como fase plancténica como visto em
leveduras e bactérias (GULIS et al., 2008; MOWAT et al., 2008; MICHAEL et al.,
2009).

A formacao de biofilme por fungos filamentosos foi descrita inicialmente para
Aspergillus niger cultivado em malha de poliéster caracterizados por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), para Aspergillus fumigatus foi estudado por
microscopia confocal de varredura a laser com (MCVL), transcriptdmica,
susceptibilidade a antibidticos e MEV, ja para Fusarium solani e Fusarium
oxysporum foram analisados por MCVL e sensibilidade a antibiéticos. Trés critérios
basicos sédo observados na formacao de biofilme fungico, todos tempo-dependentes,
(i) adeséo, que é fortemente aumentada pela hidrofobicidade do esporo de A. niger,
(i) uma fase inicial de crescimento e desenvolvimento, a partir da germinacao de
esporos a colonizacdo da superficie, que é afetada pelo densidade do indculo, e (iii)
uma fase de maturacdo em que a densidade biomassa é altamente aumentada, uma
organizacdo de canal interno foi criado garantido esse fluxo médio através a
biomassa, e presenca de uma matriz extracelular associada a uma susceptibilidade
reduzida a drogas antifingicas (AKAO et al., 2002; MOWAT et al., 2008; MICHAEL
et al. 2009; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2016).

Neste sentido, um grupo de pesquisadores canadenses propuseram um modelo
de seis estagios para a formacdo de biofilme por fungos filamentosos (Figura 3)
(MICHAEL et al., 2009).

1. Adsorcdo de propagulo — Caracterizado pela deposi¢cdo de esporos ou
outros propagulos, como fragmentos de hifas ou esporangios. Esta etapa envolve
essencialmente contato do organismo com uma superficie bidtica ou abiotica.

2. Fixacao ativa a uma superficie — Inclui a secrecéo de substancias adesivas
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por germinacdo de esporos e gametofitos ativos.

3. Formacdo de microcolbnia | — Estagios iniciais de crescimento e
colonizacdo da superficie que envolvem alongamento apical e ramificacdo das hifas.
Essas exploram o substrato, ramificam através das superficies como uma
monocamada, e/ou se tornar invasivo. Esta etapa envolve a producédo de uma matriz
polimérica extracelular que permite o crescimento de colonia fortemente aderidas ao
substrato.

4. Formagao de microcolonia Il, ou maturacgéo inicial — Envolve a formacéo de
redes compactadas de hifas ou micélios e adesao entre hifa. Isso inclui camadas,
formacdo de feixes de hifas aderidas por uma matriz polimérica extracelular, e a
formacao de canais de 4gua através da repulsédo hidrofébica entre as hifas.

5. Maturacéo ou desenvolvimento reprodutivo — Caracterizada pela formacéo
de corpos de frutificacdo, células esporogénicas, esclerddios e outras estruturas de
sobrevivéncia. O crescimento aéreo € muitas vezes uma caracteristica fundamental
da frutificacdo e dispersdo de fungos.

6. Fase de dispersdo ou planctbnica. Envolve a dispersdo de esporos ou
liberacdo, de fragmentos de biofilme. As células liberadas podem atuar como novos

propagulos para reiniciar o ciclo.

Figura 3: Etapas da formacé&o de biofilme em fungos filamentos.
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o
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(i) = (ii)—(iii) > (iv) > (v) > (vi)

Fonte: Harding et al., 2013.

Os fungos filamentosos comumente apresentam mais de uma forma
planctdénica que pode se dispersar para reiniciar o ciclo (ou seja, esporos sexuais,

assexuados esporos, esporangios e fragmentos de hifas). Estas formas dispersivas
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nao sao unicelulares e muitas vezes flutuam no ar em vez de agua. Em particular, as
estruturas sexuais costumam se formar em resposta ao estresse externo e aumentar
a variabilidade genética dentro das populagcbes (MICHAEL et al.,, 2009). A
Morfogénese aérea fungica envolve a secrecdo de pequenas proteinas chamadas
hidrofobinas. Estas proteinas sdo exclusivas de filamentosos fungos e
desempenham um papel em varios processos no crescimento e desenvolvimento
desses organismos. Hidrofobinas sdo envolvidos na formacgéo de estruturas aéreas
e na fixacdo de hifas a superficies hidrofébicas. Esta pode se organizar em
interfaces hidrofilica-hidrofébica e alterar as propriedades da superficie das hifas em
resposta a sinais ambientais e de desenvolvimento. Também é possivel que as
hidrofobinas formem camadas destinadas a selar agregacdes de hifas em estruturas
mais complexas em diversas espécies de fungos filamentosos (WOSTEN, 2001).

6.1 PRODUCAO DE BIOFILME POR ASPERGILLUS SP

Aspergillus fumigatus é o principal representante do género Aspergillus capaz de
formar biofilme, aderido a superficies bibticas e abidticas, esta forma de crescimento
pode conferir ao patdégeno a capacidade de colonizar diversos substratos, assim como
resistir as defesas fagociticas e ataques antimicrobianos (BEAUVAIS et al., 2020;
KAUR; SINGH, 2014).

Os biofilmes de A. fumigatus sdo formados estaticamente em condi¢bes de
crescimento in vitro ou in vivo. Esta condicdo de crescimento ja foi associada a forma
clinica invasiva da aspergilose, frequentemente fatal em  pacientes
imunocomprometidos, bem como a forma de aspergiloma. Sendo considerada por
muitos autores como um dos mais importantes fatores de viruléncias (MANFIOLLI et al.,
2018; VEERDONK et al., 2017).

Estudos in vivo demonstram que a presenca de biofiime em aspergiloma e
aspergilose pulmonar invasiva (API). No aspergiloma, A. fumigatus cresce como um
biofilme tipico caracterizado por hifas fortemente envolvidas em uma matriz
extracelular (MEC) formada principalmente por polissacarideos. Ja na aspergilose
pulmonar invasiva, embora as hifas crescam separadamente no pulmao, elas tendem
a ser cobertas por uma MEC (BEAUVAIS et al, 2020; MANFIOLLI et al., 2018; KAUR,;
SINGH, 2014).

A MEC presente nos biofilmes de A. fumigatus, € composta por
galactomanano, 1,3- glucanos, monossacarideos, melanina, proteinas, polidis e

melanina. Estudos apontam a presenca de eDNA. Técnicas de imunomarcacdo em

13



proteinas evidenciam a presenca de dois antigenos principais, o dipeptidilpeptidase
V, e catalase B, e um alérgeno, AspF1 além de hidrofobinas (KAUR; SINGH, 2014;
MANFIOLLI et al., 2018). MEC exerce funcdes estruturais para aumento da
densidade celular, controle da desagregacdo e alteragdo das necessidades
nutricionais, agindo como uma barreira de protecéo fisica e quimica contra sistema
imunologico do hospedeiro e drogas antifungicas (REICHHARDT et al., 2015).

A producédo de MEC esta associada com a maturidade do biofilme e forma de
infecgdo. Estudos demonstram que em biofilmes formados aspergiloma apresentam
uma MEC mais espessa, quando comparado com biofiimes das infeccdes
pulmonares invasivas, logo as hifas mostram células vacuolizadas apds 48 horas de
infeccdo. J& estudos de imunocitoquimicas do aspergiloma indicam a presenca dos
mesmos polissacarideos encontrados na MEC produzida in vitro em culturas
estaticas e aéreas, a-1,3 glucano, galactomanano e galactosaminogalactano,
diferentemente da MEC dos biofilmes em API onde ndo sdo observados a presenca
de a-1,3 glucanos (BEAUVAIS et al., 2020; KAUR; SINGH, 2014; MUSZKIETA et al.,
2013).

O processo de adesdao e germinacdo dos conidios in vitro duram
aproximadamente 10 horas, em seguida, ha uma fase de delongamento antes que
as hifas entrem em contato entre si e, formando uma monocamada em torno de 10 a
16 horas, seguida de maior complexidade estrutural nas proximas 4-8 horas de
desenvolvimento (MOWAT et al., 2007). J& a formacdo de biofilme in vitro de A.
fumigatus em células epiteliais ocorre nas fases inicial (12h), intermediaria (48h) e
maturacdo (72h). Em co-culturas de células epiteliais foi demonstrado que os
biofimes de A. fumigatus consistiam de hifas paralelas e cruzadas com uma
estrutura heterogénea de MEC, estabelecidas em células epiteliais brénquicas
humanas e apresentavam as mesmas fases de desenvolvimento (MUSZKIETA et
al., 2013).

6.2 PRODUCAO DE BIOFILME PELO COMPLEXO Sporothrix schenckii

Os estudos acerca da formacdo de biofilme pelo Complexo Sporothrix
schenckii continuam limitados. As espécies do Complexo S. schenckii sdo agentes
de micose subcutdnea aguda ou crbnica em humanos e outros mamiferos, e
infecgbes  sistémicas, particularmente em individuos imunocomprometidos
(CHAKRABARTI et al., 2015) sendo a esporotricose uma micose prevalente em todo

o mundo. Varios fatores foram associados a viruléncia das espécies do Complexo S.
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schenckii, incluindo termotolerancia, producdo de melanina, peréxido de ergosterol,
proteases e adesdo (ROJAS et al., 2018).

A formacgédo de biofilme é potencialmente um fator chave para a patogénese
dessa micose. Em estudos recentes S. schenckii demonstrou a capacidade de
formar biofilmes in vitro, sendoobservados as fases de ades&o, desenvolvimento e
maturacdo. Além da presenca glicoproteinas e polissacarideos de parede celular
que sdo importantes para a interacdo e adesao em superficies abidticas e bibticas. A
adesdo é um primeiro requisito para o desenvolvimento de biofilmes e para
estabelecer uma infeccdo; S. schenckii apresentam conidios que se aderem a
superficie e apresenta parede celular glicoproteica com manose e residuo de glicose
0s quais participam desse processo de ades&o as células epiteliais. (SANCHEZ-
HERRERA et al., 2020; SANDOVAL-BERNAL et al., 2011).

Em biofilmes de S. schenckii, a matriz extracelular apresenta carboidratos e
proteinas semelhantemente as matrizes de biofiime de Candida e Aspergillus, que
sdo compostos por hexosamina e polissacarideos. No entanto, a matriz extracelular
de S. schenckii possui uma maior quantidade de carboidratos e menos proteina
guando comparados aos biofilmes de espécies de Candida, sugerindo que a
composicdo da matriz pode ser especifica para cada espécie de fungo (SHOPOVA
et al., 2013).

Ademais, na matriz de biofilme do S. schenckii temos a presenca de quatro
classes macromoleculares: carboidratos, proteinas, lipidios e acido nucleico. Nesse
aspecto, ha um consenso geral de que a matriz de biofilme atua como uma barreira
para a difusdo de agentes antimicrobianos, formando canais de agua para
hidratac&o e distribuicdo de nutrientes, o que proporciona estabilidade mecanica aos
biofilmes, medeia a adesdo de a superficies e forma uma coesa rede de polimero
tridimensional que se interconecta e transitoriamente imobiliza células de biofilme.
(NOGUEIRA BRILHANTE et al., 2017; MITCHELL et al., 2016). Além disso, 0 eDNA
componente da matriz da maioria dos biofilmes, protege de tensbes tais como
farmacologia, dessecacao, nutrientes e outros. Sendo o papel do eDNA na formacéo
de biofilme um importante fator de integridade estrutural do biofilme. A presenca de
eDNA na matriz extracelular de S. schenckii € uma chave para estabelecimento de
biofilme e resisténcia antifingica, o que tem levado a dificuldade de tratamento da
esporotricose nos ultimos anos. (NOGUEIRA BRILHANTE et al., 2017).

Os biofilmes de S. schenckii expressaram resisténcia quando comparado as
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culturas planctonicas, sugerindo que a estrutura do biofiime confere essa
capacidade (NOGUEIRA BRILHANTE et al.,, 2017). A resisténcia a atividade
antifingica ocorre por bombas de efluxo dependentes de CDR1, CDR2 e MDR as
quais séo relatadas em outros fungos patogénicos, mas € desconhecido a presenca
dessas moléculas expressas em S. schenckii, sendo necessarios estudo

complementares acerca desse mecanismo (SANCHEZ-HERRERA et al., 2020).

7. CONCLUSAO

O conhecimento acerca da producdo de biofilmes por fungos é de grande
importancia para saude, industria e meio ambiente. Neste sentido, a compreensao
do conceito de biofilmes, aspectos estruturais e composi¢do, bem como 0 processo
de formacéo, sao fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de controle
efetivas e entendimento do risco que estes representam nesses setores. Sobretudo
em fungos que ndo apresentam o processo de producdo de biofilme totalmente
definido, como os fungos filamentosos. O debate sobre o que qualifica um biofilme,
as estratégias de erradicacdo e impacto causado por essa associagdo certamente
devem continuar, e sdo necessarios para desenvolvimento de modelos biol6gicos
gue permitam a compreensdo de crescimento, desenvolvimento e respostas aos

antimicrobianos, favorecendo o estudo de novos alvos e opcdes terapéuticas.
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RESUMO: O fungo liguenizado ou liqguen pode ser considerado um holobionte, em
gue o um fungo (geralmente um Ascomiceto) é o componente dominante e contém
um microbioma. Neste microbioma existe um parceiro fotossintético que pode ser
uma alga ou cianobactéria. Os liqguens apresentam morfologia diversificada e sao
capazes de habitar ambientes com extremos de temperatura, diferentes pH e
intensa radiagcdo solar. As substancias por eles produzidas, a partir do seu
metabolismo secundario, tem papel ecologico muito importante facilitando sua
permanéncia e desenvolvimento nos diversos ambientes. Eles funcionam como
protetores do talo contra a radiacdo ultravioleta (UVA e UVB), aos extremos de
temperatura (frio e calor) e a ataques de predadores como insetos, parasitas,
invertebrados e microrganismos. Seus metabolitos secundarios, também chamados
de acidos liquénicos, compreendem substancias produzidas em trés rotas
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biogenéticas: acetato polimalonato, acido mevalonico e do acido chiquimico, que,
semelhante na natureza, apresentam atividade biolégica sobre fungos patogénicos.
Entretanto, ainda ha muito a ser explorado quanto a este potencial e muitas
substéancias liquénicas ainda néo foram testadas.

ABSTRACT: The lichenized fungi or lichen can be considered a holobiont, where a
fungus (usually an Ascomycete) is the dominant component and contains a
microbiome. In this microbiome there is a photosynthetic partner that may be an
algae or a cyanobacteria. Lichens have diverse morphology and are able to inhabit
environments with temperature extremes, different pH and intense solar radiation.
The substances produced by them, from their secondary metabolism, have a very
important ecological role, facilitating their permanence and development in different
environments. They act as protectors of the thallus against ultraviolet radiation (UVA
and UVB), temperature extremes (cold and heat) and attacks by predators such as
insects, parasites, invertebrates and microorganisms. Its secondary metabolites, also
called lichen acids, comprise substances produced in three biogenetic pathways:
polymalonate acetate, mevalonic acid and shikimic acid, which, similar in nature,
have biological activity on pathogenic fungi. Furthermore, there is still much to be
explored regarding this potential, and many lichen substances have not yet been
tested.
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1. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DO LIQUENS

Liquen é uma associagdo simbidtica estavel e autossustentavel entre um
fungo — o micobionte — e um parceiro fotossintetizante — o fotobionte (KIRK et al.,
2008). Mais precisamente o liquen é uma associacao ecoldgica obrigatoria estavel
entre um ex-habitante fungico e um in-habitante fotossintético composto de uma
populacdo de algas unicelulares ou filamentosas ou cianobactérias localizadas
extracelularmente (HAWKSWORTH; HONNEGER, 1994). Liquens s&o um grupo
biolégico ndo taxonémico e sdo Unicos no sentido de que em muitos casos a forma
de vida e comportamento resultantes diferem significativamente daqueles dos
componentes isolados. Na maioria dos liquens o micobionte — que geralmente néo
ocorre em vida livre - é responsavel pela forma geral do talo (como é chamado o
corpo do liqguen) e seus esporomas (antigamente denominados corpos de
frutificacdo), mas ha uma interacdo entre ambos componentes (fungo e fotobionte)
na producdo da forma final, e uma ampla variedade de relacdes biolégicas estédo
envolvidas (KIRK et al., 2008). Apesar da visdo geral de que o liquen é constituido
por uma espécie fungica e uma espécie de fotobionte, ha também associacdes
liquénicas formadas por 3, 4, 5 ou mais parceiros na simbiose.

Estudos novos propdem uma revisdo na definicdo de liquen, baseando-se em
descobertas recentes:

Spribille et al. (2016) visualizaram pela primeira vez a presengca de
basidiomicetos leveduriformes (Cystobasidiomycetes, Pucciniomycotina) no cortex
de liguens pendentes, e detectaram a presenca dessas linhagens de leveduras em
varias espécies, concluindo que as mesmas representam um componente integral
no cortex superior de liquens. Variedades de bactérias também vém sendo isoladas
desde a primeira metade do século 20 (Cardinale et al., 2008), bem como, protistas
e até virus (PETRZIK et al., 2019). Assim, os liquens parecem ter evoluido como
sistemas abertos e podem ser interpretados com ecossistemas em miniatura,
incluindo uma variedade de organismos operando em diferentes niveis troficos.
Desse modo, o liquen pode ser tratado como um exemplo de “holobionte”, com um
fungo dominante contendo um microbioma (SIMON et al., 2019); o fungo liquenizado
define a morfologia geral do talo e o parceiro fotossintético imerso no talo prové a
necessidade energética, com pouca variagdo na diversidade e biomassa mais

controlada, enquanto as bactérias e leveduras das camadas mais externas do talo
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sdo mais diversas e menos especificas.

Em consequéncia, Hawksworth e Grube (2020) redefinem a simbiose
liquénica como: “O liquen €& um ecossistema autossustentavel formado pela
interacdo de um ex-habitante fangico e um arranjo extracelular de um ou mais
parceiros fotossintéticos e um ndmero indeterminado de outros microrganismos
microscopicos”.

A liguenizacdo é uma das principais estratégias nutricionais dentro de Fungi.
Os fungos liquenizados podem ser, mais frequentemente, um ascomiceto ou ainda
um basidiomiceto. Alguns fungos anamorficos também podem ser liquenizados, no
entanto, conforme os estudos filogenéticos e do ciclo de vida avancam, esses tém
sido alocados para os ascomicetos, ou, mais raramente, basidiomicetos (MARCELLI,
2006; NASH, 2008).

Somam cerca de 17% de todas espécies fungicas (s.str.) e 27% de todos
Ascomycota. O namero atual de espécies aceitas é 19.387 espécies, distribuidas em
995 géneros, 115 familias, 39 ordens e oito classes. Basidiomycotaliquenizados
somam 172 espécies (0,9% do total de fungos liquenizados) em 15 géneros, cinco
familias, cinco ordens e uma classe (sendo assim 19.215 spp., 980 géneros, 110
familias, 34 ordens e sete classes pertencem aos ascomicetos). Os basidioliquens
sdo geralmente considerados pobres em numeros de espécies, mas estudos
recentes tém mostrado que algumas linhagens sao altamente diversas. (LUCKING
et al. 2016).

A liguenizacdo se mostra, assim, um processo bastante vantajoso para o
fungo, e estudos filogenéticos apontam que esse fendmeno surgiu varias vezes
durante a histéria evolutiva, tanto de Ascomycota quanto Basidiomycota, tendo
ocorrido de 20 a 30 eventos de liquenizacdo independentes durante a evolugédo do
grupo (LUCKING et al., 2016).

O numero de parceiros fotossintetizantes que podem participar da associacéo
liquénica é relativamente pequeno: apenas 40 géneros séo representados, sendo 25
algas e 15 cianobactérias. A maioria pertence a géneros de vida livre (e.g.
Coccomyxa, Myremecia, Trentepohlia para algas verdes e Gloeocapsa, Nostoc,
Scytonema, Stigonema para cianobactérias), e em alguns casos populacdes em vida
livre e em associagcao liquénica podem ser encontradas em um mesmo habitat.
Apenas o complexo Trebouxia (incluindo Pseudotrebouxia), que ocorre em 20% de

todos os liquens, aparenta ser exclusivamente liquenizado, sendo rara e discutivel
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sua ocorréncia em vida livre na natureza (AHMADJIAN, 1993, MUKHTAR et al.,
1994). Assim, uma mesma espécie de fotobionte pode ocorrer em uma grande
diversidade de associac¢oes liquénicas.

Inicialmente, liquens foram tratados como um grupo de organismos a parte
dentro das plantas, por sua cor esverdeada e sua capacidade fotossintetizante. Em
sua obra Species Plantarum Linnaeus descreveu cerca de 80 espécies de liquens
dentro do género Lichen. Foi seu aluno Erik Acharius que se dedicou mais ao estudo
dos liguens e escreveu a primeira classificagao propriamente dita dos mesmos,
sendo considerado o ‘pai da liquenologia’ (NASH, 2008).

Com a descoberta de Schwendener (1867) de que os liquens eram na
verdade dois organismos em associagcdo, e ndo apenas um organismo como se
pensava anteriormente, os liquens pararam de ser tratados como uma unidade
taxondmica, Lichenes. Um dos primeiros pesquisadores a incorporar esse
tratamento nos seus estudos taxonémicos foi Edvard August Vainio, que também
produziu uma importante obra sobre liquens brasileiros, tendo sido por isso
declarado ‘pai da liquenologia brasileira’ (MARCELLI, 2006).

Assim, liquens deixaram de ser tratados como grupos exclusivos, e possuirem
nomes cientificos proprios, apresentando na verdade uma nomenclatura especifica
guanto ao fungo, inserido no Reino Fungi, € uma nomenclatura especifica para o
fotobionte, dentro dos seus préprios reinos. O nome comumente dado ao liquen
refere-se, na verdade, ao componente flngico, visto que este é o parceiro dominante
na associacao, e o fotobionte apresenta sua classificacdo prépria (TURLAND et al.,
2018).

O liquen é formado por uma matriz de hifas fangicas na qual esta imerso o
fotobionte. Quando portador de algas verdes, o talo costuma apresentar coloracéo
entre o branco e cinza, com tom esverdeado devido a clorofila; quando portador de
cianobactérias, suas cores tendem ao marrom e cinza-chumbo. E comum que o
liquen se torne um verde claro ou escuro mais vivo quando umedecido, pois as hifas
fungicas absorvem agua e intumescem, se tornando transparentes. Em alguns
casos, os liguens podem apresentar cores mais vivas, como amarelo, vermelho ou
laranja; essas cores devem-se a presenca de metabdlitos secundarios no talo
(MARCELLLI, 2006).

O fotobionte esta ou distribuido aleatoriamente em uma matriz gelatinosa ao

longo do talo liquénico (Figura 1), organizacdo conhecida como talo homémero
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(sem estratificacdo), ou em uma camada compacta abaixo do cértex superior ou
externo do liguen, em uma organizacdo denominada de talo heterdmero
(estratificado). No talo heterdmero, as hifas fangicas se adensam nas camadas mais
externas, formando o cortex, e formam uma camada menos adensada internamente,
gue se divide em uma por¢ao superior contendo o fotobionte, denominada camada
de algas, e uma porcédo inferior ausente de fotobionte, chamada medula (HALE,
1983).

Figura 1. Corte transversal de talo liquénico. A: talo homdmero; B: Talo heterdmero.
i i

Fonte: Buril, 2020

O talo liquénico pode apresentar diversas formas conforme sua organizagao e
estruturacdo anatébmica, indo desde formas mais simples, como o talo pulverulento,
onde as hifas crescem por entre as colonias de algas de forma desorganizada, a
formas mais complexas, como os talos fruticosos, com uma estruturacdo em
camadas. Os principais tipos de talos sdo: crostoso, folioso, fruticoso (Figura 2);
sendo menos frequentes os talos filamentoso, esquamuloso e o dimorfico.
Adicionalmente ao talo, 0 mesmo pode apresentar diversas estruturas especificas, e
sua presenca ou auséncia, forma, disposicdo, ontogenia e até abundancia variam
conforme o taxon. S&o algumas: maculas; pseudocifelas; cifelas; cilios; rizinas,
tomento, fibrilas, protalo, (HALE, 1983; MARCELLI, 2006).
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Figura 2. Tipos mais comuns de talos liquénicos. A: talo crostoso; B: talo folioso; C: talo fruticoso.

?'. W-’ e 2 "’;-

b 3
Fonte: Buril, 2020.

O liquen pode produzir propagulos contendo o micobionte e fotobionte que
formardo novos talos liquénicos, ou o fungo pode produzir esporos sexuada ou
assexuadamente, que serdo liberados no meio e precisam encontrar o fotobionte
compativel para formagédo de novo talo liquénico. Assim, a simbiose liquénica pode
reproduzir-se no meio pelo método direto, com formacéo de propagulos, ou indireto,
com formacao de esporos pelo fungo liguenizado (MARCELLI, 2006).

A reproducéo direta pode ocorrer por fragmentacdo e morte de partes velhas
do talo, formando talos liquénicos idénticos entre si, ou por sorédios ou por isidios,
que sao pequenos propagulos contendo fungo e fotobionte. A reproducéo indireta
pode ocorrer pela producdo de conidios, esporos produzidos em conidiomas do
fungo, que tanto podem atuar como gametas, na reprodugdo sexuada, como
esporos, na reproducao assexuada, e pela producdo de ascésporos, produzidos
em ascomas (apotécio, peritécio, lirela ou mazédio) por reproducdo sexuada, no
caso de ascoliquens, ou basidiéosporos, produzidos em basidiomas no caso de
basidioliquens. (MARCELLI, 2006).

Os propéagulos, quando dispersos, podem gerar um novo talo ao cair em
substrato adequado. Quando a dispersdo € por meio de ascdsporos, € necessario
gque o esporo, ao germinar, encontre o fotobionte compativel para realizar o
processo de liquenizacdo e gerar um novo talo. Caso isso ndo ocorra, 0 micobionte
isolado possui baixas chances de sobrevivéncia devido a competicdo com outros
organismos e tende a morrer. As principais estratégias do esporo fungico para
captura de células do fotobionte e subsequente liquenizacdo sdo: o assentamento
em uma colénia algal ou de cianobactérias de vida livre, capturando células
conforme germina e cresce; a invasao de um liquen preestabelecido, matando o
parceiro fungico e capturando o fotobionte daquele talo; a aterrisagem proxima ou

sobre um liquen, competindo com o0 mesmo e capturando células do fotobionte; ou

27



persistir em uma associacdo pouco estruturada com um parceiro fotossintético nao
especifico até a captura de um parceiro algal verdadeiramente compativel (KIRK et
al., 2008).

O tipo de contato célula-a-célula do micobionte com o fotobionte varia em
diferentes grupos; esse varia de justaposicdo parede-a-parede a uma variedade de
haustorios intraparietais até haustorios intracelulares (GALUN et al., 1970 a,b). E
possivel observar, em algumas associacdes, a presenca de células algais mortas
conectadas a haustorios, fortalecendo a teoria de que a associagéo liquénica pode
se comportar mais como um parasitismo controlado do que como um mutualismo,
como sugere Ahmadijian (1993): adicionalmente, o fotobionte tende a crescer mais
lentamente em simbiose do que quando em vida livre.

De qualquer forma, sabe-se que os haustorios faciltam o transporte de
carboidratos do fotobionte para o micobionte e gquestionamentos séo feitos se 0s
haustérios podem também facilitar a passagem de nutrientes do micobionte para o
fotobionte (NASH, 2008). O fungo obtém do fotobionte substancias de crescimento
como tiamina e biotina e produtos da fotossintese, como polidis, no caso de algas
verdes, e glucose, bem como nitrogénio atmosférico, no caso de cianobactérias
(KIRK et al., 2008).

Sabe-se que o fungo liguenizado se beneficia enormemente ao obter sua
nutricdo do fotobionte, mas o beneficio ao fotobionte com a associagdo € menos
Obvio. O fotobionte principalmente ganha protecdo contra a alta intensidade
luminosa, temperaturas extremas e a dessecacao, permitindo que ambos vivam
juntos em areas inéspitas, onde ndo poderiam fazé-lo independentemente (NASH,
2008).

1.2 VISAO GERAL DO METABOLISMO PRIMARIO E SECUNDARIO EM
FUNGOS LIQUENIZADOS OU LIQUENS

Semelhantes as plantas, os liguens produzem substancias essenciais € nao
essenciais para o seu metabolismo a partir do que se convencionou denominar
metabolismo primario (intracelular) e secundario (extracelular). Os produtos
elaborados a partir do metabolismo primério (proteinas, polidis, polissacarideos,
vitaminas, aminoacidos e carotenoides) sdo aqueles fundamentais para sua
sobrevivéncia. S&o encontrados nas paredes celulares e protoplastos e, por serem
frequentemente solliveis em agua, podem ser extraidos com &agua quente

(FAHSELT, 1994b). Podem ser produzidos tanto pelo fungo, como também pela
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alga.

Os aminoacidos sao similares aqueles encontrados em plantas. A
micosporina, serinol e acido L-glutdmico 5-[(2,4-dimetoxifenil) hidrazina], por
exemplo, foram descritos na literatura como sendo bons filtros solares (UVB) e
apresentaram atividade antioxidante podendo ser isolados do liquen
Lichinapygmanea (ROULLIER et al., 2010). Os carotenoides, produzidos por ambos
os simbiontes contribuem com 1,5-24 mg/g do peso seco do talo (RANKOVIC
KOSANIC, 2019) e; os polissacarideos com 3-5% (CULBERSON, 1970). De acordo
com Hale (1983), foram identificados nos liquens os carotenoides: epoxido de [B-
caroteno, a-criptoxantina, luteina e astaxantina. As vitaminas, que sao sintetizadas
em sua maioria pelas algas, sdo: os acidos ascorbico, nicotinico, pantaténico e
folico; biotina, a-tocoferol; riboflavina e tiamina.

O aporte de carbono necessario para abastecer as rotas biogenéticas dos
metabdlitos secundarios é fornecido pelas algas através da fotossintese, e envolve o
transporte de carboidrato para o fungo e subsequente biossintese dos metabdlitos
secundérios. Estas rotas de transporte sdo conhecidas desde 1969, quando
Mosbach descreveu toda a rota do carbono metabodlico para este fim. O tipo de
carboidrato fornecido para o fungo é determinado pela alga e geralmente liquens
gue contém algas verdes transferem ribitol, eritritol ou sorbitol. Por outro lado,

liquens que contém cianobactérias produzem glicose (Figura 3).

Figura 3. Exemplos de metabdlitos primarios e secundarios produzidos por liquens

MI“IIMHI

Fonte: Podterob, 2008.
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Mesmo estando incluidos no Reino Fungi, os liguens sdo organismos Unicos,
pois apresentam caracteristicas peculiares; entre elas a producdo de substancias
(algumas exclusivas da classe), que séo derivados fendlicos, produzidos pelo
micobionte, através de um conjunto de genes na rota das policetidios sintases
(PKSs) do tipo | e Il, que levam a formacdo de quatro estruturas distintas bem
diferenciadas  quimicamente, conhecidas como depsideos, depsidonas,
dibenzofuranos, &cidos Usnicos e depsona. Estes compostos sdo denominados
genericamente de substancias liquénicas ou acidos liquénicos (Tabela 1) (HOWELL
et al., 2003; EISENREICH et al., 2011).

Tabela 1. Principais classes de compostos originados das trés principais vias de producdo de
metabolitos secundarios de liquens

Fonte: lvanova; lvanov (2009).

As substéncias liquénicas sao insollveis em &agua, com peso molecular
relativamente baixo que se acumulam no cOrtex (e.g. atranorina, parietina, acido
asnico e as melaninas do fungo), ou na camada medular (e.g. acidos fisodico,
fisodalico e protocetrarico). Elas se depositam na porcdo extracelular em forma de
cristais e/ou sobre a superficie das hifas, sendo restritas a areas especificas do talo,
estando relacionados a diferentes funcdes. O papel biolégico das substancias
liquénicas pode ser resumido da seguinte forma: 1- eles podem ter papel antibi6tico
contra 0s microorganismos; 2- aumentam a permeabilidade da membrana do

fotobionte; 3- inibem o crescimento ou germinacdo de planta com sementes e
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musgos; 4- sdo capazes de absorver luz ultravioleta, protegendo o fotobionte do
excesso de luminosidade; 5- sdo a base de defesa contra herbivoros e insetos; 6-
previnem contra 0 excesso de agua no talo, permitindo a continua troca de gases
(POYKKO et al., 2010).

Algumas espécies de fungos nao liquenizados do género Aspergillus, como
por exemplo, A. flavus, A. parasitucuse A. ochraceus produzem os &acidos
fumarprotocetrarico, lobarico, protocetrérico, salazinico, esquamatico e estistico
quando cultivados em meio de cultura contendo extrato de malte enriquecido com
azeite de oliva (ZAIN, 2009). O micobionte isolado de Parmelinella simplicor produz
a atranorina e o acido salazinico cujo potencial antimicrobiano foi testado com
sucesso contra o Staphylococcus aureus (DHARMADHIKARI et al., 2010). Além da
parietina (antraquinona), extraida de Teloschistales, e das plantas superiores do
género Rumex, bem como, o acido lecandrico obtido do fungo do género Pyricularia
(BEDNAR; SMITH, 1965; ARMSTRONG; SMITH, 2009). Estes dados indicam que o
micobionte sozinho é capaz de produzir estas substancias acima citadas.

1. 3 ATIVIDADE BIOLOGICA DE SUBSTANCIAS LIQUENICAS SOBRE
FUNGOS DE IMPORTANCIA ECONOMICA E MEDICA

Na natureza existem milhares de espécies de fungos, porém a grande maioria
€ incapaz de causar infec¢cdes nos seres vivos, devido ao seu sistema de defesa,
seja como fagocitose, sistema complemento, imunidade celular ou humoral, entre
outros. No decorrer da evolucéo, algumas espécies foram capazes de se adaptarem
a ambientes indspitos e consequentemente sobrepujaram os diferentes mecanismos
de defesa, podendo causar infeccbes de natureza cutdnea ou respiratdoria em
animais e humanos. As infecgbes podem ser leves ou intensas dependendo da
susceptibilidade do individuo, envolvendo mucosas, érgaos e tecidos inteiros. Sao
causadas por fungos patogénicos primarios, que apresentam dimorfismo térmico, ou
seja, na natureza se apresentam na forma de hifas, mas quando invadem o
organismo humano adquirem a forma de levedura. Na maioria das vezes, sao
doencas pulmonares, com porta de entrada pelas vias aéreas (COELHO et al.,
2020).

E importante ressaltar que essas doencas apresentam distribuicBes
geograficas caracteristicas, sendo causas de endemias. Adicionalmente, devido ao
uso irracional de antifungicos, os fungos adquirem resisténcia aos medicamentos

utilizados, tornando-se uma problematica no contexto de Saude Publica, uma vez
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que dificulta o tratamento de micoses produzidas pelos diferentes fungos (COELHO
et al., 2020). Por esta razdo, novas moléculas estdo sendo apresentadas e
discutidas no meio cientifico quanto ao seu potencial antifangico, no que concerne
as linhagens resistentes. Moléculas promissoras surgem a partir de organismos
naturais, sejam microrganismos, invertebrados, plantas e os liquens. Os metabdlitos
secundarios dos liguens apresentam diversificadas atividades bioldgicas,

importantes na area médica, entre elas a antifangica, como descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Atividade bioldgica de substancias liguénicas sobre fungos de importancia médica

Extrato Liguen Metabdlito secundario  Fungo Referéncia

Etanol Candida Plaza et al., 2017
Diclometano Cladonia aff. rappii Cryptococcus

Agua Alectoriasarmentosa Absidiacorymbifera Rankovié; Misi¢, 2017
Alcool Ushea Alternaria alternata

Acetato de etila

Acetona

Metanol

Acetona

Metanol
Diclometano
Hexano

C. rangiferina

C. amaurocraea
C. rangiferina
U. longissima

Ramalina

Anaptychiaciliaris
Cetraria islandica

C. ramulosa

C. uncialis
Everniaprunastri

P. hymenina

P. rufescens

R. fastigiata
Xanthoparmeliaconsp
ersa

X. tinctina

Xanthoria parietina
Heterodermiadiadem
ata

Parmotremasp.
Heterodermia
Cladonia

Acido tsnico

Acido dsnico
Acido salazinico
Acido sekikaico

Aspergillusflavus

A. fumigatus

A. niger

Botrytis cinerea
Cladosporiumcladosporoides
Fusariumoxysporum

F. solani

Mucormucedo
Paecilomycesvariotii
Penicilliumfuniculosum
P. raistrickii
Trichoderma harzianum
T. viride

Saprolegnia parasitica
Achlyabisexualis
Pythiumsp

Alternaria sp.
Fusarium sp.

C. albicans

C. albicans

C. albicans

Guo et al., 2017

GN et al., 2017

Millot et al., 2017

Nath Jha et al., 2017
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Acetona
Etanol
Metanol
Agua

Metanol

Metanol

Hexano
Diclorometano
Acetato de etila
Acetona
Hexano,
Diclorometano,
Acetato de etila
Acetona
Metanol

Lecanora
Parmelia
Streocaula

Caloplaca
Everniastrum
HeterodermiaHypotra
chyna

Platismatia

Ramalina

P. ravum

Parmelia

Dirinaria agealita

Parmelia

Parmelia

Leconara

Antronorina

Acido Usnico

Xantonas

Carotenoides

Acido orselinico

Cryptococcus

A. flavus
Penicilliumpurpurascens
P. verrucosum

EpidermophytonfloccosumMicrosporumaudouinii

M. canis

M. gypseum

M. nanum,
Trichophyton longifusus
T. mentagrophytes
T. rubrum

T. tonsurans
T.violaceum.

T. rubrum,

M. canis

E. floccosum

C. parapsilosis
Botrytis cinérea
Fusarium oxysporum
C. albicans
Paecilomyces variotii
R. solani

F. oxysporum

S. rolfsi,

Colletotrichum sp. Fusarium oxysporum

Pyricularia oryzae.

Colletotrichum sp.
F. oxysporum
Fusarium. sp.
Pyricularia oryzae
Aspergillus spp.

Studzinska-
Sroka;Galanty; Bylkal,
2017

Furmanek; Czarnotail;
Seaward, 2018

Resende et al., 2018
Padhi et al., 2018
Gonzélez-Burgos;
Fernandez-Moriano;
Gomez-Serranillos, 2019

Dawoud et al., 2020

Tuan et al., 2020

Tuan et al., 2020

Abdullah; Kolo; Sajadi,
2020

Fonte: Os autores.
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2. CONCLUSAO

Embora estejam sendo largamente estudados ao longo dos anos, ainda ha
muito a ser explorado a respeito dos metabdlitos secundarios produzidos pelos
liguens. Muitas substancias ainda ndo foram utilizadas em ensaios biol6gicos. Ja se
sabe, entretanto, que quando apresentam atividade bioldgica sdo em baixissimas
concentracbes e suas moléculas podem servir de prototipos para a obtencdo de

novos farmacos.
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RESUMO: As dermatofitoses sao infec¢des fungicas ocasionadas por um grupo de
fungos dermatdfitos. Elas sdo mais prevalentes em paises subtropicais e tropicais,
embora se apresentem globalmente, e acometem tanto criancas quanto adultos.
Microsporum spp., Trichophyton spp. e Epidermophyton spp. sdo os trés géneros
mais frequentemente associados a infecgcbes em humanos e embora apresentem
suas caracteristicas individuais, eles ndo diferem na sua patogenia, uma vez que
atuam, principalmente, no estrato cérneo da epiderme. Entretanto, espécies destes
géneros podem variar quanto a capacidade de atuar nas unhas e cabelos. Essa
variagdo ocorre quanto a sua forma de adesao e invasao ao tecido, fatores de
viruléncia enzimaticos e ndo enzimaticos e resposta imune. O diagndéstico para
essas infeccbes pode envolver exame direto, histolégico, de cultura ou através de
biologia molecular, além da analise do local afetado, pela extenséo da lesdo e pela
espécie causadora. Os tratamentos atuais ainda se restringem aos antibidticos
convencionais, uma vez que nao ha tanto investimento no tratamento de doencas
fungicas, por se tratar de uma doenca negligenciada.

ABSTRACT: Dermatophytoses are fungal infections caused by a group of
dermatophyte fungi. It is more prevalent in subtropical and tropical countries,
although it is present themselves globally, and affect both children and adults.
Microsporum spp., Trichophyton spp. and Epidermophyton spp. it is the three genera
most frequently associated with infections in humans and although it is present their
individual characteristics, it is do not differ in their pathogenesis, since they act,
mainly, in the stratum corneum of the epidermis. However, species of these genera
may vary in terms of their ability to act on nails and hair. This variation occurs in
terms of its form of adhesion and invasion to the tissue, enzymatic and non-
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enzymatic virulence factors and immune response. The diagnosis for these infections
can involve direct examination, histological, culture or through molecular biology, in
addition to the analysis of the affected site, the extent of the lesion and the causative
species. Current treatments are still restricted to conventional antibiotics, since there
is not so much investment in the treatment of fungal diseases, as it is a neglected
disease.

41



1. INTRODUCAO

Os fungos sao seres eucarioticos, quimio-heterotroficos, sua reproducao se
da através de esporos reprodutivos sexuais e assexuais, e se alimentam absorvendo
componentes organicos externos. S&o classificados estruturalmente em fungos
filamentosos, leveduras e dimoérficos (TORTORA, 2012). Eles vivem por meio de
relacbes simbidticas, comensais ou patogénicas com plantas, humanos e animais
podendo causar infec¢gbes nesses hospedeiros (HUBE, 2009).

O impacto desses patdégenos vao muito além das infecgcbes em humanos,
uma vez que tem a capacidade de infectar animais e plantas e, nesse ultimo,
destruir inGmeras safras de alimentos causando perdas econdémicas severas, que
pode elevar o indice de pobreza em certas regibes. Porém, apesar da sua
importancia, doencas fungicas sdo muitas vezes esquecidas, embora cumpram 0s
requisitos para serem classificadas como doencas negligenciadas (ALMEIDA, 2019).
O grau da infeccdo fungica pode divergir de acordo com uma variedade de fatores
que podem envolver o hospedeiro, os metabdlitos do fungo, a viruléncia, as cepas,
os fatores ambientais e a localizagdo anatdmica da infecgdo (POLURI, 2015).

Ao longo dos tempos, a incidéncia de infec¢cdes fungicas tem aumentado.
Essas infeccBes tém maior ocorréncia em ambientes hospitalares e em pacientes
com o sistema imune comprometido, como pacientes receptores de transplantes,
com cancer, que fazem uso de imunomoduladores, neonatos e idosos. Quantificar
doencas fungicas é um desafio pois ha falta de vigilancia de rotina e muitas vezes
sao dificeis de diagnosticar uma vez que se manifestam com sintomas inespecificos,
levando a uma dificuldade no levantamento de dados epidemiol6gicos (TORTORA,
2012; VALLABHANENI, 2015).

Micoses superficiais sdo o tipo de micose mais frequente e apresentam como
caracteristicas gerais a transmissao por contato direto, inflamacéo local e auséncia
de anticorpo séricos. Dentre esse grande grupo, as dermatofitoses constituem um
subgrupo de fungos que tem como caracteristica a capacidade de invadir tecido
gueratinizados causando infec¢des (SIDRIM, 2004; ZAITZ, 2010).

As Dermatofitoses sdo infec¢des fungicas ocasionadas por um grupo de
fungos conhecidos como dermatdfitos, e sdo conhecidos popularmente como
“‘epinge” ou “frieira”. Elas sdo prevalentes em paises subtropicais e tropicais e sao,
respectivamente, o terceiro e o segundo disturbio dermatologico mais frequente em

criancas menores de 12 anos e adultos. Estes fungos se alimentam de queratina e
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se localizam na pele, no pelo e nas unhas. Os principais géneros incluem
Trichophyton,  Epidermophytone e  Microsporum, membros da familia
Arthrodermataceae (ANVISA, 2004; CORTEZ, et al, 2012; CHIMMAPUN, 2015).

Embora sejam as infec¢des fungicas mais comuns em paises subtropicais, as
dermatofitoses se apresentam globalmente. Elas variam em sua distribuicéo,
frequéncia e seus agentes etioldgicos, segundo sua regido geogréafica, as
caracteristicas socioecondémicas da populagédo e ao turismo, que proporciona uma
maior migragao dos microrganismos de sua regido de origem para regides onde
antes essas espécies ndo eram relatadas como causadoras de dermatofitoses
(MATTEDE, et al. 1986; LANA, 2016).

2. AGENTES ETIOLOGICOS

2.1 Microsporum spp.

Segundo Lana e colaboradores (2015),Microsporum canis é um dos principais
agentes etiologicos de dermatofitoses, correspondendo a 15% de todas as infec¢des
dermatofiticas, sendo o agente infeccioso mais isolado nos casos de infec¢des do
couro cabeludo em casos de Tinia capitis. Sua transmissdo inter-humano é rara
porém pode ocorrer, como demonstrado no estudo de Gurtler (2005).

Um estudo realizado por Gurtler e colaboradores (2005), demonstrou que a
micromorfologia de M. canis revelou a presenca de filamentos hialinos, septados,
ramificados e macroconideos fusiformes, de extremidades afiladas, paredes
grossas, espinescentes, com mais de seis células internas.

Coutifio e colaboradores (2009), evidenciaram em um estudo utilizando 45
cepas de M. canis que elas sao caracterizadas por um crescimento rapido estimado
entre 7 e 14 dias, se apresentam como fungos brancos filamentosos em colonias
plana, com aspecto fofo e algodonoso. Tais aspectos podem estar relacionados com
seus micelios. Sugerem também que as diferencas entre as espécies podem variar
em cor da colonia, forma dos macroconideos e presenca ou auséncia de
equinulacdes.

2.2 Trichophyton spp.

Trichophyton rubrum é a espécie responsavel pela maior causa de infec¢des
por dermatofitos, sendo o a gente mais isolado, especialmente em onicomicoses, 0
qgue corrobora com os dados da literatura de vastas pesquisas realizadas em outras
regides e em diferentes épocas (LANA, 2016; SILVA, 2017). Ja a espécie T.
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mentagrophytes € a segunda espécie mais isolada nos casos de dermatofitoses.

Em relacdo as caracteristicas fenotipicas, Gouling e seus colaboradores
(2006), afirmaram que o T. rubrum possui alto grau de diversidade morfoldgica,
incluindo a presenca ou auséncia de higifatura reflexiva, micro e macroconidia,
pigmentacdo de colbénia vermelha e atividade urease. Como discute Ates (2008), ja
foi demonstrado pela analise de microsatélites que ndo ha nenhum grupo de
genotipos que se correlacionam a um tipo morfolégico especial em T. rubrum.

2.3 Epidermophyton spp.

Silva e colaboradores (2018), discutem que Epidermophyton floccosum € a
espécie que tem indice de incidéncia proximo a espécie M. canis, e que as infec¢des
tiveram maior incidéncia na regido ingual e em individuos do sexo masculino.
Porém, E. floccosum manteve uma relacdo parecida quando comparada com outros
trabalhos, como o de Damazio e seus colaboradores (2007).

A presenca de micronideos destingue o0 género Tricophyton do
Epidermophyton, e os conideos de paredes lisa, em sua maioria sésseis, 0 separa
do Microsporum (CHEN et al., 2011). As colonias de E. floccosum geralmente
apresentam uma cor que pode variar de amarelo até algumas tonalidades de verde.
Observa-se hifas septadas e hialinas, macroconidios e células semelhantes a
clamidésporos, ndo se observando nunca a presenca de microconidios (LIU; COLE,
2011).

3. PATOGENIA

De forma geral, a patogenia dos géneros Epidermophyton spp., Microsporum
spp. e Trichophyton spp. ndo diferem entre si, uma vez que atuam, principalmente,
no estrato cérneo da epiderme. Entretanto, espécies destes géneros podem variar
quanto a capacidade de atuar nas unhas e cabelos (SIMPANYA, 2000). Assim,
pode-se dividir o processo patogénico dos dermatoéfitos, na epiderme, em trés
etapas: adeséao, invasao e resposta imune.

3.1 ADESAO

Apoés a transmissao do microrganismo, que pode ser dada através do contato
direto com animais e humanos contaminados ou indireto através de fomites
contaminados; ele deve aderir & epiderme queratinizada, a partir da germinacdo do
artroconidio e rapida penetracdo da hifa no estrato cérneo, para evitar que o fungo

seja eliminado juntamente a descamacao da pele, que € um dos mecanismos de
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defesa (PERES et al., 2010).

E relatado que o nimero de esporos aderentes é dependente do tempo. Em
um experimento utilizando seccdes da pele, foi demonstrada que a espécie
Trichophyton mentagrophytes leva 12 horas para aderir, 24 horas para germinar e
atée 3 dias para invadir o estrato corneo (DUEK et al.,, 2004). Além disso, €
demonstrada a existéncia de um material polimérico entre as células do estrato
corneo e os artroconidios, que provavelmente desempenha um papel importante
para a fixagcédo dos esporos (DUEK et al., 2004; KAUFMAN et al., 2007).

Os fatores que permitem a etapa de adeséo ainda ndo sdo muito elucidados,
entretanto, sugere-se que os carboidratos manose e galactose, que estédo presentes
na camada externa da pele, sdo adesinas reconhecidas por espécies T.
mentagrophytese e T. rubrum (ESQUENAZI et al., 2004; ESQUENAZI et al., 2003).
Além disso, é relatado que proteases secretadas pelos dermatoéfitos também
possuem influéncia na aderéncia dos micro-organismos (BALDO et al.,, 2008;
BALDO et al., 2010).

3.2 INVASAO

ApoOs o processo de adesdo, as hifas passam a crescer e a se ancorarem no
hospedeiro a partir da projecao transversal e longitudinal por toda a camada externa
(URIBE; CARDONA-CASTRO, 2013). Durante esta etapa, varios fatores de
viruléncia, sendo eles enzimaticos ou ndo, sao produzidos.

3.2.1 FATORES DE VIRULENCIA ENZIMATICOS

As macromoléculas presentes na epiderme do hospedeiro séo utilizadas,
pelos dermatofitos, como fonte de nitrogénio, carbono, fésforo e enxofre. Entdo, para
iSso, 0Ss micro-organismos produzem diversas enzimas, como lipases, proteases e
celulase. As enzimas proteoliticas sdo as mais estudadas, sendo as proteases
gueratoliticas mais relacionadas com a patogenicidade dos dermatéfitos (PERES et
al., 2010).

No entanto, primeiramente, € necessario que as ligacdes dissulfeto, presentes
na queratina dura garantindo sua estabilidade, sejam reduzidas, para permitir a acao
das proteases (KUNERT, 1992). Sugere-se que essa reducdo é feita por uma
bomba de efluxo de sulfito, pertencente a familia de transportadores TDT (tellurite-
resistance/dicarboxylate), que séo codificadas pelo gene Ssul (LECHENNE et al.,
2007).

O sulfito liberado por esse transportador permite a clivagem da cistina,
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presente nas pontes dissulfeto, em S-sulfocisteina e cisteina, possibilitando a acéo
de exo e endoproteases (LECHENNE et al., 2007); sendo as exoproteases as que
clivam ligacBes peptidicas no N- ou C- terminal do polipeptideo, e as endoproteases
as que clivam ligacdes peptidicas ao longo do polipeptideo (MONOD, 2008). Além
das proteases, outras enzimas também desempenham um papel importante na
viruléncia desses patdégenos, como as fosfolipases e lipases (ELAVARASHI; KINDO;
RANGARAJAN, 2017), que sao relacionadas também com a capacidade de
parasitar o hospedeiro.

3.2.2 FATORES DE VIRULENCIA NAO ENZIMATICOS

Além das enzimas, foram estudados outros fatores que poderiam contribuir
para a patogenicidade dos dermatofitos e, para isso, utilizaram do conhecimento de
mecanismos de outros fungos para inferir fatores de viruléncia nos dermatofitos
(CHINNAPUN, 2015). Relata-se que a espécie T. rubrum produz xantomegnina, que
€ uma micotoxina conhecida por ser produzida por Penicillium spp. e Aspergillus
spp. in vivo e in vitro causando nefropatia e morte em animais. Esta micotoxina € o
principal composto que causa a pigmentagao avermelhada em culturas de T. rubrum
e foi observada em amostra de pele e unha infectadas (GUPTA et al., 2000). Outras
poucas espécies de dermatofitos produzem melanina ou compostos semelhantes a
melanina in vivo e in vitro que atuam de forma semelhante na patogénese de outras
doencas dermatofiticas (YOUNGCHIM et al., 2011).

3.3 RESPOSTA IMUNE

A partir da invasdao do micro-organismo no tecido queratinizado, é
desencadeada a resposta imune inata dos hospedeiros, sendo induzidas por
antigenos, como peptideos, glicopeptideos e carboidratos, e metabdlitos dos
dermatdfitos; e cada tipo de antigeno pode induzir diferentes respostas imunes. A
principal resposta imune desencadeada € a adaptativa do tipo Thl (linfécitos T
auxiliares tipo 1), com a producéo de citocinas pré-inflamatérias como o interferon-y
(IFN-y) e interleucina-2 (IL-2) (WAGNER; SOHNLE, 1995).

4. DIAGNOSTICO

Para o diagndstico das dermatofitoses, assim como de outras micoses, a
qualidade da amostra é muito importante e define o desempenho eficiente para
analise micologica. A coleta deve ser adaptada ao local da lesdo, podendo ser

amostra de pele, cabelo e unhas, bem como uma quantidade suficiente de amostra
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deve ser coletada da borda da area da lesdo, que € a zona ativa da infeccao.
Também, é importante a auséncia de tratamento farmacologico 15 dias antes da
coleta, nos casos de apenas aplicacdo de creme antifingico, e de 3 meses, nos
casos de tratamento sistémico (PIHET; GOVIC, 2017). Os exames realizados nas
amostras coletadas estdo descritos a seguir.

4.1 EXAME DIRETO

Consiste no exame microscopico direto, sendo considerada uma técnica de
triagem eficiente, uma vez que permite uma resposta rapida para que seja possivel
prescrever um tratamento antifingico (CHAUVIN, 2005), no entanto, requer uma boa
qualidade do espécime coletado e experiéncia do examinador (PIHET; GOVIC,
2017). As amostras devem ser tratadas com hidroxido de potassio (KOH) para
dissociar as hifas dos queratindcitos. Para aumentar a sensibilidade, pode ser
adicionado o dimetilsulféxido (DMSO) ou pode utilizar fluorocromos, que permitem
melhor visualizacdo das hifas ou conidios; entretanto, para este ultimo, é necessario
utilizar microscépio de fluorescéncia (CHAUVIN, 2005; PIHET et al.,2015).

O exame pode ser realizado em amostras de escamas da pele, fragmentos de
unha, cabelo e fluidos séricos das lesBes inflamatérias e, por ser uma técnica
simples, pode ser realizado na maioria dos laboratérios de micologia. A presenca de
hifas nas amostras confirma o diagnéstico de micose. Além disso, algumas
caracteristicas morfolégicas podem ajudar a identificar o tipo de fungo (PIHET;
GOVIC, 2017); distinguindo, por exemplo, hifas dermatdfitas, hifas ndo dermatdfitas
e pseudomicélios de leveduras, entretanto, ndo garante informacdes das espécies.
Sendo assim, 0 exame direto sempre deve ser acompanhado da cultura, para
determinar a espécie em questao (CHAUVIN, 2005).

4.2 HISTOLOGIA

Para onicomicoses e micoses profundas, o teste histolégico da bidpsia segue
sendo o “padréao ouro” para o diagnodstico (PIHET; GOVIC, 2017). Podem ser
utilizadas técnicas histoquimicas, como o acido periédico de Schiff (PAS), para corar
e revelar elementos fungicos (CHAUVIN, 2005). O resultado depende da quantidade
de material coletado e na apresentagdo clinica, podendo causar falso-negativos;
além de nao permitir caracterizar a espécie do fungo. (PIHET; GOVIC, 2017).

No entanto, a biopsia € considerada um método relativamente invasivo; entéo,
outros metodos foram propostos (PIHET; GOVIC, 2017), como a técnica de

Hotchkiss-McManus, que utiliza recortes de unhas corados com PAS, apresentando
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uma boa relacdo com exame direto e histologia classica (LACHAUD et al., 2014).

4.3 CULTURA

Como dito anteriormente, a cultura fungica acompanha o exame direto para
determinar definitivamente a espécie causadora da dermatofitose, sendo util para
escolher a terapia adequada, que podem variar a depender da espécie (PIHET,;
GOVIC, 2017). Além disso, as culturas muitas vezes carecem de sensibilidade, sdo
demorados e requerem uma equipe habilidosa para identificar as caracteristicas
morfoldgicas; por isso, que alguns laboratdrios passaram a utilizar espectrometria de
massa para facilitar a identificagdo dos dermatdfitos (L'OLLIVER et al., 2013).

E necessario utilizar um meio de cultura seletivo para evitar contaminacées
por leveduras, fungos saprofiticos e leveduras presentes na superficie do cabelo e
na epiderme (PIHET; GOVIC, 2017). E utilizado o meio &gar Sabouraud dextrose,
sendo uma amostra semeada na presenca da ciclohexemida, para isolar
dermatofitos e Candida albicans; e outro, sem a ciclohexemida, para isolar outras
leveduras e bolores ndo dermatofiticos (CHAUVIN, 2005).

ApGs inoculacdo, as culturas sdo geralmente incubadas entre 20-25 °C, mas
em alguns casos é utilizada uma temperatura mais elevada. O atraso para o
crescimento fungico inicial varia de acordo com as espécies, sendo recomendado o
periodo de 4 semanas, porém, em alguns casos, pode necessitar de um tempo
maior para que a identificacdo seja mais precisa (PIHET; GOVIC, 2017).

4.4 BIOLOGIA MOLECULAR

Como relatado anteriormente, estes métodos apresentam algumas limitacdes,
acarretando problemas no diagndéstico, como dificuldade de identificar o fungo
corretamente, isolamento de outros fungos ndo dermatofiticos (VERRIER; MONOD,
2016), demandarem um longo tempo e causarem falsos negativos (PIHET; GOVIC,
2017). Assim, métodos moleculares, especialmente a PCR e RT-PCR, estdo sendo
utilizados (HAY; JONES, 2010). Alguns estudos relatam que este método apresenta
taxas de positividade entre 74 a 100% (VERRIER et al., 2013).

Ja estéo disponiveis varios kits, que realizam a deteccdo de DNA fungico em
menos de 48 horas (KONDORI et al.,, 2013). Alguns desses kits realizam a
identificacdo da maioria dos dermatofitos, leveduras ou bolores causadores de
micoses cutanea, outros kits sdo focados nas principais espécies de dermatofitos;
enquanto outros identificam apenas a espécie T. rubrum ou estdo restritos a
deteccdo de DNA pan-dermatofitos (PIHET; GOVIC, 2017), que sao primers
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especificos para detectar qualquer espécie de dermatdfitos (VERRIER; MONOD,
2016).

A técnica de PCR, embora muito eficaz, também apresenta alguns pontos que
precisam ser considerados, como heterogeneidade das amostras coletadas, quando
€ coletado pouco material, risco de contaminacao, podendo gerar falsos positivos, e
a interpretacdo de resultados, uma vez que é um método bastante sensivel pode
identificar um contaminante transitério ao invés de um agente infeccioso (VERRIER;
MONOD, 2016).

5. TRATAMENTO

5.1 CONVENCIONAL

A escolha do tratamento mais apropriado é feita através da analise do local
afetado, pela extensdo da lesdo e pela espécie causadora. Pode ser de aplicacao
topica, geralmente servindo como terapia adjuvante a oral ou profilaxia, e de acéo
sistémica, sendo indicada para lesGes generalizadas de carater crébnico ou quando
ndo h& resposta a terapia topica (PIRES et al., 2014). A Tabela 1 apresenta o0s

farmacos utilizados em cada uma das terapias.

Tabela 1. Farmacos utilizados nas terapias topicas e sistémicas

Terapia Farmacos
Cetoconazol, isoconazol, miconazol,
Topica clotrimazol, bifonazol, terbinafina, butenafina e

ciclopirox olamina
Terbinafrina, griseofulvina, cetoconazol e

Sistémica
fluconazol

Fonte: Pires et al., 2014.

A combinacdo de antifiungicos tem causado avancos no tratamento das
dermatofitoses, principalmente nos casos mais graves, como terbinafrina e
itraconazol oral administrados de forma consecutiva, terbinafrina e ciclopiroxolamina,
entre outras (SUBISSI et al.,, 2010). Algumas dessas combinagfes apresentam
evidéncias efetivas quanto a melhora do quadro clinico quando comparadas com a
monoterapia, mesmo que ndo possuam atividade total contra os dermatofitos
resistentes (HAVLICKOVA; CZAIKA; FRIEDRICH, 2008).

5.2 NOVOS COMPOSTOS

Um estudo avaliou as atividades antifungicas de naftoquinonas sintéticas
contra dermatofitos, constatando que todas apresentaram atividade contra M. canis,

M. gypseum, T. rubrume T. tonsurans, sendo relacionado ao mecanismo de agao a
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clivagem da membrana celular dermatofitica (FERREIRA et al., 2014).

5.3 PROBLEMAS RELACIONADOS A TERAPEUTICA

As falhas na terapéutica das dermatofitoses sédo causadas, principalmente,
pela descontinuacdo da terapia, efeitos adversos dos medicamentos e resisténcia
aos farmacos (REZENDE et al.,, 2008). A descontinuacdo da terapia esta
relacionada a prolongada terapia antifingica necessaria e aos efeitos adversos
inerentes aos farmacos (VENA et al., 2012). J4 o processo de resisténcia esta ligado
a utilizacdo demasiada ou em doses inadequadas e abusivas, muitas vezes,
automedicadas, fazendo com que os fungos desenvolvam resisténcia por evolucbes
epigenéticas e em resposta ao estresse, dificultando o tratamento (MARTINEZ-
ROSSI; PERES; ROSSI, 2008).
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RESUMO: Denomina-se infeccdo hospitalar ou nosocomial todo tipo de infecgéo
adquirida em ambiente hospitalar. Sua causa é atribuida a quase todos os micro-
organismos. A limpeza efetiva é uma das formas de preveni-la, todavia, nem sempre
os produtos de limpeza sao fungicidas. Este estudo teve como objetivo testar os
produtos de limpeza utilizados em hospitais publicos de Pernambuco contra fungos
anemdfilos. Para tal, os fungos foram coletados em ambiente hospitalar e
preservados na Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. Os
experimentos foram realizados utilizando-se trés produtos de limpeza nas diluicbes
1/2 e 1/4: gelpinho, detergente neutro e cloro. Diluiram-se as col6nias de leveduras
em éagua destilada, semeou em placa contendo meio Agar Malte,e adicionando
discos de papel filtro contendo os produtos. Ja com os filamentosos, acrescentou-se
os produtosao meio de cultura Agar Malte fundido, adicionou-se um disco de 0,8 mm
de cultura fungica no centro da placa. As placas foram encubadas a temperatura
ambiente por 72 horas. Os resultados constataram que o gel pinho e o detergente
apresentaram uma resposta significativa frente a Candida parapsilosis, o gel pinho
também apresentou resultado significativo na diluicdo 1/4 frente ao Tripospermum
myrti, o cloro obteve melhor resposta na diluicdo 1/4 contra o Penicillium waksmanii,
e o detergente nas diluicbes: 1/2 contra o Penicilllum waksmanii e 1/4 contra o
Aspergillus terreus. Com isso concluiu-se que os produtos ndo possuem a mesma
eficacia para o tratamento com micro-organismos diferentes, enfatizando a
importancia da utilizacdo de varios produtos na limpeza hospitalar.

PALAVRAS-CHAVES: Infeccéo, Fungos, Anemdfilos, Limpeza.

ABSTRACT: Every type of infection acquired in a hospital environment is called
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hospital infection or nosocomial infection. Its cause is attributed to almost all
microorganisms. Effective cleaning is one of the ways to prevent it, however,
cleaning products are not always fungicidal. This study aimed to test the cleaning
products used in public hospitals in Pernambuco against anemophilic fungi. For this,
the fungi were collected in a hospital environment and preserved in the Micoteca
URM of the Federal University of Pernambuco. The experiments were performed
using three cleaning products in 1/2 and 1/4 dilutions: gelpine, neutral detergent and
chlorine. The yeast colonies were diluted in distilled water, sowed on a plate
containing Malte Agar medium, and added filter paper discs containing the
products. With the filaments, the products were added to the melted Agar Malte
culture medium, and a 0.8 mm fungal culture disc was added to the center of the
plate. The plates were incubated at room temperature for 72 hours. The results
showed that the pine gel and detergent showed a significant response to Candida
parapsilosis, the pine gel also showed a significant result in the 1/4 dilution against
Tripospermummyrti, chlorine was better at dilution 1/4 against Penicillium waksmanii,
and detergent at dilutions: 1/2 against Penicillium waksmanii and 1/4 against
Aspergillus terréus.With this, it was concluded that the products do not have the
same efficacy for treatment with different microorganisms, emphasizing the
importance of the use of various products in hospital cleaning.

KEYWORDS: Infection, Fungi, Anemophiles, Cleansing.
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1. INTRODUCAO

Infeccdo hospitalar é definida como todo tipo de infeccdo adquirida por um
paciente dentro do hospital. Estas podem ser provenientes de fontes exdgenas
(adquiridas de outros paciente sou pelo ambiente) ou enddgenas (auto-infeccéo)
(LIU et al., 2020). Segundo Mims et al. (2014), uma infeccdo que esta incubada em
um paciente antes de ser admitido no hospital ndo é considerada uma infeccao
hospitalar. Entretanto, infec¢gées adquiridas na comunidade e levadas para o hospital
através do paciente poderdo causar infeccbes hospitalares em outros pacientes e
funcionarios do hospital.

Um fator importante para que um paciente adquira infeccdo hospitalar esta
associado a deficiéncias do sistema imunologico (DENSTAEDT et al., 2018). Esse
sistema € responsavel por eliminar moléculas e particulas estranhas com intuito de
manter a homeostasia do sistema, por iSSo sua resposta tem papel importante na
defesa contra agentes infecciosos (JONES et al., 2020). Pode-se atribuir as causas
de infeccdo hospitalar a quase todos 0s micro-organismos, porém, as mais comum
ente estudadas sdo as de origem bacteriana. No entanto, os fungos também podem
ocasionar infec¢cdes hospitalares. Desta forma, as infeccbes causadas por fungos
destacam-se nos Uultimos anos por seu aumento e pelas elevadas taxas de
morbidade e mortalidade (SABINO, 2020).

Os fungos sédo seres eucaridticos amplamente distribuidos na natureza,
apresentando-se sob forma de levedura ou filamentosa (KORNITZER; ROY, 2020).
Seus propagulos dispersam-se no ambiente por meio do ar atmosférico ou por
outras vias como agua, insetos, homem e outros animais. Os fungos que séo
dispersos através do ar atmosférico sdo denominados fungos anemdfilos. Sendo
assim, a microbiota anemofila pode ser semelhante ou diferente em cada cidade ou
regido. Os elementos fangicos que sao encontrados no ar atmosférico sdo os
esporos (estrutura esporulativa), e podem ser encontrados em altas concentragdes
nos mais variados locais, especialmente em ambientes umidos (LIMA et al., 2019).

Os fungos anemdfilos sdo considerados um dos principais causadores de
infeccbes hospitalares, pois se encontram dispersos no ambiente e, de forma
oportunista, podem infectar pacientes imuno deprimidos, dificultando o seu
tratamento e aumentando a sua permanéncia no hospital ou até levando-os a morte,
principalmente quando essas infecgbes afetam pacientes encontrados em unidades
de terapia intensiva (UTI) (CALUMBY et al., 2019).
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InfeccBes hospitalares sao facilitadas por imunodeficiéncias e outros fatores
predisponentes do paciente hospitalizado, os métodos diagnosticos e terapéutico
invasivos utilizados e a falta de cuidados com padrdes de assepsia e higiene do
ambiente hospitalar (LIU et al., 2020). Em ambientes climatizados o acumulo de
umidade e material organico em bandejas de condicionadores de ar podem torna-las
ponderosas fontes dispersoras de propagulos fungicos. Por esse motivo a limpeza
em UTI deve ser minuciosamente realizada (SOUZA et al., 2019).

Nos hospitais existem basicamente dois tipos de limpeza o ambiente
hospitalar biologicamente seguro: a limpeza concorrente e a limpeza terminal. A
concorrente é feita diariamente em algumas partes da unidade de terapia intensiva e
em objetos pessoais dos pacientes apds o seu uso. A terminal € realizada em todo o
ambiente da UTI e quando o paciente desocupa o leito (MEYER et al., 2020). Os
dois tipos de limpeza sao importantes, pois buscam deixar o0 ambiente seguro para o
paciente em tratamento, porém, muitos dos materiais de limpeza utilizados ndo sao
eficazes contra fungos, dificultando assim o seu controle e aumentando o risco de
infeccdes por esses patdégenos (HAN et al., 2020).

Escolher adequadamente os produtos utilizados na limpeza hospitalar é
importante para evitar que os pacientes adquiram algum tipo de infec¢cdo ocasionada
por fungos. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia de produtos de
limpeza utilizados por hospitais publicos de Pernambuco frente a fungos anemdfilos
isolados de ambiente hospitalar.

2. SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunoldgico tem como funcao a eliminacao de moléculas estranhas
ao corpo, sendo elas patégenas ou ndo, para com isso manter a homeostasia do
sistema. As células que constituem esse sistema originam-se de células
hematopoéticas pluripotentes, que estdo localizadas na medula Ossea, e suas
diferenciagbes acontecem ndo sO ai como também em outros locais especificos do
organismo. E constituido por granuldcitos polimorfonucleares (neutrdfilos, eosindfilos
e basofilos), os mondcitos/macrofagos e os linfocitos (linfocitos T, B e células natural
killer [NK]) (VILLANI et al. 2018). Vale ressalta a existéncia do sistema de defesa
primario que apresenta a pele como o principal constituinte primaria de protecao
(NICKOLOFF, 2020).

A resposta do sistema imunolégico € importante na defesa do corpo humano,
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contra agentes infecciosos, constituindo-se como o principal impedimento para a
ocorréncia de infeccbes muitas vezes relacionadas com um alto indice de
mortalidade. Todavia, quando ocorre uma deficiéncia imunoldgica esta € associada
a infecgdes. I1sso vem sendo notado hd muitos anos, pois mesmo sendo o sistema
imunologico fundamental para a defesa contra agentes infectantes evidenciou-se
gue em muitas enfermidades infecciosas 0s principais aspectos patologicos ndo sao
relacionados com a acdo direta do agente agressor e sSim com a resposta
imunolégica anormal (VILLANI et al., 2018).

3. INFECCAO HOSPITALAR

Infecgdo hospitalar (IH), também denominada nosocomial, sdo infeccdes
adquiridas apos a entrada do paciente na unidade hospitalar e manifestada durante
a internacdo ou apos a alta. Podem ser relacionadas com a estadia do paciente no
hospital ou procedimentos hospitalares (MIMS et al., 2014). Dentre os fatores de
riscos existentes para que uma pessoa adquira infec¢ao hospitalar (IH) destacam-se
a permanéncia do enfermo no hospital por mais de 24 horas, a realizacdo de
procedimentos invasivos e a baixa taxa do numero de profissionais de enfermagem
por paciente/dia, o que pode propiciar quebra na assepsia dos procedimentos para
assisténcia ao paciente ou diminuicdo da higiene manual (LIU et al., 2020).

Os hospitais sdo divididos em setores com caracteristicas e fungbes
diferentes. Dentre os setores de alta complexidade, o centro de terapia intensiva
(CTI) apresenta maior gravidade em relacéo as IHs, uma vez que neste setor estdo
internados pacientes em estado grave de saude (AREA et al., 2020). As infeccbes
hospitalares em CTI estdo relacionada, na maioria das vezes, com a gravidade
clinica dos pacientes, ou ao uso de procedimentos invasivos, ao uso de
imunossupressores, ao periodo de internacdo prolongado, a colonizagdo por micro-
organismos resistentes, a prescricdo de antimicrobianos e ao proprio ambiente do
CTI (SOUSA et al., 2016)

A Associacdo Nacional de Biosseguranca (Anbio), informou que cerca de 80%
dos hospitais brasileiros ndo fazem a assepsia adequada do ambiente. Com isso, o
indice de infeccdo hospitalar no Brasil varia entre 14% e 19%, podendo chegar a
88,3% em algumas unidades, levando ao numero de cem mil mortos por ano devido
as infeccdes. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) acredita que as infeccbes
hospitalares atinjam 14% dos pacientes internados no pais (DOURADOS, 2020).

59



De acordo com Abegg et al. (2011), a infeccdo € uma entidade clinica de
multiplos fatores envolvidos e a necessidade de reduzir e controlar sua incidéncia
determina a aplicacdo de medidas preventivas, educacionais e de controle
epidemiolodgico que visam, por meio de um processo de sensibilizacdo coletiva, levar
as taxas de infeccdo para limites aceitaveis para o tipo de clientela e de
procedimentos realizados em cada hospital. As causas de IHs podem ser atribuidas
a quase todos os microrganismos, porém, as mais comumente estudadas sédo as
causadas por bactérias. Todavia, vale ressaltar, que as infeccdes hospitalares
causadas por fungos destacaram-se nos ultimos anos, visto que, o numero de casos
de IHs ocasionada por esses microrganismos vem apresentando um aumento
progressivo e com isso elevado a taxa de morbidade e mortalidade (DENSTAEDT et
al., 2018).

4. FUNGOS ANEMOFILOS

Os fungos sdo seres eucaridticos que possuem ampla distribuicdo na
natureza, podendo ser encontrados em varios habitats (ar, agua, terra, animais,
alimentos), sob a forma de leveduras ou micelial (QUEIROZ; SOUSA, 2020). Os
fungos encontrados no ar sdo chamados de anemdfilos, sendo um dos principais
causadores de IHs, fato que preocupa bastante os profissionais da saude, pois
esses microrganismos encontram-se dispersos no meio ambiente e, de forma
oportunista podem infectar pacientes imunodeprimidos, dificultando o seu tratamento
e aumentando a sua permanéncia no hospital ou até levando-os a morte (CALUMBY
et al., 2019).

Casos mais graves ocorrem quando essas infeccdes afetam pacientes
encontrados em unidades de terapia intensiva (UTI), visto que estes pacientes
apresentam o sistema imunoldgico debilitado ou fatores que pre dispdem a infeccéo
fungica, o que facilita a atuagéo de fungos oportunistas (DENSTAEDT et al., 2018).
Venceslau et al. (2012), por exemplo, realizou um trabalho em que coletou e
identificou fungos anemdfilos encontrados nas areas criticas do hospital de Urgéncia
e Emergéncia de Sergipe. Dentre os fungos anemdfilos causadores de infeccao
hospitalar destacam-se, Candida parapsilosis, Rhodotorula minuta, Aspergilus
terreus, Penicillium wasmanii, Tripospermum myrtie, Cladosporium
sphaerospermum.

4.1 Candida parapsilosis
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Candida € um género de levedura normalmente encontrada na microbiota
normal humana, podendo ser localizada tanto nas mucosas da boca quanto na dos
tratos digestivo, genital e urinério de individuos sadios sem ocasionar infec¢des. No
entanto, em pessoas com fatores pré-disponentes como imunodeprimidos podem
tornar-se patogénicas, com a capacidade de ocasionar infeccbes chamadas de
candidiase (SANTOS et al., 2020). Os fungos desse género sdo 0s mais comumente
relacionados com manifestagées clinicas sendo considerado como um dos principais
responsaveis por infeccbes hospitalares associados a fungemia, principalmente em
CTI. Tratando-se de em infeccbes fuangicas provocadas por Candida, é
extremamente importante identificar a espécie, pois a patogenicidade e o perfil de
sensibilidade a um antiflingico variam de acordo com a espécie (TOTH et al., 2019).

Apesar de C.albicans ser a espécie mais comumente isolada nas infeccfes
superficiais ou invasivas, a incidéncia de infec¢Ges provocadas por C. parapsilosis é
crescente, principalmente em pacientes com cateter venoso central e nutricdo
parental, e, em algunscasos, associada a altas taxas de mortalidade. Vale salientar,
que a C. parapsilosis € considerada uma das principais causas de candidiase
sistémica (TOTH et al., 2019). Como essa espécie pode ser encontrada na pele sua
transmissao torna-se predominantemente exégena. A mesma possui uma grande
capacidade de produzir biofilmes e se prolifera com maior facilidade em solucdes
contendo glicose, além das criancas e recém-nascidos prematuros internados em
unidades de cuidados intensivos serem destacados por apresentar uma elevadas
taxas de ocorréncia desse fungo (SANTOS et al., 2020).

4.2 Rhodotorula minuta

Leveduras do género Rhodotorula estdo associadas a processos patoldgicos,
sendo encontradas como contaminantes da pele, unha, pulmao, urina, fezes,
sistema nervoso central e sangue. Essas infeccbes podem ocorrer de origem
enddgena ou por origem exdgena, bem como pelas méaos dos trabalhadores da area
de saude, infusos contaminados e fontes inanimadas ambientais (SETIAWAN et al.,
2020)

Rhodotorula minuta apresenta distribuicdo mundial e desenvolve-se em
diversos tipos de substratos. Entre as doencas causadas por essa espécie incluem
sepses de articulacdo do quadril, endoftalmite e sepses relacionadas a cateter de
pacientes portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana Adquirida
(SAMADLOUIE et al., 2020).
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4.3 Aspergillus terreus

Fungos do género Aspergillus sdo cosmopolitas, sendo a fonte de contagio
mais comum a via inalatdria, considerando-o como causa de infeccdo grave com
risco de morte em pacientes imunodeprimidos. Dentre as diferentes espécies
relacionadas a infeccbes em seres humanos as ocasionadas por A. terreus sao mais
raras e geralmente estdo associadas a permanéncia de pacientes em UTI (POSCH
et al.,, 2018). Uma forma de tratamento para a aspergilose € a administracdo
endovenosa da Anfotericina-B, que apesar de desenvolver efeitos colaterais muitas
vezes frequentes apresenta uma eficacia significativa frente ao fungo, todavia,
apresenta acao limitada no tratamento de aspergilose causada por A. terreus que
apresenta uma resisténcia a esse antibiotico (KAUR; JAIN, 2017).

4.4 Penicillium waksmanii

Infeccbes hospitalares causadas por fungos do género Penicillium
(peniciloses) sdo raras. As espécies encontram-se distribuidas amplamente pela
natureza, sendo detectadas na matéria organica em decomposicdo e no solo,
podendo também apresentar-se como contaminantes em cultivos rotineiros no
laboratorio (SCHOLTZ et al., 2017).

4.5 Tripospermum myrti

Fungos do género Tripospermum apresentam espécies aquaticas e
encontram-se dispersos na natureza. Dentre as diversas espécies pertencentes a
esse género, T. myrti é capaz de crescer e esporular na superficie de folhas de
arvores e em ambientes aquaticos (HONGSANAN et al., 2016).

4.6 Cladosporium sphaerospermum

Cladosporium é um género composto por fungos saprofiticos e cosmopolitas.
Seus esporos podem causa alergias respiratorias cujos sintomas incluem
pneumonite por hipersensibilidade, asma e rinite alérgica, além de provocar
infecgcbes graves, quando em contato com pequenos cortes e arranhdes na pele. A
exposicdo prolongada aos esporos de Cladosporium pode conduzir a uma
supresséo do sistema imunoldgico, 0 que permite que virus e bactérias oportunistas
aproveitem para infectar o hospedeiro (ADORISIO et al., 2019).

Esse género apresenta mais de 772 espécies, porém, apenas seis espécies
sdo associadas a doencas de pele, olhos, unhas e infeccbes respiratorias no
homem, sendo elas: C. cladosporioides, C. oxysporum, C. sphaerospermum, C.

elatum, C. herbarum e C. langeronii. Dentre essas espécies, C. sphaerospermum é
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um patdgeno humano raro e tem sido relatado como indutor de lesdes intra-
brébnquica e da coérnea, além de ter sido isolado a partir de lesdes cutaneas
(HALLEN-ADAMS; SUHR, 2016).

5. LIMPEZA HOSPITALAR

Uma forma de evitar infeccdo hospitalar tornando o hospital biologicamente
seguro € através da limpeza (LIU et al., 2020). A literatura tradicional de
enfermagem diferencia dois tipos de limpeza de unidade: (1) a concorrente, aquela
gue é realizada todos os dias s6 em alguns locais e em objetos pessoais e (2) a
terminal, efetuada em todos os setores de uma unidade de saude e também quando
ocorre a desocupacao de um leito (FROTA et al., 2020).

Na escolha do produto mais adequado para que a limpeza seja eficaz deve-se
considerar o amplo espectro de acdo antimicrobiana, inativacdo rapida dos
microrganismos, Nao Ser corrosivo para metais, ndo danificar artigos ou acessoérios
de borracha, plasticos ou equipamento 6tico, sofrer pouca interferéncia de matéria
organica, ndo ser irritante para a pele e mucosas, possuir baixa toxicidade, tolerar
pequenas variacdes de temperatura e de pH, ter acao residual sobre superficies
quando aplicado no ambiente, manter sua atividade mesmo sofrendo pequenas
diluicdes, ser um bom agente umectante, ser de facil uso, ser inodoro ou ter odor
agradavel, ter baixo custo, ser compativel com sabdes e detergentes, ser estavel
quando concentrado ou diluido. Porém, nenhum desinfetante quimico apresenta
todas essas caracteristicas, sendo necessario conhecer as caracteristicas de cada
produto para que se possa escolher corretamente o melhor, evitando o consumo

excessivo e 0 uso inadequado (TEIXEIRA et al., 2012).

6. METODOLOGIA

6.1LOCAL

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Controle Biologico, do
Departamento de Micologia, do Centro de Biociéncias, Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), no periodo de 26 de junho a 20 de dezembro de 2012.

6.2FUNGOS UTILIZADOS

As amostras fungicas utilizadas para o desenvolvimento do trabalho foram
cedidas pela Colecédo de Culturas-Micoteca URM da UFPE.

As espécies de fungos utilizados foram: Aspergillus terreus URM6198;
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Candida parapsilosis URM4869; Cladosporium sphaerospermum URM6120;
Penicillium waksmanii URM6117; Rhodotorula minuta URM4844; Tripospermum
myrti URM6121(Figura 1).

Figura 1. Espécies de fungos utilizados no experimento: (A) Aspergillus terreus URM6198; (B)

Candidaparapsilosis URM4869; (C) Cladosporium sphaerospermum URM6120; (D) Penicillium
waksmanii URM6117; (E) Rhodotorula minuta URM4844; (F) Tripospermum myrti URM6121.

Fonte: Os autores.

6.3PRODUTOS DE LIMPEZA

Os produtos de limpeza utilizados para o desenvolvimento dos testes foram
cedidos pelo Hospital das Clinicas de Pernambuco. Os produtos empregados foram
cloro, detergente neutro (que € composto por espessante, agente formador de
espuma, neutralizante, conservante e agua, além de possuir como principio ativo o
Acido Dodecil Benzeno Sulfénico) e o gelpinho (que é composto por alcalinizante,
espessante, corante, fragrancia, conservante, termoativo ndo ionizante e agua, além
de possui como principio ativo o Acido Dodecil Benzeno Sulfénico).

6.4MEIO DE CULTURA

Para realizacdo dos testes foi utilizado o meio de Cultura Extrato de Malte,
suga composicao segue abaixo:
Agar Extrato de Malte (MEA) (Food and drug administration, 1998; Pitt & Hocking,
1997 apud Gava, 2002).

Extrato de Malte €M PO.......oooiiiiiiiii e 20,0¢g
GlICOSE. ..t e e 20,09
PEPIONA. ... e 10g¢g
AGAT ..ottt 20,09
AQUA ESHIATA.........ceeveeieeeeee ettt et 1L
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6.5 AVALIACAO DO EFEITO ANTIFUNGICO DOS PRODUTOS SOBRE
LEVEDURAS.

Para realizacdo dos testes de efeito antifungico do cloro, do detergente neutro
e do gelpinho frente as leveduras, foi utilizada a metodologia do teste de difusdo em
disco sugerido por Rabanal et al. (2002) e por Karaman et al. (2003) que consiste na
aplicacao de 10 pL da solugédo de agente antifungico em discos de papel de filtro de
6 mm de diametro. Foram utilizadas duas diluicbes: uma solucéo de 1/4 (a cada trés
litros de &gua adiciona-se um litro do cloro) e uma solucdol/2 (a cada litro de 4gua
adiciona-se um litro de cloro). Realizaram-se trés repeticbes para cada diluicdo, o
grupo controle foi composto por uma placa contendo apenas fragmento da cultura
fangica e uma placa contendo apenas o meio de cultura Agar Extrato de Malte. As
culturas de leveduras foram diluidas em &gua destilada esterelizada até o liquido
atingir a turbidez 0,5 da escala de McFarland. ApGs esse processo com o auxilio de
um swab a solucdo foi semeada por toda a superficie de uma placa de Petri,
contendo o meio de cultura Agar Extrato de Malte, logo apds adicionou-se os dois
discos contendo as diluicdes. As placas foram incubados em 25 + 2 °C por 72
horas,. ApOs esse periodo observou-se o0 surgimento os halos de inibicdo foram
medidos com o auxilio de um paquimetro de precisdo. Os valores foram submetidos
a analise de variancia e os resultados submetidos ao teste de Tukey a 5%.

6.6 AVALIAC}AO DO EFEITO ANTIFUNGICO DOS PRODUTOS SOBRE
FUNGOS FILAMENTOSOS

Inicialmente os produtos de limpeza em concentracdo pré-estabelecida, foram
incorporados ao meio de cultura Agar Extrato de Malte esterelizado ainda n&do
7solidificado, semelhante ao método descrito por Caldari Junior (1998). Foram
utilizadas as diluigdos 1/2 (A cada 1 litro de meio de cultura foi adicionado 1 litro do
produto de limpeza) e 1/4 (a cada 1 litro de meio de cultura foram adicionado 3 litros
do produto de limpeza). Apos a solidificagdo do meio de cultura utilizando-se um
furador de 8 mm de diametro, retirou-se um disco de meio do centro da placa
substituindo o mesmo por um disco de mesmo tamanho retirado ca cultura do fungo
testado. As testemunhas consistiam nos fungos inoculados em meio de cultura sem
0 produto de limpeza, em seguida as placas foram incubados em 25 + 2 °C por 72
horas, realizaram-se trés repeticbes para cada diluicdo. Apdés o periodo de
incubacéo avaliou-se o percentual de inibicdo do crescimento medindo o diametro

do crescimento micelial (CALDARI JUNIOR, 1998), os valores foram submetidos a
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analise de variancia e os resultados ao teste de Tukey a 5%.

7. RESULTADOS

7.1 EFEITO ANTIFUNGICO DOS PRODUTOS DE LIMPEZA SOBRE

LEVEDURAS E FUNGOS FILAMENTOSOS.

7.1.1 Produto x diluicéo

Dentre os produtos utilizados para os testes com as leveduras, o cloro foi 0
que apresentou melhor eficiéncia nas duas diluicdes, seguido pelo gelpinho que
demonstrou melhor resultado do que o detergente, pois 0 mesmo ndo apresentou
diferenca estatistica quando comparado as duas diluicbes (Tabela 1). Segundo
Conte (2002), detergentes sdo mais sollUveis em agua, o que pode vir a facilitar a

sua entrada na célula fangica.

Tabela 1. Resultado da eficicia dos produtos, utilizados para o tratamento em leveduras, pelas suas
diluicbes.

Diluicéo
Produto
Diluigao 1/2 Diluigdo1/4
Gelpinho 2.04 bA 1.30 bB
Cloro 3.71 aA 2.68 aB
Detergente 1.90 bA 1.64 bA

Fonte: Os autores.

As médias seguidas pela mesma letra, minUsculas na coluna e maiusculas
nas linhas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Ja em relacdo aos fungos filamentosos, os melhores resultados obtidos foram
para o cloro, o detergente ndo apresentou diferenca estatistica entre as diluicbes e o
gel pinho também n&o apresentou diferenca estatistica entre as diluicbes como

pode-se observar na Tabela 2.

Tabela 2.Eficacia dos produtos utilizados para o tratamento frente aos fungos filamentosos pelas
suas diluicdes

Produto Diluicéo

Diluicéo 1/2 Diluicdo 1/4
Gelpinho 73.65 aA 71.17 aA
Cloro 68.05 bA 43.57 bB
Detergente 69.43 abA 68.23 aA

Fonte: Os autores.
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As meédias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e maiusculas
nas linhas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os resultados demonstram o quanto € importante a utilizacdo do produto na
diluicdo adequada para que a limpeza possa ser eficaz. Teixeira et al. (2012) afirma
gue uma das caracteristicas a ser considerada ao se escolher um produto de
limpeza é sua eficiéncia quando concentrado ou diluido.

7.1.2 PRODUTO X FUNGO X DILUIQAO

Com relacdo a eficacia dos produtos sobre as leveduras, apés a realizacao
dos testes constata-se que o Gelpinho e o detergente apresentaram melhores
respostas nos tratamentos frente a levedura Candida parapsilosis, todavia com
cloro, com relacdo a sua eficacia, ndo apresentou diferenca estatistica frente as
duas leveduras (Tabela 3). No tratamento com os fungos filamentosos, pode-se
observar que o gelpinho na diluicdo 1/2 obteve o pior resultado frete ao Aspergillus
terreus ndo apresentando diferenca estatistica com relagdo aos outros fungos e na
diluicdo 1/4 apresentou melhores resultados frente ao Tripospermum myrti, n&o
obtendo diferenca estatistica com relacdo aos outros fungos, ja o cloro na diluicao
1/2 ndo apresentou diferenca estatistica, porém com relacédo a diluicdo 1/4 obteve
melhor resultado contra o Penicillium waksmanii, entretanto o detergente na diluicéo
1/2 teve melhor resposta quando empregado no tratamento contra o Penicillium
waksmanii e na diluicdo 1/4 a resposta foi significativa em relacdo ao Aspergillus

terreus como pode-se observar na Tabela 4.

Tabela 3. Resposta do efeito dos produtos de limpeza em diferentes dilui¢cbes frente as leveduras.

Fungos Produtos
Gelpinho Cloro Detergente
Diluigcdo 1/2 Diluicdo 1/4  Dilui¢do 1/2 Diluigdo1/4  Diluic&o 1/2 Diluigdo1/4
Candida
parapsilosis 1.08 bB 0.65 bB 3.83 aA 2.86 aA 1.20 bB 1.01 bB
Rhodotorula
minuta 3.00 aAB 1.96 aB 3.60 aA 2.50 aB 2.60 AB 2.26 aB

As médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e maiusculas nas linhas, nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Fonte: Os autores.
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Tabela 4. Resposta do efeito dos produtos de limpeza em diferentes diluicdes frente aos fungos

Produtos

Fungos
Gelpinho Cloro Detergente

Diluigdo 1/2 Diluigéo 1/4 Diluicdo 1/2 Diluicéo1/4 Diluigcdo 1/2 Diluicdo1/4
Tripospermum

myrti 68.75 bA  64.58 bA 68.75 aA 68.75 aA 66.66 bc A 63.54 bA
Cladosporium
sphaerospermum 71.43bA  71.43 abA 64.76 aAB 60 aB 71.43 abA 64.76 bAB
Penicillium
waksmanii 72.22 bA  70.37 abAB 64.81 aAB 16.68 cC 60.18 cB 65.74 bAB
Aspergillus terréus 82.22aA  78.33aA 73. 88 aA 28.90 bB 79.44 aA 78.89 aA

As médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e mailsculas nas linhas, nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.Fonte: Os autores.

Os resultados mostram que o cloro foi mais eficiente na inibicdo dos fungos.
Alves et al. (2010) afirma que, cloro por ser um agente oxidante atua sobre os
constituintes da membrana celular, levando osmicrorganismos a morte.

A escolha do produto adequado para realizacdo da assepsia hospitalar é de
extrema importancia, visto que a resposta de um produto a um microrganismo nem
sempre serd a mesma com relagdo a outro. Teixeira et al. (2012) corrobora com
essa afirmacao ao dizer que néo existe um desinfetante quimico que atenda a todas
as especificacbes e necessidades encontradas, sendo preciso conhecer as
caracteristicas de cada um para se ter subsidios suficientes na escolha correta do
produto, evitando custos excessivos e uso inadequado.

8. CONCLUSOES

e A acdao inibitoria dos produtos de limpeza varia de acordo com a espécie
fungica;

e O cloro € mais eficiente na inibicdo dos fungos filamentos quando
comparado aos outros produtos;

e O ambiente hospitalar, por ser um local em que normalmente habitam uma
gama de microrganismos patdgenos a saude humana, requer uma maior atengao
com relacdo a sua limpeza;

e A concentracdo do produto influencia na acao inibitéria contra os fungos

testados.
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CAPITULO 05

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE OLEOS
ESSENCIAIS FRENTE A GENEROS DE Candida sp. DE
IMPORTANCIA CLINICA
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RESUMO: Denomina-se infeccdo hospitalar ou nosocomial todo tipo de infecgéo
adquirida em ambiente hospitalar. Sua causa é atribuida a quase todos 0s micro-
organismos. A limpeza efetiva é uma das formas de preveni-la, todavia, nem sempre
os produtos de limpeza sao fungicidas. Este estudo teve como objetivo testar os
produtos de limpeza utilizados em hospitais publicos de Pernambuco contra fungos
anemdfilos. Para tal, os fungos foram coletados em ambiente hospitalar e
preservados na Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco. Os
experimentos foram realizados utilizando-se trés produtos de limpeza nas diluicdes
1/2 e 1/4: gelpinho, detergente neutro e cloro. Diluiram-se as col6nias de leveduras
em agua destilada, semeou em placa contendo meio Agar Malte, e adicionando
discos de papel filtro contendo os produtos. Ja com os filamentosos, acrescentou-se
os produtosao meio de cultura Agar Malte fundido, adicionou-se um disco de 0,8 mm
de cultura fungica no centro da placa. As placas foram encubadas a temperatura
ambiente por 72 horas. Os resultados constataram que o gel pinho e o detergente
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apresentaram uma resposta significativa frente a Candida parapsilosis,, o gel

PALAVRAS-CHAVES: Infeccéo, Fungos, Anemdfilos, Limpeza.

ABSTRACT: Every type of infection acquired in a hospital environment is called
hospital infection or nosocomial infection. Its cause is attributed to almost all
microorganisms. Effective cleaning is one of the ways to prevent it, however,
cleaning products are not always fungicidal. This study aimed to test the cleaning
products used in public hospitals in Pernambuco against anemophilic fungi. For this,
the fungi were collected in a hospital environment and preserved in the Micoteca
URM of the Federal University of Pernambuco. The experiments were performed
using three cleaning products in 1/2 and 1/4 dilutions: gelpine, neutral detergent and
chlorine. The yeast colonies were diluted in distiled water, sowed on a plate
containing Malte Agar medium, and added filter paper discs containing the
products. With the filaments, the products were added to the melted Agar Malte
culture medium, and a 0.8 mm fungal culture disc was added to the center of the
plate. The plates were incubated at room temperature for 72 hours. The results
showed that the pine gel and detergent showed a significant response to Candida
parapsilosis, the pine gel also showed a significant result in the 1/4 dilution against
Tripospermum, emphasizing the importance of the use of various products in hospital
cleaning.

KEYWORDS: Infection, Fungi, Anemophiles, Cleansing.
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1 INTRODUGAO

O tratamento de doencas infecciosas causadas por microrganismos tornou-se
0 mais desafiador problema de salde da era moderna (GANJEWALA et al., 2014).
Em um cenario que a utilizacdo de produtos quimicos no combate a microrganismos
se restringe devido aos efeitos carcinogénicos, de toxicidade aguda e riscos
ambientais, (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016). Fatores como o0 aumento da
resisténcia de fungos e bactérias patoldgicas conhecidas, em conjunto com o
aparecimento de novos patdgenos emergentes, demonstram a importancia e o
carater de urgéncia do desenvolvimento de novos antimicrobianos (KHOSRAVI,
SHOKRI; FAHIMIRAD, 2016). E crescente o interesse pela descoberta de novas
fontes de antimicrobianos dando-se énfase para as de origens vegetais, resultando
na insercdo de varios processos de triagens desses vegetais na busca por novos
compostos com acdo antimicrobiana (BADAWY; ABDELGALEIL, 2014). Durante o
processo de obtencdo de novos compostos com atividades terapéuticas, buscam-se
atividades farmacoldgicas desejadas em humanos, animais e no controle de
patdogenos presentes nos alimentos, em especial nos setores de armazenamento
(GEMEDA et al., 2014).

Ha uma constante busca por estratégias de controle da disseminacao
fungicas e da formacao dos seus metabolitos téxicos, as micotoxinas fazendo-se uso
constante de tratamentos sintéticos (BOMFIM et al., 2015). Devido aos problemas
inerentes do uso dos fungicidas sintéticos, como custo de producdo e efeitos
colaterais, alternativas terapéuticas vém sido desejadas e os produtos de origem
vegetal para utilizacdo no tratamento de patégenos (THOMIDIS; FILOTHEOU,
2016).

Dentre 0s microrganismos patoldgicos, os fungos se destacam por serem
patdgenos oportunistas com alta capacidade de resisténcia a antimicrobianos, a qual
€ agravada por fatores como a baixa oferta de antifungicos, limitando-se a apenas
trés classes (REVIE et al.,, 2018). Todavia, as infec¢bes fungicas que acometem
humanos sdo em sua grande maioria relativas as dermatofitoses, que, embora mais
comuns, ndo sdo associadas aos casos mais graves de micoses. Infeccdes
oportunistas, subcuténeas e sistémicas estdo entre as mais invasivas, que podem
ser letais (JAMALIAN et al., 2012).

Os fungos sao organismos eucariontes, unicelulares ou multicelulares,

costumeiramente encontrados em materiais organicos em decomposi¢do, se
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fazendo presente em todos o0s ecossistemas nos mais diversos ambientes (CONTI et
al., 2018). O desenvolvimento desses microrganismos € muito mais grave entre
pacientes que recebem tratamento com antibiticos de amplo espectro e
quimioterapicos antineoplasicos, podendo ocasionar até o desenvolvimento de uma
septicemia, trazendo riscos a vida do paciente (SHARIFZADEH et al., 2018).

Os fungos também sdo responsaveis por ocasionar grande parte dos
prejuizos gerados na colheita e producdo de alimentos. As infestagBes fungicas
resultam em perdas exponenciais (XIE et al., 2017). Grande parte do acometimento
do setor agricola por fungos se deve ao aumento da ineficacia dos fungicidas
sintéticos atuais, motivados em suma pela aquisicdo de resisténcia dos fungos,
devido ao uso prolongado dos antifungicos (SOYLU; KURT; SOYLU, 2010). Apesar
dos notdérios avancos tecnoldgicos, estima-se que em esfera global cerca de um
quarto dos alimentos tiveram que ser descartados nas commodities por
contaminacdao fungicas e/ou metabdlitos fungicos (GEMEDA et al., 2014).

As patologias ocasionadas por fungos no setor alimenticio em sua maioria
advém de micotoxinas do metabolismo fangico, que podem causar processos
infecciosos quando ingeridas (BOMFIM et al., 2015). Estima-se que 250.000 mortes
na Africa foram causadas por hepatocarcinoma associadi & ingestéo de aflatoxinas,
expressando o potencial patogénico das micotoxinas (GEMEDA et al., 2014). Isso
resulta na necessidade de uma constante busca por estratégias de controle da
disseminacéao fungicas e da formacao dos seus metabolitos téxicos, como alternativa
aos tratamentos quimicos (BOMFIM et al., 2015).

As estruturas fungicas que conferem resisténcia sdo, em sua maioria,
advindas de fatores determinantes como a formacéo de biofilmes e a presenca de
dimorfismo, em alguns géneros como a Candida sp. Estes tracos sao predominantes
no surgimento das suas formas resistentes (BANU et al.,, 2018). Atualmente, a
patogenicidade da Candida sp. vem tendo destaque. Nota-se em esfera global o
crescimento da sua incidéncia desde os anos 80, em especial em pacientes
hospitalizados imunocomprometidos, onde a ocorréncia de espécies mais
resistentes é maior e mais grave (AGGARWAL; KASHYAP, 2018). Leveduras do
género Candida tém como fator agravante a expressiva quantidade de espécies
(existem cerca de 200 espécies conhecidas), sendo 10% dessas potencialmente
patogénicas para humanos (GAUCH et al., 2018). Espécies de Candida emergentes

e multirresistentes, como a C. auris e a C. haemulonii, j& foram descritas como
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responsaveis por graves surtos em ambientes hospitalares (THEILL et al., 2018).

A exposicdo prolongada das espécies de Candida as classes de
medicamentos como 0s azois acarreta uma grande probabilidade de aquisicdo de
resisténcia a esses medicamentos, como ja documentado pela literatura (SEGAL et
al., 2015; MORIO et al., 2017). Drogas como o Fluconazol ja ndo apresentam acéo
contra espécies resistentes como a C. krusei, C. glabata, C. lipolytica dentre outras
espécies de Candida nao albicans e algumas espécies emergentes como a Candida
auris (MORIO et al., 2017). Realidade essa, observada em isolados de C. glabata
recuperados de infecgcbes onde foram documentadas resisténcia a Fluconazol em
33% dos isolados (POZZATTI et al., 2008).

Os processos infecciosos causados por Candida tiveram uma extensao
significativa nos ultimos anos tornando-se uma das infec¢des de maior incidéncia em
pacientes submetidos a tratamentos medicamentosos de amplo espectro e
imunologicamente comprometidos (SOARES et al., 2015). Tal fato se deve a
capacidade mutagénica do género Candida, alterando a taxonomia do género,
ocorrendo que onde outrora havia um predominio da Candida albicans sao
observadas uma progressiva substituicdo por Candida “ndo albicans”. espécies
resistentes (MUCCI et al., 2017). Com o surgimento de Candidas “nao albicans”
como a Candida glabrata e C. krusei, 0 acometimento de graves infeccfes fangicas
esta cada vez mais frequente em pacientes imunocomprometidos (SHARIFZADEH
et al., 2017).

A Candida glabrata jA € a segunda maior responsavel por infeccdo na
Ameérica do Norte, e com esse parametro se equivalendo rapidamente em esfera
global, traz o carater de urgéncia na elaboracdo de novas terapias medicamentosas
(CEN et al.,, 2017). Essa realidade corresponde em grande parte pela eficacia
decrescente dos fungicidas sintéticos, determinando desta maneira uma grande
necessidade de elaboracdo de novos farmacos (SOYLU; KURT; SOYLU, 2010). Tais
dados chamam atencdo para as patologias causadas fungos, onde eles devem ser
inseridos em um dos principais problemas de saude publica (GEMEDA et al., 2014).

Fatores que vao desde a baixa oferta de antifingicos ao aumento da
inefichcia dos farmacos existentes provoca a busca por solucdes terapéuticas
alternativas contra esses microrganismos patologicos, voltando-se os olhos para
fitoterapia (KHOSRAVI et al., 2013). A analise quimica de extratos vegetais fornece

informacdes que podem explicar as atividades farmacoldgicas e os componentes
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bioativos das ervas, assim como sua eficacia. Componentes como acidos fendlicos e
flavonoides encontrados em alguns extratos jA sao conhecidos por possuir
atividades antimicrobianas (MEABED et al., 2018).

Tem-se uma tendéncia mundial de conscientizacdo biomédica, ressaltando a
importancia e a aplicabilidade de compostos antifUngicos advindos de plantas
(SHARIFZADEH et al., 2017). Orgdos como a OMS (Organizacdo Mundial de
Saude) vém estimulando a busca pela cultura medicamentosa expressa por
conhecimentos populares, que em sua maioria é advindo de plantas locais, para
obtencdo de dados, visando a elaboracdo de novos farmacos (RICARDO et al.,
2017). A disposicdo de plantas medicinais tradicionais representa um valiosissimo
reservatério de substancias farmacologicamente ativas e possiveis drogas
(KHOSRAVI; SHOKRI; FAHIMIRAD, 2016). As plantas tém despontado na ultima
década como alternativa promissora no desenvolvimento de antimicrobianos,
intensificando o interesse nos seus extratos (LEE et al., 2007).

A medicina tradicional ja possui plantas em um patamar de referéncia quanto
a sua utilizacdo com finalidades médicas (GUPTA; MUHURY; GANJEWALA, 2016).
A aplicacdo da medicina herbal se tornou o foco na busca por uma abordagem que
nao tenha como consequéncia as atuais complicacfes advindas do uso dos atuais
farmacos (ABDEL-WAHAB; ABDEL-RAZIK; AZIZ, 2017). Sabe-se que as plantas
com potenciais farmacolégicos comprovados se fazem presente em mais de 9000
exemplares, das quais aproximadamente 1500 espécies reconhecidas por sua
representatividade de sabor e aroma (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Plantas como a erva doce (Foeniculum vulgare), planta nativa do
mediterrdneo pertencente a familia dos umbiferos, estd muito associada as praticas
medicamentosa na cultura popular, onde séo ultilizados raizes, brotos jovens, folhas,
sementes e vapores (BARROS et al., 2009). A Erva doce € uma das plantas de
maior utilidade na pratica medicamentosa alternativa, devido seu amplo espectro de
componentes bioativos, 0 que possibilita sua vasta aplicabilidade farmacologica
(SYED et al., 2018). A utilizagdo medicamentosa da F. vulgare abrange problemas
do sistema digestivo, litiase renal, bronquite, tosse crbénica, além de ser altamente
recomentada para diabetes, considerada também um excelente diurético (BARROS;
CARVALHO; FERREIRA, 2010). Fatores como analises quimicas de extratos de
ervas expressam o potencial terapéutico de ervas como a Erva doce, tendo sido

observados acidos fendlicos e flavonoides, que sdo compostos reconhecidos pelo
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seu potencial medicamentoso (MEABED et al., 2018).

O F. vulgare esta entre as plantas mais utilizadas como farmaco alternativo no
mundo, isso muito se deve ao seu amplo leque de bioatividade. No Equador é
utilizada como tratamento alternativo de patologias como céancer (SYED et al., 2018).
A Erva-doce faz parte da medicina tradicional por suas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatoérias, suas caracteristicas farmacoldgicas propiciaram estudos como
seu auxilio na diminuicdo da foto envelhecimento causado pelos raios UVB (SUN et
al., 2016). Com a utilizacado da medicina herbal cada vez mais recorrente, as plantas
aromaticas sdo uma alternativa as praticas medicamentosas, na busca de se evitar
os efeitos colaterais dos medicamentos e de diminuir os gastos com farmacos.
(ABDEL-WAHAB; ABDEL-RAZIK; AZIZ, 2017).

Outras plantas como a Canela (Cinnamomum cassia) tém suas atividades
bioldgicas relacionadas ao tratamento de enfermidades como: célicas, dispepsia,
diarreia entre outros (SEO et al., 2014). A Canela € uma planta nativa do Sri Lanka,
que pode chegar a uma altura entre 10 e 20 metros, utilizada popularmente para
finalidades medicamentosas. Sua administracdo consiste na retirada da casca do
tronco das arvores, a qual é recolhida durante o ano todo (SEO et al., 2014). Comum
também no sul da China, onde seus galhos sdo usados no tratamento de processos
inflamatorios, dor, distdrbios menstruais, hipertensao, febre, entre outros, a C. cassia
ja se faz presente ha séculos em industrias alimenticias e de cosméticos (SUN et al.,
2016).

Sendo também uma erva recorrente na dieta indiana, recentemente observou-
se nela um potencial antidiabético em resultados de testagens preliminares,
demonstrando mais uma vertente do seu potencial medicamentoso h& dar-se
sequéncia (KAUR et al., 2018). Técnicas medicamentosas tradicionais como 0
Ayurveda (técnica medicamentosa tradicional predominante na india) também
relatam a eficicia da canela no tratamento da disfuncdo sexual (GOSWAMI et al.,
2013).

Apelidada de erva da recordacéao, o alecrim (Rosmarinus officinalis) € descrito
como um anti-aminésico, aplicagdo sugerida pela possivel aplicacdo da nefelina
encontrada no alecrim, inserindo esse vegetal entre as plantas com potencial
farmacoldgico (KARIM et al., 2017). O alecrim é uma erva nativa do mediterraneo e
da Asia, notéria por ser uma das ervas mais cultivadas no mundo, € muito utilizada

na extragdo de 6leos, manteigas e vinagres (PEREIRA et al., 2017). Ela pertence a
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familia das Lamiaceae, com ampla utilizacdo na medicina popular e na industria
farmacéutica. Descrita na literatura com potenciais: anti-inflamatorio, hepatoprotetor,
antibacteriano, antitrombotico, diurético, antidiabético, antinociceptivo, antineoplasica
(ZORAL et al., 2017). Além de possuir atividades antioxidantes, devido a presenca
de compostos como o acido carndsico e seus derivados, carnosol, cosmadial,
rosmanol, isémeros de rosmanol e carnosato de metilo (AMARAL et al., 2018).

As aplicacgbes fitoterapicas das ervas aromaticas advindas de biomoléculas
secundarias a partir dos “Oleos essenciais” € justificada pela variedade de atividades
bioativas dos seus compostos (WEI, 2013). O conhecimento das diversas atividades
terapéuticas das plantas aromaticas e seus Oleos essenciais € sabido desde a
antiguidade, onde os processos de extracdo dos 6leos eram aplicados em varias
partes das plantas incluindo caule, sementes entre outros (BADAWY;
ABDELGALEIL, 2014).

Os oleos essenciais (OEs) sao sintetizados nas plantas em varias estruturas,
das quais posteriormente podem vir a ser extraidos. Podem ser citadas as folhas,
flores, sementes, frutos e raizes, dispondo-os como subprodutos de obtencdo
variada (CASTRO et al., 2017 apud BAKKALI et al. 2008; TEXEIRA et al. 2013). Sua
composicdo contém substancias como os terpendides, resultantes da juncdo
complexa de monoterpenos ciclicos e aciclicos. Os OEs comp8em uma mistura de
grande atividade biologica, a qual possibilita o desenvolvimento de atividades
terapéuticas, como antimicrobianas (WEI, 2013).

Sabendo-se que atividades como as antimicrobianas advindas dos 6leos
essenciais se devem a diversidade de substancias bioativas, os OEs podem ser
utilizados como fonte de estudos na busca por novas alternativas medicamentosas
(GANJEWALA et al., 2014). Os OEs detém potenciais também para atuacdo no
combate as micotoxinas, além das outras tantas aplicacfes terapéuticas (SWAMY;
AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Detendo um amplo leque de atuacdo antifungica, os OEs de plantas
aromaticas mostram eficacia na sua utilizacéao terapéutica frente a em géneros como
a Candida sp. (BANU et al., 2018). Outros fatores inerentes aos OEs sao seu alto
valor de comércio no mercado global, sabor Unico e fragrancia, utilizacdo na
aromaterapia, auxiliando no tratamento de patologias como doencas
cardiovasculares, diabetes, Alzheimer e cancer (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH,

2016). Ha& também as aplicagbes terapéuticas dos 6leos essenciais no controle e
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inibicdo de patdégenos em alimentos onde é amplamente aceito como terapia segura,
eficaz e sem efeitos colaterais (GANJEWALA et al., 2014). Os OEs também
possuem potencial antiparasitario, apresentando baixa citotoxicidade, o que contribui
de maneira enfatica para sua utilizacdo com fins medicamentosos (PEREIRA et al.,
2017).

Os OEs detém uma série de caracteristicas que 0s colocam como potenciais
terapéuticos contra diversas patologias. Em especial no tratamento de patologias
fungicas, as quais ja foram descritos bons resultados em espécies do género
Candida (BANU et al.,, 2018). Dessa maneira, o presente trabalho se propds a
avaliar a atividade antimicrobiana de trés extratos vegetais (erva doce, canela e
alecrim) frente a isolados do género Candida que apresentam interesse clinico.
Nesse sentido o objetivo deste capitulo foi avaliar a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais de erva doce (Foeniculum vulgare), canela (Cinnamomum cassia) e
alecrim (Rosmarinus officinalis), frente a espécies de Candida sp. de importancia

clinica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais de erva doce (Foeniculum vulgare), canela
(Cinnamomum cassia) e alecrim (Rosmarinus officinalis) foram obtidos
comercialmente, a partir das folhas desses vegetais, na concentracdo de 100%, em
mercado publico da cidade de Recife, Pernambuco, sendo estocados a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, até 0 momento do uso.

2.2 OBTENQAO DAS LINHAGENS DE CANDIDA

As linhagens de Candida utilizadas foram gentilmente cedidas pelo
Departamento de Antibiéticos, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As
espécies selecionadas foram as que apresentaram relevancia clinica, como: C.
albicans, C. glabrata, C. parakrusei, C. krusei, C. lypolyticae C. lusitanea. Todas as
leveduras foram mantidas em Caldo Sabouraud-Dextrose (DIFICO®, Detroit,
Michigan, EUA), a 4 °C.

2.3 PREPARO DO INOCULO

As cepas foram reativadas em Caldo Sabouraud-Dextrose (DIFICO®, Detroit,
Michigan, EUA), a 37°C por 24 horas. As suspensdes fungicas foram preparadas

diluindo os in6culos em solucdo salina estéril (salina a 0,85%) e a suspensao
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resultante foi homogeneizada em agitador de vortex durante 15 segundos, até que
fosse obtida turvacdo equivalente a uma solucéo padréo da escala de McFarland 0,5
onde a suspensdo-padrdo de leveduras continha aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL (NCCLS, 2002).

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS
OLEOS ESSENCIAIS

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo com as
diretrizes do Instituto de Padrbes Clinicos e Laboratoriais (Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI), utilizando o método de microdiluicdo em caldo (Cockerill
et al., 2012). Utilizando-se microplacas de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de
meio de cultura a 100 pL dos 6leos essenciais de erva doce (Foeniculum vulgare),
canela (Cinnamomum cassia) e alecrim (Rosmarinus officinalis) na concentracéo
inicial de 100%. A concentracdo na primeira linha foi de 50%. Apds a primeira
diluicdo, 100 pL da primeira linha A da microplaca foram retirados e adicionados a
linha seguinte B, e esse procedimento foi repetido até a ultima linha H, deixando as
diluicdes seriadas nas concentracdes de 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%, 1,56%, 0,78%
e 0,39%, respectivamente. Apos as diluicdes, 40 pL da suspensao com as espeécies
de Candida (1 x 10 UFC/mL) foram adicionadas as placas. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. Os controles de crescimento positivos foram
inoculados da mesma forma, com o caldo sabouraud no local dos 6leos essenciais.
O meio estéril acrescido do antifingico miconazol foi utilizado como controle de
inibicdo do crescimento microbiano. A CIM foi definida como a menor concentracao

capaz de inibir o crescimento microbiano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os trés 6leos essenciais testados, erva-doce (Foeniculum vulgare),
canela (Cinnamomum cassia) e alecrim (Rosmarinus officinalis), foi possivel
observar atividade antimicrobiana dentre algumas espécies de Candida testadas. A

Tabela 1 descreve todos os resultados obtidos.
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Tabela 1. Resumo dos dados obtidos dos percentuais das concentracdes inibitérias minimas dos
Oleos essenciais testados em espécies do género Candida de interesse clinico.

Microrganismo Concentracéo inibitéria minima de cada 6leo essencial (%)
Erva doce (F. vulgare) Canela (C. cassia) Alecrim (R. officinalis)
C. albicans 3,12 - 1,57
C. glabrata - - -
C. parakrusei 3,12 - 1,57
C. krusei - - _
C. lipolytica 50 - 50
C. lusitanea 1,57 - 1,57

Fonte: Os autores.

O dleo essencial de Erva doce (F. vulgare) obteve os respectivos resultados:
C. albicans e C. paraklusei foram inibidas com uma concentracdo inibitéria minima
(CIM) de 3,12% do oleo. Ja a C. lusitanea apresentou um percentual mais baixo de
inibicdo, igual a 1,57%. C. lipolytica apresentou o maior percentual de inibicao
(50%), enquanto nas espécies C. glabrata e C. krusei ndo houve inibicdo. O dleo
essencial de Canela (C. cassia) ndo mostrou acao inibitéria em nenhuma espécie de
Candida testada nas concentracfes apresentadas. O 6leo essencial de Alecrim (R.
officinalis) apresentou os melhores resultados, tendo inibido o crescimento das
espécies C. albicans, C. parakrusei e C. lusitanea na concentracao de 1,57%. Para a
C. lipolytica, o resultado foi semelhante quando utilizado o 6leo da erva doce,
apresentando um percentual de inibicdo de 50%. As espécies C. glabrata e C. krusei
também ndo conseguiram ser inibidas pelas concentracbes do 6leo de alecrim
testadas no presente trabalho. Os resultados obtidos expressam em primeira
insténcia a acao inibitéria dos 6leos essenciais em fungos do género Candida. Dos
trés 6leos testados dois tiveram acédo inibitéria em 4 das 6 espécies de Candida
testadas, embora o percentual de inibicdo da C. lipolytica tenha sido pouco
expressivo nos Oleos de Alecrim e Erva doce, eles tiveram um percentual inibitorio
significativo nas espécies: C albicans, C. parakrusei e C. lusitanea.

O presente trabalho traz dados pertinentes onde foram possiveis observa
uma concordancia com outros estudos, quanto a acao antifungica dos o6leos
essenciais em espécies de Candida. Elas foram relatadas em Gavaniji et al. (2015), o
qual relatou a acédo inibitéria dos Oleos essenciais de Z. multiflora Boiss e S.
hortensis expressando uma CIM de 34 mg/mL para C. albicans. Em 2008,
Maksimovic et al. também relataram acéo inibitéria do 6leo de Thymus pannonicus

na espécie C. albicans, obtendo uma CIM de 50 mg/mL. Nossas aplicacdes dos
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Oleos essenciais de Erva doce (Foeniculum vulgare) e Alecrim (Rosmarinus
officinalis) também tiveram acé&o inibitoria na espécie Candida albicans obtendo
percentuais inibitorios de 3,125% e 1,563% respectivamente. Os outros resultados
dos 6leos essenciais de Erva doce e Alecrim fomentaram dados inéditos e muito
positivos quanto a inibicdo das espécies: Candida parakrusei e Candida lusitanea,
expressando sua eficacia perante espécies nao albicans. Demonstrando assim
potenciais opc¢oes terapéuticas. Dentro da necessidade de elaboracdo de novas
alternativas que possam atual de maneira mais eficaz no combate aos
microrganismos que se disseminam por todo o mundo, realidade essa ja exposta em
2014, por Ganjewala et al., que afirmava que as doencas infecciosas ja sao
responsaveis por metade de todas as mortes nos paises tropicais.

O maior destaque e a acao inibitoria dos 6leos de Erva doce e Alecrim nas
espécies “nao albicans” com pecentuais bem expressivos, obtendo, desta forma,
valores interessantes para as espécies C. lusitanea e C. parakrusei, nos 6leos de
Erva doce e Alecrim. Dados esses que fomentam a acdo e a relevancia desses
0leos em espécies de Candida “nao albicans”, as quais ainda nao ha citagdo na
literatura pesquisada. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), o efeito inibitério
sobre biofilmes, a biocompatibilidade, e a interagdo com outros microrganismos Sao
aspectos que devem ser considerados quando da perspectiva de novos estudos e
validacdo do uso clinico desses produtos naturais. Estudos futuros sdo necessarios
para melhor investigacdo da atividade antifiungica dos Oleos de Erva doce e Alecrim,

e assim comprovar sua eficacia.

4 CONCLUSAO

Na busca por alternativas medicamentosas evidencia-se 0 potencial
farmacoldgico das ervas aromaticas presentes nos seus metabdlitos secundarios, os
Oleos essenciais, reavivando assim, os estudos do seu potencial antifUngico pouco
pesquisado e suas possiveis aplicacdes farmacolégicas em diferentes géneros e
espécies fungicas. O presente trabalho mostrou o potencial antimicrobiano dos 6leos
de Erva doce e Alecrim frente a espécies do género Candida de interesse clinico,
em especial para os géneros C. albicans, C. parakrusei e C. lusitanea. O 6leo de
Canela ndo demonstrou nenhuma atividade antifingica nas concentragfes testadas.

Outros testes sé@o necessarios para confirmar a atividade contra géneros de

82



Candida. Entretanto, o trabalho contribui com o desenvolvimento de novas

alternativas medicamentosas em comparacao as drogas sintéticas existentes.
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RESUMO: Muitas espécies de leveduras sdo componentes normais da microbiota
humana. Porém, em determinadas circunstancias como enfraquecimento do sistema
imunologico, algumas espécies de Candida, Cryptococcus, e Trichosporon podem
causar doencas. A candidiase é a causa mais importante de micose oportunista em
todo o mundo e a principal causa de infeccdo nosocomial na corrente sanguinea. A
criptococose afeta humanos e diversos animais e, apesar do pulmao ser o local mais
comum de entrada do patdégeno no corpo, a meningoencefalite € a manifestacéao
clinica mais comum dessa infeccdo. A tricosporonose é uma outra infeccao
oportunista, com taxas de mortalidade de 42% a 90%, sendo relatada como a
segunda infeccdo mais comum por fungemia em pacientes com doencas
hematoldgicas malignas. A resisténcia a antifUngicos comerciais tem sido uma das
causas para 0 aumento da mortalidade causada por infecgdes fungicas invasivas.
Nesse cendario, € crescente a busca por novos agentes antimicrobianos que possam
servir como alternativas. Lectinas (proteinas que se ligam a carboidratos) tém sido
descritas como agentes antimicrobianos por inibirem crescimento e germinacao e
induzirem a morte de células fungicas. Essas proteinas tém se mostrado como
importante alternativas para o combate de infec¢cdes causadas por leveduras, sendo
o maior numero de estudos realizados frente a espécies do género Candida.
Atualmente, constitui um desafio para os pesquisadores a realizacdo de mais
estudos visando a avaliacdo das atividades em modelos in vivo. A disseminacéo da
resisténcia a antifingicos torna urgente o desenvolvimento de alternativas para uso
nas terapias contra infeccbes causadas por esses microrganismos.

ABSTRACT: Many yeast species are normal components of the human microbiota.
However, in certain circumstances such as weakened immune systems, some
species of Candida, Cryptococcus, and Trichosporon can cause diseases.
Candidiasis is the most important cause of opportunistic ringworm worldwide and the
main cause of nosocomial infection in the bloodstream. Cryptococcosis affects
humans and several animals and, although the lung is the most common site of entry
of the pathogen into the body, meningoencephalitis is the most common clinical
manifestation of this infection. Trichosporonosis is another opportunistic infection,
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with mortality rates from 42% to 90%, being reported as the second most common
fungal infection in patients with malignant hematological diseases. Resistance to
commercial antifungals has been one of the causes for the increase in mortality
caused by invasive fungal infections. In this scenario, the search for new
antimicrobial agents that can serve as alternatives is growing. Lectins (proteins that
bind to carbohydrates) have been described as antimicrobial agents because they
can inhibit growth and germination and induce the death of fungal cells. These
proteins have been shown to be important alternatives to fight infections caused by
yeasts, with the largest number of studies carried out against species of the genus
Candida. Currently, it is a challenge for researchers to carry out more studies aimed
at evaluating activities using in vivo models. The spread of antifungal resistance
makes it urgent to develop alternatives for use in therapies against infections caused
by these microorganisms.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo de organismos que Se caracterizam por
serem eucarioticos, saproéfitos ou parasitarios. S&o produtores de esporos e podem
se reproduzir de forma sexuada ou assexuada. A reproducao assexuada ocorre por
brotamento, fragmentac&o ou producéo de esporos, enquanto a reproducdo sexuada
ocorre através da meiose e da fuséo, originando nucleos diploides e promovendo a
variacdo genética na populagdo dos fungos (TAN; HSU, 2018). Tanto a quitina
quanto a quitosana séo dois polissacarideos que estédo frequentemente incorporados
na estrutura da parede celular, ancorando outros componentes na superficie da
célula fungica (BROWN et al., 2020).

Ha duas principais formas nas quais os fungos podem se apresentar:
leveduras e bolores. Podem também se apresentar de forma dimorfica, ou seja,
variarem sua morfologia de acordo com fatores ambientais(CARMONA; LIMPER,
2018). As leveduras sao unicelulares e se reproduzem por brotamento, enquanto os
bolores formam hifas multicelulares e podem crescer por extensdo apical (TAN;
HSU, 2018).

As leveduras podem pertencer aos grupos dos ascomicetos (Saccharomyces
e Candida, por exemplo) ou basidiomicetos (por exemplo, Cryptococcus, Malassezia
e Trichosporon). Dentre 150.000 espécies de fungos estimadas, aproximadamente
10% sao leveduras (GUARRO, 2012). Muitas espécies de leveduras séao
componentes normais da microbiota humana. Algumas leveduras, porém, sao
consideradas patdégenos oportunistas porque podem causar doencas em
determinadas circunstancias, como enfraquecimento do sistema imunoldgico.

Segundo Kameswaran e Raghunandhan (2009), de acordo com o local de
infeccdo, as micoses podem ser superficiais, cutaneas, subcutaneas ou sistémicas
(profundas). O 6nus causado pelas infeccfes invasivas por fungos em pacientes nos
sistemas de saude é dificil de mensurar; entretanto, € bem reconhecido que este tipo
de infeccéo esta associado a altas taxas de morbimortalidade e custos elevados de
assisténcia médica. Nas ultimas décadas, foi observada uma maior prevaléncia
destas infec¢cbes devido ao crescente tamanho da populacdo de individuos
imunocomprometidos, que inclui pessoas vivendo com o virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV), receptores de transplante e pacientes com cancer (CASTANHEIRA
et al., 2017).

A resisténcia aos antifiungicos comerciais também tem sido uma das causas
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para 0 aumento da mortalidade causada por infeccfes fungicas invasivas. Essa
resisténcia pode ser primaria (intrinseca) ou secundaria (adquirida). A resisténcia
primaria ocorre sem exposi¢do prévia ao medicamento. A resisténcia secundéria é
gerada apds a exposi¢cdo a um antifingico e pode estar associada a uma expressao
génica alterada (MAYR; LASS-FLORL, 2011).

Os farmacos utilizados atualmente também podem ter seu uso limitado devido
a sua toxicidade, como é o caso por exemplo, dos polienos (as formulacdes de
anfotericina B). Os polienos existentes estédo disponiveis apenas por via intravenosa
(GUBBINS; HELDENBRAND, 2009). Seus efeitos adversos estdo relacionados a
nefrotoxicidade, limitadora de dose, o que leva a busca continua de alternativas
igualmente eficazes, mas menos toxicas que poderiam ser administrado tanto por
via intravenosa quanto oral (LEWIS, 2011). Nesse cenario, é crescente a busca por
novos agentes antimicrobianos que possam servir como alternativas aos

antifangicos atualmente disponiveis.

2. LEVEDURAS PATOGENICAS

Nesse topico, apresentaremos informacfes sobre trés géneros de leveduras
para os quais tem sido descrita atividade antifiUngica de lectinas.

2.1. Candida

A candidiase é uma infeccdo causada por fungos do género Candida, a qual
continua sendo a causa mais importante de micose oportunista em todo o mundo e a
principal causa de infecgcdo nosocomial na corrente sanguinea (NUCCI et al., 2010).
As candidemias séo infec¢des sistémicas causadas por diferentes espécies de
Candida, que sao responsaveis por 80% dos casos de infeccbes nosocomiais
causadas por fungos. Entretanto, nem todas as espécies desse género sao
responsaveis por causar infeccdo em humanos. Leveduras do género Candida sao
comensais e naturalmente fazem parte da microbiota na mucosa oral, trato
gastrointestinal e trato génito-urinario. O género Candida inclui cerca de 150
espécies, sendo mais de 17 espécies conhecidas por serem agentes etioldgicos de
infeccdo humana; no entanto, mais de 90% das infec¢des invasivas sdo causadas
por Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis
e Candida krusei (MORIS et al., 2008; SARDI et al., 2013).

A parede celular de Candida € composta em sua regido externa por

glicoproteinas altamente manosiladas (GOW et al., 2017). C. albicans é um

92



comensal e um patdégeno que pode exibir morfologia de leveduras, hifas ou pseudo-
hifas. Estas transicbes morfoldégicas promovem colonizacao e invasao em diferentes
locais anatbmicos e também ocorrem em outras espécies de Candida. A forma de
levedura esta associada a disseminacgéo e a forma hifal a adeséo, invasédo tecidual e
atividade proteolitica (ACHKA; FRIES, 2010). A capacidade de produzir hifas
verdadeiras € uma relevante caracteristica em termos de epidemiologia e viruléncia,
encontrada em C. albicans, Candida dubliniensis e C. tropicalis (ZUZA-ALVES,
2017).

Candida pode crescer associada a superficies, incorporadas em uma matriz
extracelular composta de carboidratos e proteinas, que se caracteriza como biofilme.
Os biofilmes se formam rapidamente em superficies, como cateteres e dispositivos
intrauterinos, tornando-se resistentes a agentes antifiingicos, especialmente azois.
Biofiilmes também podem se formar nas superficies mucosas e promover a
persisténcia de infeccdo por fungos (ACHKA; FRIES, 2010). C. albicans apresenta
uma capacidade de infectar variados nichos no hospedeiro, caracteristica que se
deve a uma ampla gama de fatores de viruléncia. Dentre eles se inclui as transicdes
morfologicas ja mencionadas, a formacdo de biofilmes, a expressdo de adesinas e
invasinas, trigmotropismo, troca fenotipica e secre¢cdo de enzimas hidroliticas
(MAYER et al., 2013).

Em uma pesquisa realizada em um hospital terciario brasileiro, foi avaliada a
incidéncia de espécies de Candida, sendo observado que a espécie de Candida
nao-albicans mais incidente foi C. glabrata (37,62%), geralmente considerada uma
espécie de baixa viruléncia, mas com uma taxa de mortalidade mais alta que C.
albicans. C. parapsilosis (25,74%) e C. tropicalis (16,86%) foram a segunda e
terceira espécies mais comumente isoladas (SAVASTANO et al., 2016). C. tropicalis
€ particularmente relevante nas infeccdes do trato urinario, enquanto C. parapsilosis
é frequentemente encontrada como agente causador de infec¢des relacionadas a
cateteres (CAVALHEIRO, 2018).

AzOis e equinocandinas sao drogas antifungicas usadas globalmente para
tratar infecgbes por Candida (PRISTOV; GHANNOUM, 2019). As equinocandinas
tém seu sitio de acdo na enzima glucana sintase, responsavel pela biossintese de
polimeros da parede celular (PERLIN, 2015). Antifungicos azolicos (como o
fluconazol) atuam inibindo a sintese de ergosterol e sdo mais frequentemente

utilizados para o tratamento, pois sao baratos, exibem toxicidade limitada e
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disponiveis para administracdo oral (WHALEY, 2017). A resisténcia de Candida a
esses antifungicos tem aumentado (PRISTOV; GHANNOUM, 2019) e sera abordada
em mais detalhes no topico 3.

2.2 Cryptococcus

Cryptococcus € um género de fungos basidiomicetos com mais de 30
espécies amplamente distribuidas. Sao leveduras com capsulas polissacaridicas,
saprobias no ambiente, sendo isoladas principalmente de excreta de aves e vegetais
em decomposicdo (PESSOA et al.,, 2012; MAZIARZ;, PERFECT, 2016). S&o
causadores da criptococose, uma importante infeccéo fungica que afeta humanos e
diversos animais, tais como mamiferos, passaros, répteis e invertebrados. A
meningite criptococécica causa 15% das mortes relacionadas a AIDS em todo
mundo (RAJASINGHAM et al., 2017).

Duas espécies sdo comumente conhecidas por causarem doencas em seres
humanos: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Historicamente, o género
foi classificado em 3 variedades, 5 sorotipos (baseados em diferencas estruturais na
capsula de polissacarideo) e 8 subtipos moleculares (MAZIARZ; PERFECT, 2016).
C. neoformans dos sorotipos A e D infectam principalmente hospedeiros
imunocomprometidos. Entretanto, C. gattii infecta tanto imunocomprometidos quanto
imunocompetentes. Os sorotipos A, D e AD sdo geralmente encontrados em todo o
mundo, enquanto o C. gatti é encontrado principalmente em regides tropicais e
subtropicais. As infeccdes do sorotipo tipo D sdo mais encontradas na Europa
Ocidental (JONES et al.,, 2017). Entretanto, ha relatos de prevalescéncia de
Cryptoccocus até mesmo em regifes subpolares (BUZZINI et al., 2017).

A parede celular de patégenos do género Cryptococcus € composta por uma
camada rica em quitina préxima a membrana, cercada por uma rede de
polissacarideos compostas por B-1,3- e [-1,6-glucanas, xilomananas e
galactomananas (JONES et al., 2017). A capsula polissacaridica de Cryptococcus é
um dos mais importantes fatores de viruléncia, sendo formada por repeticdes de dois
polissacarideos, glucuronoxilomanano e glucuronoxilomanogalactano e pode incluir
manoproteinas, acido hialurdnico e acido sidlico (CASADEVALL et al., 2019). Outros
atributos de viruléncia bem caracterizados sdo a capacidade de crescer na
temperatura corporal dos mamiferos e a producao de melanina, urease e fosfolipase
B (ESHER et al., 2018). A melanina desempenha um importante papel protetor papel
contra 0 estresse ambiental (EISENMAN; CASADEVALL, 2011). Ja a fungédo da
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urease, bem como da fosfolipase B, estd associada a desestabilizacdo de
membranas, lise celular, liberacdo de segundos mensageiros lipidicos (COX et al.,
2001) e disseminacao de fungos do pulméo para o cérebro (SHI et al., 2010).

A infeccao por Cryptococcus ocorre atraves da inalacdo da levedura, sendo o
pulmd@o o principal local da infeccdo. Apesar do pulmé&o ser o local comum de
entrada do patdégeno no corpo, a meningoencefalite € a manifestacdo clinica mais
comum de infeccdo. As caracteristicas clinicas da meningite criptocococica
geralmente se manifestam em 1 a 2 semanas e incluem febre, mal-estar, cefaleia,
rigidez da nuca, fotofobia, nauseas e vomitos (MADA et al., 2020). A anfotericina B
tem sido a base do tratamento da meningite criptococécica. O uso de um regime a
base de polieno foi associado a reducdo significativa da carga de levedura no
sistema nervoso central e esta correlacionado a uma melhor sobrevida (MOURAD;
PERFECT, 2018). A flucitosina tem seu efeito apenas sobre as células fungicas, nao
havendo acéo nas células de mamiferos. Porém, seu uso ndo é recomendado como
monoterapia sendo utilizado normalmente com outro antifingico como a anfotericina
B. Ainda, este medicamento depende fortemente da funcao renal de um individuo,
pois ndo sofre metabolismo no corpo e, em 24 h, 85 a 95% da flucitosina é
excretada na urina sem alterar sua forma original (PADDA; PARMAR, 2020). A
resisténcia de Cryptococcus a antifingicos serd abordada no topico 3.

2.3. Trichosporon

Trichosporon spp. sdo organismos anamorficos basidiomicetos semelhantes a
leveduras, com capacidade de crescimento filamentoso, sendo, portanto, dimérficos
(MARINE et al.,, 2015). Sua distribuicdo geografica é bem variada sendo
encontrados tanto em &reas tropicais quanto em areas temperadas. Podem
colonizar seres humanos em diferentes regides do corpo, incluindo o trato
gastrointestinal, cavidade oral, trato respiratorio, pele e vagina. Recentemente,
baseado em multiplas analises sequenciais de genes, a taxonomia de Trichosporon
foi reavaliada e novos géneros foram propostos para os clados monofiléticos, que
incluem Trichosporon, Cutaneotrichosporon e Apiotrichum (ALMEIDA-JUNIOR et al.,
2017).

Cingquenta espécies de Trichosporon foram descritas em diferentes regides do
globo, incluindo 16 espécies com relevancia clinica (COLOMBO et al.,, 2011).
Trichosporon é considerado uma importante causa de varios tipos de infeccdes

incluindo piedra branca e onicomicose, podendo também causar infeccdes
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profundas, associadas a mucosa (BENTUBO et al., 2014). Tricosporonose € 0 home
atribuido a forma invasiva das doencas causadas por Trichosporonspp., sendo uma
infecgao oportunista e com taxas de mortalidade de 42% a 90%, apesar da terapia
antifingica. Foi relatada como a segunda infeccdo mais comum por fungemia,
excetuando-se aquelas causadas por Candida, em pacientes com doencas
hematolégicas malignas (MICELI et al., 2011). Micoses emergentes também podem
ser causadas por Trichosporon, documentadas em pacientes com neoplasias
hematoldgicas ou outras condi¢cdes associadas a imunossupressdo (TAVERNA et
al., 2014).

O perfil de susceptibilidade de Trichosporon spp. € capaz de variar de acordo
com a espécie sendo importante para fins epidemiolégicos, a fim de definir melhor a
associacao clinica de espécies melhorando o tratamento antifingico (TAVERNA et
al., 2014). Trichosporon asahii possui uma capacidade de invadir a pele e outros
tecidos que requer diversas caracteristicas de viruléncia, que inclui a transicdo de
levedura para hifa, formacdo de biofilme, atividade de lipases e proteases e a
composicao dinamica da parede celular (DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

3. RESISTENCIA A ANTIFUNGICOS

A terapia antifangica € um componente central no tratamento de pacientes
com micoses agudas e crbnicas. Entretanto, devido ao niumero escasso de classes
de medicamentos antifingicos, as opcdes de tratamento séo restritas (COWEN et
al., 2015). Além disso, a resisténcia antifUngica esta se tornando uma grande
preocupacdao, reduzindo as possibilidades de tratamento, principalmente no contexto
da necessidade de assisténcia a pacientes de alto risco com micoses invasivas
(WIEDERHOLD, 2017).

A resisténcia a medicamentos pode ser classificada como microbiologica ou
clinica. A resisténcia microbiolégica € identificada através da determinacdo de
concentracdes inibitérias minimas (CIM) in vitro para um determinado antifingico e
interpretacédo desse valor de acordo com os pontos de corte clinicos (MORIO et al.,
2017). Ja a resisténcia clinica refere-se a persisténcia de uma infeccdo fungica,
mesmo com o tratamento. Embora a resisténcia microbiolégica possa contribuir para
o desenvolvimento da resisténcia clinica, outros fatores também podem estar
envolvidos, como funcdo imunolégica comprometida, doenca subjacente,

biodisponibilidade reduzida do medicamento e aumento do metabolismo do
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medicamento (SANGUINETTI et al., 2015). O aumento da resisténcia antifingica
pode ser devido ao uso de terapias seletivas com doses inadequadas ou ao uso
frequente do mesmo medicamento na profilaxia de infec¢des fangicas em humanos
e animais (KONTOYIANNIS, 2017).

Vérios sdo os mecanismos de resisténcia de Candida contra azoéis e variam
desde a ativacdo de bombas de efluxo capazes de promover a exocitose do
farmaco, bem como alteragcdo ou diminuicdo da expressdo de proteinas-alvo. Em
relagdo as equinocandinas, 0s mecanismos de resisténcia baseiam-se na ocorréncia
de mutacbBes pontuais adquiridas nos genes que codificam as glucana sintases,
levando a uma diminuicdo da sensibilidade ao farmaco (VIEIRA; NASCIMENTO,
2017).

Numa avaliacao realizada por Bongomin et al. (2018) acerca da resisténcia de
Cryptococcus spp. em estudos de 1988 a maio de 2017, foi observada uma
prevaléncia média de resisténcia ao fluconazol de 12,1%. Também observou-se que
cepas de C. neoformans e C. gattii que apresentaram resisténcia a antifingicos
apresentaram uma superexpressao de genes responsaveis pela bomba de efluxo. O
mecanismo de resisténcia de Cryptococcus a fluconazol ainda nao foi totalmente
elucidado (ZAFAR et al., 2019).

Estudos afirmam que o tratamento antifUngico das doencas de pele
associadas a Malassezia ndo € clinicamente eficaz em até um terco dos pacientes
(SAMAREI et al., 2017). Leong et al. (2017) testaram a susceptibilidade de 52 cepas
de 13 espécies de Malassezia a 11 antifingicos comumente utilizados. Os menores
valores de CIM foram encontrados para o0s azOis itraconazol, posaconazol e
voriconazol e todas foram resistentes a equinocandinas e griseofulvina. Algumas
espécies também apresentaram altos valores de CIM para cetoconazol, que é um
antifangico tépico amplamente recomendado para infec¢cdes cutaneas por
Malassezia. O manejo terapéutico de infec¢gbes causadas por Trichosporon também
€ desafiador, uma vez que espécies desse género exibem uma resisténcia intrinseca
as equinocandinas e uma baixa suscetibilidade aos polienos (ALMEIDA-JUNIOR,;
HENNEQUIN, 2016). Além disso, as espécies de Trichosporon podem mostrar

suscetibilidade limitada a anfotericina B e fluconazol (SANTOS et al., 2016).

4. ATIVIDADE DE LECTINAS CONTRA LEVEDURAS

As lectinas séo proteinas amplamente distribuidas na natureza que
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apresentam pelo menos um dominio capaz de reconhecer e se ligar a carboidratos
ou glicoconjugados com alta especificidade e de forma reversivel (DIAS et al., 2015).
Desempenham na natureza papeis nos fendbmenos de reconhecimento biolégico e
podem proteger plantas e animais contra patégenos (BUUL; BROUNS, 2014). As
lectinas estdo envolvidas no reconhecimento entre células, proliferacdo celular,
migracdo celular, adesdo a matriz extracelular e interacdes parasita-hospedeiro.
Tém sido relatadas diversos atividades biologicas das lectinas, tais como inseticida
(NAPOLEAO et al., 2019), antimicrobiana (EL-ARABY et al., 2020), antiviral
(SUBRAMANIAM et al., 2020) e antitumoral (RAMOS et al., 2019).

A acdo antimicrobiana das lectinas inclui blogueio de invasao e infeccéo,
inibicdo de crescimento e germinacao, regulacdo de adesdo e migracdo de células
microbianas, e inducdo da morte da célula microbiana. A morte de células
microbianas por lectinas pode envolver a formacéo de poros, seguida por alteracdes
na permeabilidade celular, e também interacbes com os componentes da parede
celular, tais como a quitina (COELHO et al., 2018). A Tabela 1 apresenta lectinas
que apresentaram atividade antifangica contra leveduras.

Silva et al. (2018) relataram que a lectina da sarcotesta de Punica granatum
(PgTelL) apresentou efeito inibitério sobre o crescimento de C. albicans e C. krusei,
com CIM de 25 e 12,5 pg/mL, respectivamente, e causou morte das células com
concentracdo minima fungicida (CMF) de 50 e 12,5 pug/mL, respectivamente. Além
disso, o tratamento dessas leveduras com essa lectina resultou em diminuicdo do
conteudo intracelular de ATP e induziu a peroxidacédo lipidica. PgTeL também foi
capaz de danificar a integridade da parede celular fungica de ambas as espécies.
Uma lectina oriunda de foliololos de Calliandra surinamensis, denominada CasuL, foi
avaliada contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis. Essa lectina foi
ativa apenas contra C. krusei, apresentando valores de CIM e CMF de 125 e 250
pg/mL, respectivamente. CasuL promoveu alteracfes drasticas na morfologia dessa
levedura, com retracéo do contetido citoplasmatico e ruptura celular (PROCOPIO et
al., 2017). Silva et al. (2019) isolaram uma lectina de raizes de Portulaca elatior
(PeRolL), que apresentou atividade antifungica contra C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei e C. tropicalis com CIM de 16 pg/mL.Recentemente, Santos et al. (2021)
descreveram os efeitos da lectina solivel em agua de sementes de Moringa oleifera
(WSMoL) no crescimento e sobrevivéncia de espécies de Candida. WSMoL inibiu o

crescimento de C. albicans, C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis com CMI de 20
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pg/mL. Menor valor de CMF (20 pg/mL) foi detectado para C. glabrata e o mais alto
(80 pg/mL) para C. albicans e C. parapsilosis. Essa lectina induziu apoptose e
necrose nas células fungicas e causou hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial.
Também foram avaliadas as atividades das lectinas DvioL, DRL e ConBr,
obtidas das sementes das plantas leguminosas Dioclea violacea, Dioclea rostrata e
Canavalia brasiliensis, frente a leveduras dos géneros Candida e Trichosporon
isoladas de secrecdes vaginais. A lectina DRL mostrou atividade antifungica contra
Candida guilliermondii (CIM: 128 pg/mL), Candida shehatae (CIM: 4 pg/mL) e
Candida membranaefaciens (CIM: 64 pg/mL). DvioL mostrou atividade antifungica
em onze cepas do género Candida, com CMI variando de 8 a 256 pg/mL. A ConBr
apresentou atividade antifingica contra oito isolados do género Candida, e
Trichosporon cutaneum CIM entre 2 e 256 ug/mL (GOMES et al., 2012).

Tabela 1. Lectinas com ac¢éo antifungica sobre espécies de trés géneros de leveduras.

Género Lectinas
Nome Fonte

Candida ApuL Inflorescéncia de Alpinia purpurata
BVL Semente de Bauhinia variegata
C-25 Semente de Cicer arietinum
CasuL Foliololo de Calliandra surinamensis
CFAL Semente de Clitoria fairchildiana
ConBr Semente de Canavalia brasiliensis
ConBr I Semente de Canavalia brasiliensis
DdelL Semente de Dypsis decaryi
DRL Semente de Dioclea rostrata
DvioL Semente de Dioclea violacea
DVL Semente de Dioclea virgata
Helja Semente de Helianthus annuus
PeRoL Raiz de Portulaca elatior
PgTelL Sarcotesta de Punica granatum
StelLL Folha de Schinus terebinthifolia
WSMoL Semente de Moringa oleifera
Semente de Archidendron jiringa
Hemolinfa de Portunus pelagicus

Cryptococcus Citovirina Cianobactérias
WGA Gérmen de trigo

Trichosporon ConBr Semente de Canavalia brasiliensis
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Klafke et al. (2013) estudaram a acado de seis diferentes lectinas oriundas de
plantas sobre oito espécies de leveduras. Essas lectinas foram extraidas de folhas
de Abelmoschus esculentus, sementes de Canavalia brasiliensis, Mucuna pruriens,
Clitoria fairchildiana, Dioclea virgata e Bauhinia variegata. Atividade inibitoria foi
observada apenas para C. parapsilosis com CIM entre 0,97 a 125 pg/mL e CMF de
3,9 a 500 pg/mL.

Charungchitrak et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana da lectina
de sementes de Archidendron jiringa contra C. albicans obtendo uma CIM de 0,0567
mg/mL. Del Rio et al. (2019) avaliaram a acédo da lectina de Helianthus annuus,
denominada Helja, contra C. albicans, explorando também sua capacidade de inibir
a producéo de biofilme. Foi detectada uma reducao de 82% na viabilidade celular e
de 80% na formacao de biofilme. As inflorescéncias de Alpinia purpurata contém
uma lectina (ApuL) que foi avaliada contra C. albicans e C. parapsilosis,
apresentando CIM de 200 e 400 ug/mL, respectivamente (FERREIRA et al., 2018).
Gomes et al. (2013) avaliaram a acéo da lectina de folha de Schinus terebinthifolia
(SteLL) contra C. albicans encontrando uma CIM de 6,5 pg/mL e uma CMF de 26
Mg/mL. Lectinas de sementes de Cicer arietinum (C-25) foram avaliadas contra C.
krusei, C. tropicalis e C. parapsilosis, apresentando valores de CIM entre 1,56 e 12,5
ug/mL. Ap6s 30 min de incubacdo com C-25, foi observada a ruptura da parede
celular e o vazamento citoplasmatico (KUMAR et al., 2014). Torres et al. (2019)
avaliaram a atividade antimicrobiana de sementes de Dypsis decaryi, denominada
DdelL, contra Candida albicans, detectando uma CIM de 2,06 pg/mL.

Fonseca et al. (2013) avaliaram os efeitos do bloqueio do principal
componente capsular do Cryptococcus neoformans, o quitooligbmero
glucuronoxilomanano, pela lectina de gérmen de trigo (WGA). O estudo sugeriu que
as ceélulas de leveduras tratadas com WGA tiveram um atraso de 3 a 5 dias na
promocgdo dos sintomas da criptococose, quando comparado ao controle. Também
observou-se que o tratamento com WGA foi associado com uma deficiéncia severa
na capacidade das ceélulas de levedura colonizarem o cérebro dos animais,
sugerindo que as estruturas bloqueadas pela WGA possam estar envolvidas na
disseminagdo desses fungos. Além disso, as determinacdes visuais e quantitativas
demonstraram que WGA causou uma clara inibicdo na formacéo da capsula.

Lectinas extraidas de outros organismos diferentes de plantas também

apresentaram atividade antifingica. Jayanthi et al. (2017) demonstraram a atividade
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antibiofilme contra C. albicans de uma lectina purificada a partir da hemolinfa do
caranguejo nadador (Portunus pelagicus) revestida com nanoparticulas de prata
metélica. Jones et al. (2017) avaliaram uma lectina extraida de cianobactérias
denominada citovirina, a qual se mostrou eficaz contra C. neoformans sorotipos A e
D (com valores de CMF de 1 mM para o sorotipo D e entre 50 e 20 mM para o
sorotipo A) e C. gattii (CMF de 500 nM). Também observou-se que para o sorotipo

D, a citovirina inibiu a liberacéo de polissacarideos capsulares.

6. CONCLUSAO

Lectinas tém se mostrado como importante alternativas para o combate de
infecgbes causadas por leveduras, sendo o maior numero de estudos realizados
frente a espécies do género Candida. Atualmente, constitui um desafio para os
pesquisadores a realizacdo de mais estudos visando a avaliagdo das atividades em
modelos in vivo. A disseminacao da resisténcia a antifUngicos tem aumentado nas
Ultimas décadas o que torna mais urgente o desenvolvimento de alternativas para

uso nas terapias contra infecgbes causadas por esses microrganismos.
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RESUMO: Os fungos queratinofilicos denominados dermatoéfitos sdo responsaveis
por promover infeccdes superficiais cutaneas. Os dermatéfitos sdo agrupados em
trés géneros, Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. As espécies
antropofilicas, costumam causar infeccdes brandas e cronicas. A maioria dos fungos
€ resistente aos diversos agentes antibacterianos conhecidos e existem poucos
antifingicos especificos. O emprego desses antimicrobianos ainda é restrita pela
toxicidade. Esse problema clinico estimulou intensas pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de agentes antimicrobianos alternativos. Assim, o uso de extratos
vegetais de relevante resposta antimicrobiana pode adquirir significado nos
tratamentos. O emprego das plantas pela medicina tem chamado a atencédo de
pesquisadores, no sentido de ser um campo promissor para o tratamento alternativo
para fungos. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
dos extratos e infusbes das plantas medicinais, Camomila (Matricaria recutita L.),
Erva-Doce (Pimpinella anisum L.), Hortela (Mentha piperita L.) e Boldo-do-Chile
(Peumusboldus molina) frente aos dermatéfitos dos géneros Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton. A pesquisa foi realizada atraves da infusdo aquosa e
as extracOes alcodlicas etilicas e alcoodlicas cereais dessas plantas. Os fungos
utilizados foram repicados em meios testes contendo os extratos onde foram
avaliados os crescimentos durante dez dias. Ao fim das analises foi comprovado o
potencial antimicrobiano de todas as espécies sendo destacada a Mentha piperita L.
e o Peumusboldus molina como os mais eficientes para a funcéo fungistatica frente
a dermatofitos.

PALAVRAS-CHAVE: dermatofitos, antimicrobiano, plantas medicinais.
ABSTRACT: The keratinophilic fungi called dermatophytes are responsible for
promoting superficial skin infections. Dermatophytes are classified into three genera,

Trichophyton, Microsporum and Epidermophyton. Anthropophilic species usually
cause mild and chronic infections. Most fungi are resistant to several known
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antibacterial agents and there are few specific antifungals. The use of these
antimicrobials is still restricted by toxicity. This clinical problem has stimulated intense
research aimed at the development of alternative antimicrobial agents. Thus, the use
of plant extracts with a relevant antimicrobial response can acquire significance in
treatments. The use of plants by medicine has attracted the attention of researchers,
in the sense of being a promising field for the alternative treatment for fungi. This
study aimed to evaluate the antimicrobial activity of extracts and infusions of
medicinal plants, Chamomile (Matricaria recutita L.), Fennel (Pimpinella anisum L.),
Mint (Mentha piperita L.) and Boldo-do-Chile (Peumusboldus molina) against
dermatophytes of the genera Epidermophyton, Microsporum and Trichophyton. The
research was carried out through the aqueous infusion and the alcoholic and
alcoholic cereals extractions of these plants. The fungi used were grown in test
media containing the extracts where growth was evaluated for ten days. At the end of
the analyzes, the antimicrobial potential of all species was proven, with Mentha
piperita L. and Peumusboldus molina being highlighted as the most efficient for
fungistatic function against dermatophytes.

KEYWORDS: dermatophytes, antimicrobial, medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

Os fungos séo organismos que possuem grande capacidade de adaptacéo ao
meio ambiente, sendo encontrados em varios ambientes. Alguns fazem parte da
microbiota do homem e de outros animais, mantendo o equilibrio da mesma, quando
este equilibrio € alterado, podem desencadear o surgimento de sintomas (CONANT
et al., 1971; RIPPON, 1990; LACAZ et al., 2002; DEVI; KAUL, 2015; TAKAHASHI et
al., 2017).

As dermatofitoses sdo infecgbes fungicas superficiais de tecidos
queratinizados, causados por um grupo de fungos que recebem a denominacao de
dermatofitos. S&o representantes desse grupo o0s géneros Epidermophyton,
Microsporum e Trichophyton. Os dermatofitos tem distribuigdo universal, entretanto a
incidéncia das diferentes espécies e locais anatbmicos da infeccdo pode ser
influenciada por fatores geograficos, socioeconémicos e ambientais (PERREIRO et
al., 1996; GUPTA et al., 1998; RUBIO et al., 1999; SILVA et al., 2018).

As plantas tém sido utilizadas ha muito tempo para a manutencéo da saude, a
qual constitui uma importante fonte de informacéo para a obtencdo de uma
variedade de drogas. O potencial das plantas como fonte de novas drogas ainda
oferece grande campo de investigacdo, uma pequena porcentagem ja foram
analisadas e uma pequena fracdo avaliada quanto a sua atividade farmacoldgica o
que ainda necessitam da comprovacao de sua eficacia e seguranca (RATES, 2001;
COLVARD, 2005; LIMA et al., 2006; JAMES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).

Os extratos vegetais representam uma nova oportunidade para o
desenvolvimento de novas medicacBes com espectro antimicrobiano, tendo em vista
o grande aumento da resisténcia destes as drogas comumente utilizadas, onde por
muitas vezes sdo administradas indiscriminadamente, o que reforca a necessidade
da procura de novas alternativas terapéuticas.

Poucas sdo as pesquisas relacionadas a atividade antimicrobiana de
capitulos florais de camomila (Matricari arecutita L.), frutos de erva-doce (Pimpinella
anisum), folhas e ramos de hortela (Mentha piperita L.) e folhas de boldo do Chile
(Peumusboldus molina) frente aos dermatdfitos. Tendo em vista a importancia em
saude publica que as infec¢gbes causadas por dermatofitos vem assumindo, torna-se

valioso o encontro de novas alternativas para seu tratamento.
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2. CARACTERISTICAS GERAIS DOS DERMATOFITOS

Dermatofitos sdo agentes infecciosos que frequentemente acometem o ser
humano e alguns animais ndo humanos e sédo fungos capazes de determinar
infeccbes de pele, pelos e unhas conhecidas popularmente como tinhas. Esses
fungos, em vida parasitaria, utilizam a queratina da pele, dos pelos e das unhas
como substrato (PEIXOTO et al.,, 2010; BRONDANI et al., 2016; SAHHO;
MAHAJAN, 2016). Segundo Dalla Lana (2016), As dermatofitoses se encontra em
terceiro lugar na lista doencas dermatolégicas mais frequentes em criancas e o
segundo mais frequentes em adultos. Em 1934, Emmons, baseado nos padrdes
morfoldgicos dos esporos e estruturas especiais, simplificou o trabalho iniciado por
Sabouraud e dividiu os dermatofitos em trés géneros: Trichophyton, Microsporume
Epidermophyton, como atualmente é aceito (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995;
TAKAHASHI et al., 2011; VIDAL et al., 2017)

Os dermatdfitos séo facilmente cultivados em meios artificiais contendo fontes
de carbono e nitrogénio. A identificacdo pode ser feitapor critérios morfolégicos,
provas fisiolégicas, bioquimicas, imunoldgicas e moleculares (SOUZA, 1998; LACAZ
et al., 2002; ZAITZ, 2004; SIQUEIRA; FERREIRA; MAFFEI, 2006). O género
Trichophyton € composto por diversas espécies, dentre as quais destaca-se pela
frequéncia de isolamentoTrichophyton rubrum, que pode produzir praticamente
todos os quadros clinicos de dermatofitose, tendo como caracteristicas principais a
tendéncia para cronicidade e a resisténcia aos tratamentos convencionais (LACAZ et
al., 2002; SEEBACHER; BOUCHARA; MIGNON, 2008;).

Existem muitas espécies de Microsporum envolvidas em processos
infecciosos em seres humano e animais ndo humanos na dependéncia de
caracteristicas geograficas e do hospedeiro. Assim, encontramos: Microsporum
canis, M. gypseum, M. audouinii, M. ferrugineume M. nanum, como as espécies
mais frequentemente isoladas (FERNANDEZ-TORRES et al., 2005; GUPTA et al.,
2005). Prevalecendo as espécies, M. canis e M. gypseum (CARVALHAES,1999;
SIDRIN; ROCHA, 2004; GARCIA - AGUDO; ESPINOSA - RUIZ, 2018).

Quanto ao género Epidermophyton, a Unica espécie patogénica para seres
humanos é o Epidermophyton floccosum (SIDRIN; MOREIRA, 2004; SIQUEIRA et
al., 2006). Nos ultimos anos, a literatura vem divulgando amplamente o aumento das

infeccbes fangicas, sendo as dermatofitoses uma das principais infeccdes
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responsaveis por esse aumento (CARVALHAES, 1999; GUPTA et al.,, 2006;
MERCER; STEWART, 2019). Estudos de dermatofitos no Brasil ttm apontado as
espécies T. rubrum, M. gypseume T. mentagrophytes, respectivamente como as
espécies mais prevalentes de dermatdfitos isolados. O M. gypseum contribui com
uma percentagem que varia de aproximadamente com 1-2% nas Regides Sudeste e
Nordeste (SIDRIN; ROCHA, 2004; MORAIS et al., 2006). Existem poucos agentes
antifingicos especificos e 0 emprego de muitos deles ainda é restrito pela relativa
toxicidade. As drogas antifungicas exercem ac¢fes fungistaticas ou fungicidas, direta
ou indiretamente (COLOMBO et al., 1995; LACAZ; NEGRO, 1991; SEEBACHER,;
BOUCHARA; MIGNON, 2008).

3. PLANTAS MEDICINAIS

O uso das plantas e preparacoes feitas a partir delas para tratar infeccées &
uma pratica antiga, utilizada por uma boa parte da populacdo mundial,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde o alto custo dos medicamentos
industrializados, dificuldade na assisténcia médica e farmacéutica e a preferéncia
popular cada vez maior de produtos naturais, tem levado ao acréscimo na utilizacdo
das plantas medicinais na terapéutica e na cosmetologia (PARENTE et al., 2009;
SOARES; FREIRE; SOUZA, 2015).

O emprego de plantas medicinais para recuperacao e tratamento da saude
vem evoluindo ao longo dos tempos. As plantas também produzem moléculas
organicas que estdo envolvidas na protecdo contra bactérias, virus, fungos, insetos
e animais. Muitos desses compostos quimicos sdo biologicamente ativos quando
isolados. Portanto, as plantas sédo fontes muito ricas de agentes quimicos com
atividades farmacolégicas e podem ser considerados medicamentos em potencial
(PAGE et al., 2004).

Testes antimicrobianos in vitro permitem a selecdo de extratos brutos de
plantas com propriedades potenciais de usoem estudos quimicos e farmacoldgicos
(PINTO et al.,, 2000). O uso de extratos vegetais e fitoquimicos de conhecida
atividade antimicrobiana podem adquirir significado nos tratamentos terapéuticos
(LOGUERCIO et al., 2005; GONCALVES, 2017). A fitoterapia tem ressurgido como
uma opgéo medicamentosa bem aceita e acessivel aos povos do Mundo, e no caso

do Brasil € adequada para as necessidades locais de centenas de municipios
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brasileiros no atendimento primario a saude (ELDIN; DUNFORD 2001; Rosa et al.,
2011).

3.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS PLANTAS MEDICINAIS

Diversos autores demonstraram atividades antimicrobianas encontradas nas
folhas de hortela de Mentha piperita L., familia Lamiaceae, (JANSSEN et al., 1987;
HAMMER et al., 1999; DORMAN et al., 2000; BENITEZ; SILVA; ALVARES, 2016;
GONCALVES, 2017).

A Matricaria recutita L. (Camomila), tem sido usada h& séculos, internamente
e externamente, mais notavelmente em sintomas gastrointestinais, inflamacgdes orais
e de pele, dermatites, propriedades sedativas, antibacterianas e antifingicas
(ALBUQUERQUE et al., 2010; KOTOWY et al., 2020).

A Pimpinella anisum L. conhecida como erva-doce ou anis, € popularmente
utilizada no combate a diversas enfermidades gastrointestinais, embora carecam de
amplos estudos, foram relatados a forte atividade antioxidante e notavel acéo
antibacteriana para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (GULCIN et al.,
2003).

O O6leo essencial de Peumusboldus molina apresentou atividade
antibacteriana sobre Escherichia coli, Neiseria gonorrhea, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e atividade antifungica sobre Candida albicans,
Bacillus cereus, Fusarium oxysporum, Rhizopus nigricans, Aspergillus niger e
Trichophyton mentagrophytes. Estas atividades podem estar relacionadasaos
ésteres boldino, ascaridol presentes na sua composicao quimica (GUERIN; REVEIL-
LERE,1984; Lima et al., 2006).

Diante do aumento de micro-organismos resistentes a antimicrobianos, torna-
se limitado o uso de muitos medicamentos no combate as infeccbes provocadas.
Observado esses agravantes, torna-se util comprovar o emprego das plantas
medicinais com base nas experimentacgdes cientificas para promover com seguranga
a utilizacdo da grande reserva de principiosativos que possuimos em nossa flora,

bem como o sucesso dos usos de fitoterapicos nas industrias farmacologicas.

4 OBJETIVOS
4.1 GERAL
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Avaliar a atividade antifungica de infusdes e extratos alcodlicos de plantas
medicinais na inibicdo do crescimento das espécies de dermatofitos.

4.2 ESPECIFICOS

* Reativar as culturas de dermatofitos a serem testadas;

« Autenticar taxonomicamente as espécies de dermatofitos a serem testadas;

* Produzir as infusbes e extratos vegetais das espécies de Camomila
(Matricaria recutita L.), Erva-Doce (Pimpinella anisumL.), Hortelda (Mentha
piperita L.) e Boldo-do-Chile (Peumusboldus molina).

* Analisar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos vegetais utilizando
alcool de cereais e élcool etilico de Camomila (Matricariarecutita L.), Erva-
Doce (Pimpinellaanisum L.), Hortela (Menthapiperita L.) e Boldo-do-Chile
(Peumusboldus molina) frente aos dermatdfitos Epidermophyton  floccosum
(URM3182, URM3345, URM6209); Microsporum  amazonicum URMZ2732,
Microsporum  gypseum  URM4964, Microsporum  fulvum  URM2740,
Trichophytonton surans URM4743, Trichophyton mentagrophytes URM5540,
Trichophyton rubrum URM5908.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZACOES DAS AMOSTRAS DE DERMATOFITOS

Foram testadas nove culturas dos fungos, sendo um total de trés culturas do
género Trichophyton, trés culturas do género Mycrosporume trés culturas do género
Epidermophyton preservadas sob o 6leo mineral (SHERF, 1943) estocadas na
Colecao de Culturas URM do Departamento de Micologia do Centro de Biociéncias
da Universidade Federal de Pernambuco.

Destacam-se as espécies: Epidermophyton floccosum (URM3182; URM3345,
URM6209); Microsporum amazonicum (URM2732); Microsporum gypseum,
(URM4964); Microsporum fulvum, (URM2740); Trichophyton tonsurans, (URM4743);
Trichophyton mentagrophytes, (URM5540); Trichophyton rubrum (URM5908), como

0S organismos testes do experimento in vitro como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Géneros e espécies de dermatofitos utilizados no experimento

ORIGEM GENERO ESPECIE N° DA ANO DE
AMOSTRA ESTOCAGEM

T. tonsurans URM-4743 2004
Trichophyton T. mentagrophytes URM-5540 2007
T. rubrun URM-5908 2009
Micoteca - M. amazonicum URM-2732 1983
URM da Mycrosporum M. gypseum URM-4964 2005
Universidade M. fulvum URM-2740 1983
Federal de T. floccosum URM-3182 1990
Pernambuco Epidermophyton T. floccosum URM-3345 1993
(UFPE) T. floccosum URM-6209 2010

Fonte: Os autores

5.2. REATIVACAO DOS DERMATOFITOS

Os fragmentos das culturas utilizadas foram reativados quando transferidos
para caldo glicosado e mantidos a 28°C + 2°C por 72 horas. Apds crescimento, 0S
fungos foram inoculados em tubos de ensaio contendo o meio de agar Sabouraud
onde foram verificadas sua viabilidade e pureza bem como realizada sua
confirmacédo taxonémica. Depois de purificados, os dermatéfitos foram repicados em
placas de Petri contendo o meio agar Sabouraud para facilitar os cortes para o0s
testes.

5.3 COMPOSIC}AO E MODO DE PREPARO DO CALDO GLICOSADO

(€] [Tof0 11T 20,09
Peptona de carne ............. 10,09
Extrato de carne.................. 3,09
Agua de destilada................ 1,0L

Tendo todos os componentes dissolvidos em 1 litro de &gua destilada, foi
distribuido 8 ml em cada tubo de ensaio para ser esterilizado a 120 °C por 15
minutos em pH de 6,8 — 7,0.

5.4 CONFIRMACAO TAXONOMICA DOS DERMATOFITOS

Para a confirmacdo taxondmica, foram observadas caracteristicas
macroscopicas como coloracdo do anverso e reverso, morfologia (plana, elevada,
crateriforme, cerebriforme) e textura, caracteristicas microscopicas e caracteristicas
fisiologicas das colonias, segundo; ELEWSKI et al. (1992); FERREIRA (1996);
FISHER; COOK (2001); LACAZ et al. (2002); MIDGLEY et al. (1998); RIPPON et al.
(1990); ZAITZ et al. (1998).
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5.5 PREPARACAO DE INFUSOES E EXTRATOS ALCOOLICOS DE
Peumusboldus molina (Boldo-do-chile), Matricaria recutita L. (Camomila), Pimpinella
anisum L. (Erva-doce) e Mentha piperita L. (Hortel&).

Quatro plantas de espécies diferentes foram testadas quanto a atividade
antifangica. As plantas utilizadas foram adquiridas em embalagens comerciais e
processadas industrialmente. Foram utilizados os capitulos florais de camomila
(Matricaria recutita L.), frutos de erva-doce (Pimpinella anisum L.), folhas e ramos de
horteld (Mentha piperita L.) e folhas de boldo-do-Chile (Peumusboldus molina) como
mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Plantas medicinais utilizadas para testar as atividades antifungica

ORIGEM NOME CIENTIFICO NOME POPULAR PARTES
UTILIZADAS
Peumusboldus Molina Boldo-do-Chile Folhas
Matricaria recutita L. Camomila Capitulos florais
Comeércio Pimpinella anisum L. Erva-doce Frutos
local Mentha piperita L. Hortela Folhas e ramos

Fonte: Os autores

O extrato aquoso a quente (infuso) foi obtido com 180mL de agua destilada
em 25g da planta sob controle de temperatura a 50°C, para que ndo perdesse
nenhum principio ativo da planta (SILVA et al.,, 1988). O infuso foi preparado
vertendo-se agua fervente sobre o material botanico e fechando o recipiente em
seguida. Este ficou em repouso por quinze minutos, com posterior filtracdo
(SCHUCK et al., 2001).

Os extratos alcodlicos foram preparados pelo método de maceracao. Foram
utilizados alcool de cereal e etilico, como solucBes extratoras. Os extratos foram
preparados, individualmente, utilizando-se 200 mL das solucdes extratoras em 25g
do p6 da planta. A maceracao ocorreu durante oito dias, sob agitacdo esporadica, e
armazenados em frasco de vidro de cor &mbar para evitar uma possivel interferéncia
da luz, os frascos foram mantidos em temperatura ambiente aproximada de 25°C
(SIMOES et al., 2001). As ervas foram esterilizadas inicialmente por raios UV,
seguindo para o preparo das infusdes e extratos. ApOs o preparo, os conteudos
foram filtrados em papel filtro Whatman n°1 e posteriormente foram esterilizados por

filtracdo em membrana de acetato de 0,45 um de porosidade. Os extratos etandlicos
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foram utilizados imediatamente apos a preparacdo (SANTOS et al.,, 2010). Os
extratos foram adicionados ao meio de agar Sabouraud fundente (aproximadamente
45°C), numa proporcédo de 1/5. Logo apés foram distribuidas nas placas de Petri.

5.6 PREPARACAO DO INOCULO

Das culturas de dermatofitos purificadas, mantidas em tubos de ensaio
contendo meio agar Sabouraud, adicionado de 50mg/L de cloranfenicol, foram
retirados fragmentos que foram inoculados no centro das placas de Petri contendo
meio agar Sabouraud, adicionado de 50mg/L de cloranfenicol. As mesmas foram
mantidas a temperatura ambiente (28°C + 2°C), por 15 dias.

Na repicagem foram utilizados discos com tamanho de 0,8 mm das culturas
de Trichophyton, Mycrosporume epidermophyton, que foram transferidos para o
centro de cada uma das placas componentes de cada tratamento, onde foram
observados por 10 dias. Placas com meio agar Sabouraud tradicional e contendo as
solucBes extratoras com os discos de culturas de dermatofitosforam utilizadas como
testemunhas (SANTOS et al., 2010). Os extratos que apresentaram boa atividade
antimicrobiana foram re-testados em tetraplicata e os didametros dos halos foram
expressos pela média dos resultados obtidos nas trés repeticdes.

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE INFUSOES E
EXTRATOS ALCOOLICOS DE Peumusboldus molina (BOLDO-DO-CHILE),
Matricaria recutitaL. (CAMOMILA), Pimpinella anisum L. (ERVA DOCE) e Mentha
piperita L (HORTELA).

As infusbes e o0s extratos alcodlicos foram testados individualmente. Cada
placa, contendo o meio de cultura, a infuséo ou o extrato alcodlico recebeu um disco
de 0,8 cm de diametro de agar colonizado pelo fungo, que foi colocado no centro da
placa. As placas foram mantidas em temperatura ambiente, por 15 dias. Cada teste
foi realizado em triplicata. A avaliacéo consistiu de medi¢des do diametro da colonia,
com auxilio de um paquimetro apds o 15° dia. O efeito das infusbes e dos extratos
alcoolicos sobre o crescimento dos fungos foi expresso, calculando-se o percentual
de inibicdo do crescimento radial da colénia, comparando com o controle (placa

contendo apenas o meio de cultura e o disco com micelio).
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6 RESULTADOS
6.1 EFEITO “IN VITRO” DAS INFUSOES DE Peumusboldus molina (BOLDO-

DO-CHILE), Matricaria recutita L. (Camomila), Pimpinella anisum L. (Erva doce) e
Mentha piperita (Horteld) SOBRE DERMATOFITOS (TABELAS 3 E 4).

6.2 EFEITO in vitro DOS EXTRATOS ALCOOLICOS DE Peumusboldus
molina (BOLDO-DO-CHILE), Matricaria recutita L. (CAMOMILA), Pimpinella anisum
L. (ERVA DOCE) e Mentha piperita L. (HORTELA) SOBRE DERMATOFITOS
(TABELAS 3 E 4).

Tabela 3. Avaliacdo do crescimento in vitro de dermatoéfitos submetidos a infusdes e extratos
alcoodlicos de Peumusboldus molina (Boldo-do-Chile) e Matricaria recutita (Camomila)

PLANTA EXTRATO
MEDICINAL DERMATOFITO C AQUOSO EXTRATO ALCOOLICO
(Cm) ALCOOL DE ALCOOL
CEREAL (95%) ETILICO (95%)

T. rubrum (URM-5908) 2,1 1,3 0,8 0,9
T. tonsurans (URM-4743) 2,2 1,4 0,9 0,9

Boéal?_'go' T. mentagrophytes (URM- 1,7 1,0 0.9 08
5540)
E. floccosum (URM-3182) 1,9 1,3 0,8 0,8
E. floccosum (URM-3335) 2,1 11 0,9 0,9
E. floccosum (URM-6209) 1,4 1,4 0,9 0,8
M. amazonicum (URM- 3,3 3,1 3,0 2,9
2732)
M. gypseum (URM-4964) 4,5 1,8 0,9 0,8
M. fulvum (URM-2740) 3,4 1,2 0,9 0,8
T. rubrum (URM-5908) 2,1 1,7 0,8 0,8
T. tonsurans (URM-4743) 2,2 15 0,8 0,8
T. mentagrophytes (URM- 1,7 1,7 1,2 0,9

CAMOMILA  5540)
E. floccosum (URM-3182) 1,9 11 0,8 0,8
E. floccosum (URM-3335) 2,1 1,6 0,9 0,9
E. floccosum (URM-6209) 1,4 1,2 0,8 0,8
M. amazonicum (URM- 3,3 3,0 2,7 2,5
2732)
M. gypseum (URM-4964) 4,5 2,4 0,9 0,8
M. fulvum (URM-2740) 34 1,6 0,8 0,8

Obs.: Tamanho dos discos de cultura = 0,8 cm; C = Controle; Crescimento= 0,8(tamanho do disco) +

X (valor do crescimento). Fonte: Os autores.
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Tabela 4. Avaliacdo do crescimento in vitro de dermatoéfitos submetidos a infusdes e extratos
alcodlicos de Pimpinella anisum L. (Erva doce) e Mentha piperita (Horteld)

PLANTA
MEDICINAL DERMATOFITO C EXTRATO EXTRATO ALCOOLICO (Cm)
(Cm) AQUOSO
(Cm) x ;
ALCOOL DE ALCOOL
CEREAL ETILICO (95%)
(95%)
T. rubrum (URM-5908) 2,1 15 0,8 0,8
ERVA-DOCE T.tonsurans (URM-4743) 2,2 1,0 0,8 0,9
T. mentagrophytes (URM- 1,7 1,7 1,0 0,9
5540)
E. floccosum (URM-3182) 1,9 1,2 0,8 0,8
E. floccosum (URM-3335) 2,1 1,3 0,9 0,9
E. floccosum (URM-6209) 1,4 1,2 0,9 0,8
M. amazonicum (URM- 3,3 2,9 0,8 0,9
2732)
M. gypseum (URM-4964) 4,5 1,4 0,9 0,9
M. fulvum (URM-2740) 3,4 1,3 0,9 0,8
T. rubrum (URM-5908) 2,1 11 0,8 0,8
T. tonsurans (URM-4743) 2,2 1,0 0,9 0,8
T. mentagrophytes (URM- 1,7 1,0 1,0 0,9
HORTELA  5540)
E. floccosum (URM-3182) 1,9 1,0 0,8 0,8
E. floccosum (URM-3335) 2,1 0,9 0,8 0,8
E. floccosum (URM-6209) 1,4 0,9 0,8 0,8
M. amazonicum (URM- 3,3 1,2 0,9 0,9
2732)
M. gypseum (URM-4964) 4,5 1,0 0,8 0,8
M. fulvum (URM-2740) 3,4 1,1 0,8 0,8

Obs.: Tamanho dos discos de cultura = 0,8 cm; C = Controle

Fonte: Os autores.

Os dermatéfitos foram os organismos testes da pesquisa, sendo comprovada
a sua vitalidade através dos testes controles, visto que em alguns testes ndo ocorreu

crescimento no tempo estabelecido.

7 DISCUSSAO

O aumento prevalente de microrganismos super-resistentes e os diversos
efeitos colaterais de algumas drogas fortalece a necessidade de recorrermos a

terapias alternativas para o tratamento de infec¢des fungicas (PEREIRA et al., 2006;
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PHONGPAICHIT et al.,, 2005). As plantas tém demonstrado possuir um efeito
antimicrobiano potencial contra esses microrganismos, justificando o aparecimento
de inUmeras pesquisas, voltadas para o desenvolvimento de agentes microbianos
alternativos. Assim, a ampliacdo do conhecimento desse efeito antimicrobiano como
tratamento alternativo sobre esses organismos, podera demonstrar ou ter, num curto
espaco de tempo, um importante significado clinico, justificando as pesquisas nessa
area (ANIBAL, 2007)

O trabalho proposto teve por objetivo a pesquisa de atividade antimicrobiana
de plantas medicinais populares. Ao analisar os dados, percebe-se que as infusdes
dos extratos vegetais utilizando alcool etilico apresentaram o maior espectro de acao
inibitéria contra micro-organismos no geral, mostrando assim a sua eficacia como
solucdo extratora de compostos antibacterianos produzidos por estes vegetais,
Deve-se destacar a eficiéncia dos extratos de Hortelda (Menthapiperital.), que
apresentaram sobre todos os géneros de dermatdfitos, a inibicdo de crescimento
satisfatéria, como comprovada em outras pesquisas relacionadas, feitas o 6leo
essencial da Menta piperita

Os meios de cultura contendo o extrato alcoodlico de horteld inibiu com eficacia
0 maior numero de espécies testadas. Os extratos de Boldo-do-Chile apresentaram
resultados positivos na inibicdo, confirmando os testes realizados por SOUSA et al.
(1991) e SILVA (1997).

Os meios de crescimento contendo a infusdo de Camomila apresentaram
resultados menos inibitérios frente aos dermatofitos, mas, ainda sim, com uma
margem inibitéria pequena. Como um resultado inovador, observou-se a funcao
inibitéria, porém, ndo tao satisfatoria da Erva-doce, sendo necessaria a realizacao
de estudos futuros com outros micro-organismos.

De um modo geral os dados obtidos nessa pesquisa demonstraram que todos
0s extratos tiveram efeitos sobre as culturasdos géneros de dermatéfitos, inibindo o
desenvolvimento dos fungos, ndo apresentando propriedades fungicidas nessas
concentracbes, mas sendo considerados com propriedades fungistaticas. Desta
forma, fica evidente o potencial do uso destas plantas na pesquisa de novos agentes
antimicrobianos, e a sua utilizagdo em medidas de controle de dermatofitoses, como
a inclusdo desses extratos em sabonetes e outros produtos de higiene pessoal, para

aspersao em outros animais, pura ou em associacdo a outros antifungicos e
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antibacterianos. As futuras investigacbes com a utilizacdo da metodologia
aprimorada nessa pesquisa pioneira, possibilitara novas pesquisas de interesse para
indastria farmacéutica.

O isolamento dos compostos bioativos, sua acdo antimicrobiana, o
conhecimento de seu mecanismo de acdo e dados futuros sobre a regulacdo dos
genes de resisténcia desses micro-organismos com relagdo a esses extratos,
poderdao ampliar consideravelmente as informacdes sobre o real potencial
microbicida dos extratos vegetais (ANIBAL, 2007; MORAIS et al, 2016; TAKAHASHI
et al. 2017).

Assim, em um futuro breve a utilizacdo dos extratos de plantas com
propriedades antimicrobianas conhecidas, poderdo ter grande significado nos
tratamentos terapéuticos, tendo em vista a adesao massiva pela populacdo menos
favorecida economicamente, reducdo dos gastos na saude publica relacionada aos
possiveis efeitos colaterais desenvolvidos pelos compostos fungicidas comumente

utilizados e reducéao dos coeficientes de morbidade relacionada as dermatofitoses.

8 CONSIDERACOES FINAIS

e Os dados obtidos nessa pesquisa mostraram o0 potencial antimicrobiano
dos extratos vegetais, apresentando atividade fungistatica dos extratos frente a
esses dermatofitos.

e Foram observadas, atividades fungistaticasin vitro dos extratos vegetais
utilizando agua, alcool de cereais e alcool etilico de Camomila (Matricariarecutita L.),
Erva-Doce (Pimpinellaanisum L.), Horteld (Menthapiperita L.) e Boldo-do-Chile
(PeumusboldusMolina) frente aos dermatéfitosEpidermophytonfloccosumURM3182;
URM3345; URM6209, MicrosporumamazonicumURM2732, MicrosporumgypseumuU
RM4964, MicrosporumfulvumURM2740, TrichophytontonsuransURM4743,
TrichophytonmentagrophytesURM5540, TrichophytonrubrumURM5908,

e Os extratos que apresentaram maior efeito fungistatico foram a
Menthapiperita L. e PeumusboldusMolina.

e A infusdo de agua da Matricariarecutita L., apresentou o menor poder
inibitério frente as espécies do género Microsporum e Trichophyton.

e Quanto ao género Trichophytonasespécies utilizadas no testeapresentaram

resisténcia a infusdo de agua de Matricariarecutita L. e Pimpinellaanisum L. Quanto
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aos extratos alcodlicos, os de PeumusboldusMolinae o deMenthapiperital.
produziram maior inibicédo frente a esse género.

e Quanto a espécie Epidermophytonfloccosum, os extratos alcodlicos
apresentaram efeitos fungistaticos. Quanto as infusées em 4gua a mais eficiente foi
a da Menthapiperita.

e Quanto ao género Microsporum, 0s representantes tiveram menor inibicao
pelos extratos, dentre todas as espécies do género, a espécieM.
amazonicumURM2732, respondeu a inibicAo do extrato alcodlico da
Matricariarecutita L. e diferente dos outros géneros, apresentou resisténcia ao
extrato de PeumusboldusMolina.
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RESUMO: Fungos sdo seres eucariontes que podem ser nocivos ou nao para a
espécie humana. Milhares de espécies de fungos estdo identificadas na pesquisa
cientifica. O conhecimento a respeito destes seres é de extrema importancia para a
busca do tratamento ideal. A célula do fungo possui uma parede celular composta
principalmente de quitina e uma membrana celular que possui ergosterol, e sao
responsaveis por infeccdes dificeis de serem tratadas. Os farmacos utilizados
atualmente para o tratamento das doencas causadas por fungos podem agir em
diferentes mecanismos na célula fungica. Os antifungicos sao classificados em
grupos segundo sua estrutura quimica ou local de acdo. A presenca de cepas
resistentes as terapias correntes traz a tona a extrema importancia ao uso racional
destes medicamentos bem como a descoberta de novas moléculas antifingicas
otimizadas, ou seja, mais potentes e menos téxicas as células humanas. A quimica
medicinal, fazendo uso do estudo da Relacdo Estrutura-Atividade (REA) de
farmacos existentes na terapéutica, possibilita a obtencdo de novas moléculas
potencialmente antifungicas. O objetivo deste capitulo é a discussdo da Relacéo
Estrutura-Atividade (REA) das principais classes de antifungicos utilizados na
terapéutica (analogos pirimidinicos, azois, equinocandinas e polienos), enfatizando
suas estruturas quimicas e modificacfes estruturais na atividade antifangica.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos, Antifingicos, Relacdo estrutura / atividade

ABSTRACT: Fungi are eukaryotic beings that can be harmful or not to the human.
Thousands of species of fungi are identified in scientific research. Knowledge about
them is extremely important for the search for the ideal treatment. The fungal cell has
a cell wall composed mainly of kitine and a cell membrane that contains ergosterol,
and are responsible for infections that are difficult to treat. The drugs currently used
to treat diseases caused by fungi can act in different mechanisms in the fungal cell.
Antifungals are classified into groups according to their chemical structure or site of
action. The presence of resistant strains to current therapies brings up the extreme
importance of the rational use of these drugs as well as the discovery of new
optimized antifungal molecules, that is, more potent and less toxic to human cells.
Medicinal chemistry, through the Structure-Activity Relationship (SAR) of existing
drugs in therapy, makes it possible to obtain new antifungal molecules. The purpose
of this chapter is to discuss the Structure-Activity Relationship (SAR) of the main
classes of antifungals used in therapy (pyrimidine analogs, azoles, echinocandins
and polyenes), emphasizing their chemical structures and structural changes in
antifungal activity

KEYWORDS:Fungi, Antifungals, Structure / activity relationship
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1. INTRODUCAO

Existem 1,5 a 5 milhdes de espécies de fungos no planeta Terra, destas,
aproximadamente 400 espécies sdo capazes de causar doengas em animais e um
namero ainda menor traz prejuizo a saude humana (KOHLER et al., 2014,
BENNETT, 2012).Apesar de esses numeros em principio trazerem um certo alivio,
uma vez que o numero de patdogenos ndo é tdo grande quanto o numero de
espécies, precisamos ter ciéncia da gravidade que as infec¢des fungicas podem
acarretar, especialmente para pacientes cujo sistema imune esta comprometido,
quer por alguma doenca como a AIDS, quer pelo uso de medicamentos
imunossupressores (BENNETT, 2012).

Nos ultimos cinco anos, as micoses representaram 23.842 internacdes
hospitalares e causaram 1.651 Obitos em territorio brasileiro até setembro de 2020
(DATASUS, 2020). Esses dados apontam a dificuldade de tratamento e, também, de
diagnoéstico das micoses, evidenciando a alta morbidade e a mortalidade causada
por fungos, principalmente em pacientes enfermos e imunossuprimidos. Resisténcia
a medicamentos antifungicos e diagndstico tardio sdo fatores que dificultam o
tratamento de micoses (MATHEW,; NATH, 2009).

Os fungos sao organismos eucarioticos, diferente das bactérias, alvo de
estudo do primeiro volume do livro Fatores de viruléncia microbianos e terapias
emergentes, que sdo procaridticas. A parede celular dos fungos €& composta
principalmente de quitina, um polissacarideo, enquanto que nas bactérias é o
peptidoglicano, que compde majoritariamente a parede celular. Outro polissacarideo
importante de se destacar que também esta presente na parede celular fungica é o
B-glicano. Outra comparacao importante de realizar, desta vez em relagdo as células
humanas, € a presenca de ergosterol na membrana celular dos fungos, enquanto na
das células humanas esta presente o colesterol (LEVINSON, 2014).

As caracteristicas dos fungos apresentadas anteriormente sdo importantes
para compreensdo da necessidade de antifungicos: em geral, diante da diferenca
entre os seres, 0s fungos sao resistentes ao tratamento com antibacterianos, bem
como as bactérias sdo normalmente resistentes aos antifungicos (KISGEN, 2016);
além disso, foi ressaltada a presenca do ergosterol devido a seletividade dos
farmacos que atuam sobre os esterdides da membrana, de modo que as células
fungicas séo afetadas majoritariamente frente as humanas (LEVINSON, 2014).

As micoses, doencgas infecciosas causadas por fungos, podem ser tratadas
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com uma gama de medicamentos, umas vez que as caracteristicas dos fungos sao
Gteis no direcionamento de farmacos quimioterapicos contra as micoses (KISGEN,
2016). Assim, os antifangicos existentes estdo distribuidos entre diversas classes,
de acordo com suas estruturas e mecanismos de acdo. Na figura 1, podemos ver

alguns exemplos de antifungicos e seus respectivos locais de acéo.

Figura 1. Locais de acéo de farmacos antifingicos na célula fungica

Fungédo da membrana

Anfotericina B

Sintese de ergosterol
Fluconazol

Itraconazol
Voriconazol

Naftifina

Terbinafina

Sintese da parede celular Sintese de acidos
Caspofungina nucleicos
5-fluorocitosina

Fonte: Bennett, 2012

Assim, neste capitulo faremos a analise da relagdo estrutura-atividade de
alguns farmacos dentro das diversas classes de antifungicos, trazendo ainda uma
explanacéo sobre o mecanismo de acdo dos mesmos, e informacdes sobre algumas

inovagoes terapéuticas referentes ao tratamento de micoses.

2. ANALOGOS DA BASE NITROGENADA PIRIMIDINA — CITOSINA

2.1 FLUCITOSINA

Flucitosina, ou 5-fluorocitosina (5-FC), € um antifingico analogo da base
pirimidinica citosina, de facil absorcao oral (figura 2). Foi primeiramente sintetizada
na década de 1950 na busca de novos farmacos antitumorais (DUSCHINSKY et al.,
1960). Posteriormente descobriu-se o potencial antifingico da flucitosina, que hoje é
utilizada no tratamento de criptococose, em associacdo com a anfotericina B, e
devido ao seu amplo espectro de agéo antifingica, € utilizada também no tratamento
de candidiase disseminada grave (Candida sp), como por exemplo a endocardite e
outras infec¢des por leveduras e aspergilose grave invasiva (Aspergillus sp). Além
de combinada com anfotericina B, é utlizada também em associagdo com

antifangicos azélicos no tratamento de meningite criptocécica (Cryptococcus sp) e
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algumas outras micoses (VERMES, 2000; VANDEPUTTE et al., 2012).

Figura 2. Estruturas quimicas da citosina, flucitosina e 5-fluorouracila

T i T
Nﬁéo Nﬁéo Nﬁéo
| N | N | N
7 O FJ;( “H
NH» NH» @]
Citosina Flucitosina (5-FC) 5-Fluorouracila (5-FU)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O mecanismo de ac¢ao antifungica da Flucitosina (5-FC) (figura 3) inicia com a
entrada do farmaco na célula fangica atravées da acdo da enzima citosina
permeasse. Em seguida, no citoplasma da célula fungica, a Flucitosina €
metabolizada em 5-fluorouracila (5-FU), pela acdo da enzima citosina desaminase. A
baixa toxicidade da Fluocitosina no organismo humano e mamiferos, se deve a
auséncia ou baixa atividade desta enzima, quando comparada aos fungos. O 5-
fluorouracila (5-FU) é extensivamente incorporada em RNA fungico e inibe a sintese
de DNA e RNA por dois caminhos:

(A) — A 5-fluorouracila (5-FU) é convertida, pela acdo de fosforilases em

acido 5-fluorouridilico mono, di e trifosfatos respectivamente (FUMP,
FUDP e FUTP) e sao incorporados no RNA do fungo, resultando em um
RNA danificado que inibe o crescimento.

(B) — A 5-fluorouracila (5-FU) é convertida ao acido 5-fluorodesoxiuridilico

monofosfato (FAUMP), um potente inibidor de timidilato sintetase e desta

forma evita a sintese de DNA, o que justifica o efeito fungicida.
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Figura 3. Mecanismo de acéo antifiingica da flucitosina

membrana
intra-celular FUMP = FUDP —>» FUTP — _inc_o[porf,igéo em RN.A
inibicdo sintese proteica
A
itosi citosina
s.pc —Swosind g e — > 5FU
permease desaminase
B\
inibicdo da timidilato inibicdo de sintese
FdUMP —> sintetase > de DNA

Fonte: Adaptado de Vermes et al. (2000).

A fluocitosina (5-FC) apresenta alguma resisténcia preexistente ou emergente
a algumas cepas de espécies de candidas, por exemplo: C. albicans, C. tropicalis e
C. parapsilosis e esta relacionada a ma permeabilidade da fluocitosina na membrana
do fungo (citosina permeasse), metabolismo e a ndo incorporacdo de metabolitos do
farmaco no RNA do fungo (VANDEN BOSSCHE et al., 1994; VANDEN BOSSCHE,
1997; HOPE et al., 2004).

Figura 4. Estratégia de obteng&o de hibridos potenciais antifungicos fluconazol/flucitosina
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Fonte: Adaptado de Fang et al. (2017).
Uma das estratégias em quimica medicinal (QM) no planejamento de
farmacos é a hibridizacdo molecular, onde dois grupamentos ou estruturas, de
conhecida atividade bioldgica, sdo unidos em uma mesma estrutura quimica, para

averiguar o potencial biologico resultante, podendo ser sinérgicos, para diminuir
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toxicidade ou mesmo para desenvolver atividade bioldgica distinta.Fang e
colaboradores sintetizaram hibridos contendo porcao 5-flucitosina e fluconazol, dois
farmacos antifngicos que apresentam mecanismos de acdo antifingica distintos
(FANG et al., 2017). A estratégia foi substituir o nucleo triazdlico pela 5-fluorocitosina
(5-FC) na obtencéo dos hibridos (figura 4)

De forma surpreendente, o derivado hibrido 7h (R = 3,4-diclorobenzila) inibiu
o crescimento de C. albicans ATCC 90023 e da cepa clinica resistente C. albicans
com valores de MIC de 0,008 e 0,02 mM (fluconazol e flucitosina utilizados como
referéncia), respectivamente. A molécula ativa 7h apresentou também
permeabilidade eficiente na membrana de C. albicans. O estudo de docking
molecular revelou que o hibrido 7h pode interagir com o sitio ativo do CACYP51
através da ligacdo de hidrogénio (mecanismo que apresenta o fluconazol).
Resultados preliminares sugerem que o derivado 7h poderia intercalar no DNA para
formar um complexo supramolecular estavel, que poderia bloquear a replicacdo do
DNA para exercer a intensa atividade antifingica.

Esses resultados demonstram que esses hibridos sdo bastante promissores
na terapéutica antifingica, mostrando assim a versatilidade de estruturas
conhecidas na obtencao de hibridos potencialmente ativos.

2.2 AZOIS

Duas grandes classes estdo incluidas no grupo dos antifingicos azélicos: os
imidazois e os triazéis. Ambas as classes possuem 0 mesmo mecanismo de acao e
compartilham também do mesmo espectro antifiUngico, sendo Uteis por exemplo
contra Candida albicans, Coccidioides spp., fungos dermatéfitos, entre outros. A
vantagem existente de uma classe para com a outra € que os triazbis sistémicos
possuem uma metabolizacdo mais lenta que os imidazéis, e, além disso, interferem
menos na sintese de esterdis humanos (BENNETT, 2012).

Ambas as classes de antifungicos azdlicos tem por mecanismo de acdo a
inibicdo competitiva da esterol 14-a-desmetilase (CYP51), a enzima necessaria para
catalisar o processo de remocao oxidativa da 14-a-metila, durante a biossintese de
ergosterol (WU et al.,, 2018). O acumulo de 14-a-metilesteroides promove
desestruturacdo da membrana, pois desfaz a organizacdo compacta das cadeias
acilas dos fosfolipideos; assim, o funcionamento de sistemas enzimaticos ligados a

membrana é comprometido, e o crescimento dos fungos é inibido (BENNETT, 2012).
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2.2.1 CETOCONAZOL E ITRACONAZOL

Verificaremos neste tépico a relacdo estrutura-atividade de dois azois: o
cetoconazol, um imidazol, e o itraconazol, um triazol.Os azdis exercem sua agao
interagindo com a enzima CYP51 através de quatro sitios existentes nesses
compostos, sendo 0s grupos presentes nos sitios S1, S2 e S3 os farmacoforos das
moléculas (SOUZA, 2018).

Em relagé@o ao sitio S1, o atomo de nitrogénio, presente nos anéis imidazol e
triazol, atua complexando o ferro do grupo prostético heme, presente na enzima
alvo. No sitio S2, o oxigénio atua como aceptor de ligacdo de hidrogénio. Ja os sitios
S3 e S4 apresentam estruturas que possibilitam a interacdo com a parte hidrofébica
(figura 5) (JI et al., 2000; SOUZA, 2018).

Figura 5. Apresentacao dos sitios presentes nos azéis (representados nesta imagem pelo miconazol)
e relagdo estrutura — atividade

Aceptor de ligagao
de hidrogénio

s1 N N s4
Coordenaééo
com o ferro do
grupo heme i
Ipterscoes|
> irolgBica:

Miconazol
Fonte: Elaborado pelo autor.

E comum encontrar diversos farmacos pertencentes a uma mesma classe.
Isso normalmente ocorre porque os primeiros farmacos vao sofrendo modificacdes,
visando assim o surgimento de congéneres que possuam melhor biodisponibilidade,

menor toxicidade, maior poténcia, entre outras otimizacfes. Veremos iSso com um

exemplo comparativo entre o cetoconazol e o itraconazol (figura 6).
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Figura 6. Comparativo entre as estruturas quimicas do cetoconazol e do itraconazol
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O cetoconazol € um imidazol que possui melhor biodisponibilidade, quando
comparado a um outro farmaco da mesma classe, o miconazol (SOUZA, 2018). Isso
ocorre devido a insercdo do grupo fenilpiperazinetanona, no lugar do grupo
diclorofenila, em S4, aumentando assim a cadeia hidrofébica da molécula. Este
farmaco foi o primeiro antifingico a ser utilizado através da via oral, todavia, o anel
imidazdlico presente, um dos farmacoforos da molécula, sofre degradacéo
metabdlica, corroborando para um tempo de meia-vida curto (FRANCA et al., 2014).
Diante disso, é importante fazer algumas consideracdes a respeito do itraconazol.

O uso do cetoconazol por via oral foi substituido pelo itraconazol devido as
vantagens desse Ultimo, exceto nos casos em que, por possuir menor preco, 0 Uso
do cetoconazol se torna mais vantajoso (BENNETT, 2012). O itraconazol possui
melhor atividade, seletividade e biodisponibilidade quando comparado ao
cetoconazol. A mudanca na estrutura quimica que possibilitou essas otimizacdes foi
a substituicdo do anel imidazélico pelo anel triazélico. Além disso, houve aumento na
lipofilia e melhora nas interagbes hidrofébicas devido a insercdo do grupo sec-
butilfeniltriazolona, no sitio S4, substituindo o grupo etanona (FRANCA et al., 2014).
Tudo isso corroborou para o aumento do espectro antifiungico do itraconazol, em

comparacao ao cetoconazol, e fez ainda com que o itraconazol néo tivesse o efeito
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de supressédo de corticosteréide que o seu protoétipo imidazélico possui (BENNETT,
2012).
2.2.2 Fluconazol

As modificacbes mais relevantes do Fluconazol incluem dois anéis triazolicos,
uma hidroxila e atomos de Fluor (figura 7). A inclusdo de dois anéis triazolicos
idénticos foi feita para gerar um plano de simetria na estrutura, que elimina o centro
estereogénico e torna a sintese menos custosa, pois desta forma a molécula final
obtida é Unica e ndo ha a formacdo de esterecisdbmeros, onde possivelmente
poderiam possuir grau de eficacia distinta, sendo necessario isolamento de apenas
um deles. A atividade farmacocinética e farmacodindmica superior do fluconazol em
relagdo aos antifungicos com anel imidazol, pode ser atribuida a trés importantes
modificacdes em sua estrutura quimica: a substituicdo do anel imidazol por triazol, a
substituicdo no anel aromatico de dois atomos de cloro por dois atomos de fldor, e a
substituicdo do grupo éter por alcool entre os triazdis e a fenila, minimizando um

possivel impedimento estérico (FRANCA et al., 2014).

Figura 7. Estrutura do fluconazol

Anel triazol nesta posi¢io,
previne um estereocentro

N/\N

—/

Hidroxila e F nestas posi¢des
aumentam a atividade biologicaj

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3 EQUINOCANDINAS

Equinocandinas correspondem a uma classe de lipopeptideos modificados
sinteticamente derivados de produtos da fermentacdo de diversos fungos
(DENNING, 2002). S&o agentes usados como tratamento de primeira linha contra
infecgbes causadas por Candida e possuem, como mecanismo de acgéo, a inibicdo
nao competitiva do complexo enzimatico B-1,3-d-glucano sintase, presente na

parede estrutural fungica. Como resultado, ocorre a inibicdo da sintese do [3-1,3-d-
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glucano, componente estrutural que compreende até 60% da parede celular de
Candida spp. A prevaléncia deste alvo em fungos, e ndo em mamiferos, é uma
caracteristica que confere baixa toxicidade a essa classe (JAMES et al., 2016).

A estrutura quimica das equinocandinas compreende grandes lipopeptideos
ciclicos, compostos de um nucleo hexapeptideo anfifilico, com cadeia lateral de acil
lipidio ligada a um atomo de nitrogénio (KOFLA; RUHNKE, 2011), com sua estrutura
base representada na figura 8. A cadeia lateral das equinocandinas se intercalam
com a bicamada fosfolipidica da membrana celular dos fungos. A caspofungina
possui uma cadeia lateral de acido graxo, a micafungina uma cadeia lateral
aromatica complexa (isoxazol substituido por 3,5-difenilas) e a anidulafungina uma
cadeia lateral de alcoxitrifenila (terfenil) (DENNING, 2003).

Figura 8. Estrutura Base das Equinocandinas

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.1 ANIDULAFUNGINA

Anidulafungina, representada na figura 9, € um derivado semissintético da
equinocandina B. Possui um nucleo lipopeptideo composto por residuos de
aminoacidos presentes na estrutura da equinocandina B com alcoxitrifenila (terfenil)
na sua cadeia lateral. Sua formula molecular é CsgH,3N,0;, € seu peso molecular é
1140,25 Da.

A lipofilicidade da anidulafungina € maior em comparagédo a caspofungina e
micafungina, devido a sua cadeia lateral com maior hidrofobicidade. No entanto, a
anidulafungina pode ser dissolvida em preparagbes manipuladas contendo &gua,
pois a presenca de grupos hidroxila e amino conferem certa solubilidade da droga

em meio aquoso.
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Sua atividade antifingica € maior, quando comparada a equinocandina B. A
cadeia lateral de alcoxitrifenila € essencial para a intercalacdo do farmaco na parede
celular do fungo (PATIL et al., 2017; GHANNOUM et al., 2005).

A anidulafungina possui ampla atividade fungicida contra vérias espécies de
Candida, inclusive contra cepas resistentes a outros antifungicos (VASQUEZ, 2006).
Estudos in vitro com espécies de Candida obtiveram ICs, que variaram de 0,03 a 1
mg/L (GIL-ALONSO et al., 2016). Da mesma maneira, anidulafungina apresentou
excelente atividade in vitro contra espécies de Aspergillus, com ICs, para Aspergillus
fumigatus menor que 0,03 pg/mL (VASQUEZ, 2006).

Figura 9. Estrutura da Anidulafungina

o]

*'i

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.2 MICAFUNGINA

A Micafungina (Figura 10), de formula molecular C56H70N9Na0O23S, trata-se
de um lipopeptideo ciclico com coeficiente de particao (Log P) -1,5 e peso molecular
de 1292, 27 g/mol.
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Figura 10. Estrutura da Micafungina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Essa molécula carrega fortes semelhancas estruturais com a pneumocandina
A,, s6 que com certas disparidades quanto aos grupamentos contidos em suas
cadeias laterais. Tais alteracbes consistem em uma sulfatacdo no anel aromatico de
um residuo de tirosina, a adicdo de uma amida primaria e um anel de isoxazol 3,5-
difenil-substituido com um grupamento pentoxila como p-substituinte do aromatico
mais distal da cadeia em relacdo ao resto da molécula. Essa Ultima cadeia confere
significativa reducdo da atividade hemolitica associada a molécula da micafungina,
sem reduzir o poder de sua respectiva atividade antifingica. Quanto a alta
solubilidade aquosa da micafungina, > 200 mg/mL, € possivel atribuir boa parte
dessa propriedade ao residuo de tirosina sulfatado (PATIL et al., 2017).

Esse farmaco possui atividade contra espécies de Candida e Aspergillus e,
assim como as demais equinocandinas, sua atividade fungicida resulta da ligacéo
nao competitiva a subunidade Fks p da enzima B-(1,3)-D-glucano sintase, resultando
na defasagem da sintese do B-(1,3)-D-glucano e, respectivamente, no aparecimento
de uma parede celular relativamente mais fragil e permeéavel do fungo.

2.3.3 CASPOFUNGINA

A Caspofungina (Figura 11), de férmula molecular CseH96sN10O19 € peso
molecular de 1213.44 g/mol, € um semi-sintético analogo pertencente a familia
equinocandina derivada da pneumocandina B, com excelente atividade para

espécies de fungos como Candida sp, por exemplo.
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Figura 11. Estrutura da Caspofungina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Essa molécula possui coeficiente de particdo de -3,9 e € um composto
hidrossoluvel, sendo tal solubilidade em agua um total de 28 g/mL, a qual é
aumentada pela presenca do residuo de 4-hidroxi-prolina e por sua substituicdo de
etilenodiamina. Sua cadeia lateral de dimetilmiristoila, reduz a suscetibilidade para
hemolise de hemacias e necessaria para a intercalacdo da caspofungina na parede
celular do fungo. J4 o nucleo da caspofungina, com sua constituicdo baseada na
pneumocandina B,, supera a atividade hemolitica associada ao composto natural
que origina a caspofungina (PATIL et al., 2017). Quanto ao seu mecanismo de acéo,
ocorre sua ligacdo ndo competitiva a subunidade Fks p da enzima B-(1,3)-D-glucano
sintase, bem como os demais compostos da mesma classe.

2.4 POLIENOS

Polienos sdo um grupo de antimicrobianos constituidos estruturalmente por
uma grande molécula ciclica. Possui em sua estrutura ligacfes simples e duplas
conjugadas, caracteristica que nomeia o grupo, e um residuo de carboidrato, a
micosamina. Os farmacos representantes sdo a nistatina, natamicina e anfotericina
B (AnB).

O mecanismo de acao deste grupo foi estudado baseado na AnB. Foi
verificado que a porcao lipofilica da molécula de AnB interage com o ergosterol
contido na membrana fungica criando canais (Figura 12). Essa modificacao
estrutural altera a permeabilidade da membrana fazendo com que ions K+ passem
para 0 meio extracelular, levando a morte celular. A semelhanca estrutural entre o
ergosterol e o colesterol pode explicar a presenca dos efeitos colaterais deste grupo
(SOLOVIEVA; OLSUFYEVA; PREOBRAZHENSKAYA, 2011).

140



Figura 12. Estrutura do poro formado pelos polienos na membrana flngica e estrutura quimica do
ergosterol e colesterol
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2.4.1 ANFOTERINCINA B (ANB)

A anfotericina B (AnB) (Figura 13) é um dos mais conhecidos e importantes
farmacos do grupo dos polienos, sendo descoberta em 1955 na Venezuela a partir
de culturas de Streptomyces nodosus. E um farmaco anfifilico e que possui baixa
solubilidade em agua. Ela possui basicamente trés formulagbes: Anfotericina B
Desoxicolato, que possui melhor solubilidade em agua, a Anfotericina B Lipossomal
e a Anfotericina B complexo lipidico. Essas duas ultimas formulacdes foram criadas
com o objetivo de melhorar a nefrotoxicidade e hematotoxicidade desse farmaco,
ocasionada pela alta interagcdo com o HDL, que possui muitos receptores nos rins.
As novas formulacdes e modificacdes estruturais objetivam a diminuicéo dos efeitos
toxicos e o aumento da poténcia antimicrobiana do farmaco (BANSHOYA et al.,
2020; FALCI; PASQUALOTTO, 2015).

A AnB possui um anel lactona de 38 membros, com um arranjo de hidroxilas e
uma por¢do micosamina. Varias modificacdes estruturais foram feitas em torno
dessa molécula e, foram percebidas mudancas na atividade e toxicidade. Por
exemplo, a protonacdo do atomo de nitrogénio do grupo micosamina € essencial
para a atividade biol6gica da AnB, por outro lado, quando o grupo carboxila (C16)
estd carregado negativamente, ndo ha efeito significativo. Derivados com
modificacdes estruturais nessas regides apresentaram atividade semelhante a AnB
e menor toxicidade (OMELCHUK; TEVYASHOVA; SHCHEKOTIKHIN, 2018). A

presenca de grupos neutros ou aminoderivados em C16 néo interfere na atividade
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da molécula. Alteracbes no grupo OH — (C3) levam a alteracdes na condutancia do
canal transmembrana formado pela AnB.

Analises demonstraram que modificagbes do grupo OH de C2’ ndo tiveram
efeito sobre a atividade antimicrobiana da molécula e que a por¢do micosamina é de
extrema importancia para a atividade do derivado de AnB. A funcionalizacdo da
posicdo (C13), bem como da posicdo (C14), ndo levou a substancial melhora da
atividade antifungica. A sintese de N-benzil derivados da AnB apresentaram
toxicidade trés vezes menor que a do farmaco de origem (SOLOVIEVA;
OLSUFYEVA; PREOBRAZHENSKAYA, 2011).

Figura 13. Estrutura quimica da Anfotericina B
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.4.2 NISTATINA

Nistatina (Nys) € um fungicida/fungistatico de amplo espectro, mais utilizado
contra candidiases (NO-HEE et al., 2017). Foi o primeiro polienodescoberto, através
da observacao do efeito fungicida da bactéria Streptomyces noursei por Elizabeth
Hazen, em 1994, tendo sua posterior extracdo e purificacéo realizada por Rachel
Brown em 1950. (AKAIKE; HARATA, 1994). Seu tratamento contra infeccdes
fungicas é preferencialmente por via cutdnea, mucocutanea e gastrointestinal, pois
sofre pouca absorcado e alta toxicidade por via oral e tépica (VANDEPUTTE et al.,
2012). E um macrolideopoliénico, caracterizado por uma regido hidrofilica, com
grupos alinhados e externos ao anel, e o outro lado da molécula € hidrofébico devido
ao sistema de ligacGes duplas conjugadas, além de conter uma porgdo micosamina,

ligada ao anel por ligacdo glicosidica. Sendo assim, a nistatina € uma molécula

142


https://pt.wikipedia.org/wiki/Rachel_Fuller_Brown
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rachel_Fuller_Brown

anfipatica capaz de atravessar poros aquosos e membranas lipidicas. (Figura 14)
(BOLARD, 1986). Ela difere da AnB pela mudanca da hidroxila na por¢ao hidrofilica
e a descontinuidade das ligag6es duplas conjugadas na porgdo hidrofébica, devido a
uma saturacao entre os carbonos (C28) e (C29), o que possibilita uma dobra na
estrutura, quebrando sua rigidez na regifio hidrofébica (MVANDRU et al., 2011). No
trabalho de Ostrosky-Zeichneret al. (2001), é verificado a presenca de um isémero
estrutural da nistatina, gerado pela interconversdo deste, quando aquela € inserida
em solvente organico ou numa matriz biolégica com pH superior a 6 (Figura 14)
(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2001).

Figura 14. Estrutura quimica da nistatina (A) da nistatina isomérica (B).
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Fonte: adaptado Ostrosky-zeichner et al. (2001).

Estudos quanto a uma melhor resposta farmacoldgica da nistatina vém sendo
realizados, dentre eles a utilizacdo de peptideos sintéticos adjuvantes da nistatina
(LIMA et al, 2020), assim como a sua incorporacdo em nanoparticulas de prata
(MONTEIRO et al, 2013) e Oxido de bismuto (EL-BATAL et al, 2020), vem
apresentando uma melhor seletividade do farmaco, ou seja, maior atividade e menor
toxicidade. Outros estudos também apontam atividades antiparasitarias (JEHANGIR
l. et al., 2019) e promotora de regeneracdo neural (ROSELLO-BUSQUETS et al.,

2020), sendo um farmaco de grande interesse em novas pesquisas.

3 CONCLUSAO
Os antifungicos possuem estruturas quimicas bastante variadas que sao
responsaveis por diferentes mecanismos de atividade antifingica: a) Interacéo

fisico-quimica na membrana fungica, tendo como exemplo a anfotericina B, onde
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sua porcéao apolar interage com ergosterol da membrana, criando canais ibnicos que
levam a morte da célula fungica, b) Inibicdo enziméatica na biossintese de ergosterol,
desestruturando-se assim a membrana celular, como por exemplo os antifingicos
azolicos, c) Inibicdo enzimética da sintese da parede celular fangica, que impede o
crescimento do fungo, como por exemplo a caspofungina, d) Incorporacdo da
molécula do farmaco em acidos nucleicos fungicos, impedindo a sintese de DNA e
de proteinas fungicas, tendo como por exemplo analogos de bases pirimidinicas,
como a 5-fluorocitosina. Muitas vezes, a seletividade para células fungicas é devido
as atividades enzimaticas pronunciadas no fungo e especificidade estrutural, como a
presenca de parede celular, quando comparada com as células humanas, o que é
benéfico, minimizando-se assim a toxicidade.

Modificacdes estruturais e obtencao de novos derivados hibridos, que contém
duas porcdes de classes diferentes, na mesma estrutura, podem ser novas
estratégias de obtencdo de novas moléculas antifungicas, visando o aumento da
poténcia e também a diminuicdo de efeitos téxicos, para aumentar o espectro
antifingico ou mesmo contornar a resisténcia que algumas cepas de fungos ja
apresentam aos farmacos das classes tradicionais. Assim, novas moléculas séo
desenvolvidas, visando aumentar o arsenal terapéutico antifingico, incluindo a

cepas fungicas resistentes.
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RESUMO: Cryptococcus (Basidiomycota) € um género de leveduras de ocorréncia
ubiqua e causadoras da criptococose, infeccdo iniciada pela inalagdo de esporos
disseminados por aves, que se alojam nos pulmdes e se replicam e disseminam
pelo organismo hospedeiro, principalmente em individuos imunossuprimidos.
Cryptococcusneoformans e Cryptococcusgatti s8o0 as espécies oportunistas
causadoras de enfermidades em humanos. A patogénese e a viruléncia de
Cryptococcus séo resultados de uma eficiente adaptacdo as condicbes do
organismo hospedeiro, de mecanismos de evasdo da reposta imune e da producao
de fatores de viruléncia, incluindo a producdo de células titds, da capsula
polissacaridica, de melanina, bem como a secre¢cdo de enzimas relacionadas a
invasdo e/ou evasdo do sistema imune do hospedeiro. As formas clinicas mais
comuns de infeccdo por Cryptococcus envolvem manifestacdes do sistema nervoso
central (SNC), pulmonares e cutaneas. No SNC podem ser identificados quadros de
meningite ou meningoencefalite aguda, subaguda ou crbénica, com quadros de
hidrocefaleia, paralisia dos nervos cranianos e hipertensao intracraniana, cegueira e
morte. Na forma pulmonar podem ocorrer sérias lesbes no trato respiratério,
engquanto lesdes no rosto, pescoco e extremidades superiores, que podem sugerir
sepse, sdo observadas na forma cutanea. A elevada letalidade e morbidade das
infeccbes por Cryptococcus, sua alta viruléncia e a precaria notificacdo e
acompanhamento de novos casos no Brasil sdo fatores preocupantes. Esta revisao
fornece uma discussao sobre a estrutura celular de Cryptococcus sp. com énfase
nos seus fatores de viruléncia; aspectos clinicos da criptococose; técnicas de
diagndstico; bem como estratégias de tratamento e prevencéo da doenca.

ABSTRACT: Cryptococcus (Basidiomycota) is a genus of yeasts that are ubiquitous
and cause cryptococcosis, an infection initiated by the inhalation of spores spread by
birds, which lodge in the lungs and replicate and spread through the host organism,
especially in immunosuppressed individuals. Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii are the opportunistic species that cause diseases in humans. The
pathogenesis and virulence of Cryptococcus are the result of an efficient adaptation
to the conditions of the host organism, mechanisms of evasion of the immune
response and the production of virulence factors, including the production of titan
cells, the polysaccharide capsule, melanin, as well as the secretion of enzymes
related to the invasion and/or evasion of the host's immune system. The most
common clinical forms of Cryptococcus infection involve manifestations of the central
nervous system (CNS), lung and skin. In the CNS, acute, subacute or chronic
meningitis or meningoencephalitis can be identified, with hydrocephalus, cranial
nerve palsy and intracranial hypertension, blindness and death. In the pulmonary
form, serious lesions in the respiratory tract may occur, while lesions on the face,
neck and upper extremities, which may suggest sepsis, are observed in the
cutaneous form. The high lethality and morbidity of Cryptococcus infections, its high
virulence and the precarious notification and monitoring of new cases in Brazil are
worrisome factors. This review provides a discussion of the cell structure of
Cryptococcus sp. with an emphasis on its virulence factors; clinical aspects of
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cryptococcosis; diagnostic techniques; as well as disease treatment and prevention
strategies.
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1 INTRODUCAO

Cryptococcus é um género de leveduras do Filo Basidiomycota, de
metabolismo predominantemente respiratério, amplamente encontradas no meio
ambiente e que possuem como caracteristica fenotipica principal a presenca de uma
capsula polissacaridica, a qual envolve o corpo celular, que € um de seus principais
fatores de viruléncia (CASADEVALL; PERFECT, 1998; CASADEVALL et al., 2019).

Dentre as espécies desse género, as duas conhecidas como patdgenos
humanos séo Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, sendo C. neoformans
a maior causadora de enfermidades em humanos. Tanto C. Neoformans quanto C.
gattii sdo consideradas patdgenos oportunistas, causando processos infecciosos
principalmente em pacientes imunossuprimidos, como pacientes transplantados e
portadores de doencgas imunossupressoras, como a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (RAJASINGHAM et al., 2017; ZARAGOZA, 2019).

A infeccdo causada por Cryptococcus € denominada criptococose e se da
através da inalacao de esporos da levedura (Figura 1) que podem ser carregados e
disseminados no ambiente através de algumas espécies de aves. Esses esporos se
alojam primeiramente no pulmdo onde, em individuos com o sistema imune
suprimido, conseguem se replicar e, nos alvéolos, formam granulomas onde as
células de Cryptococcus podem permanecer latentes ou serem reativadas. Em
seguida, células fungicas podem disseminar pela corrente sanguinea carreadas por
células fagocitarias, se espalhando por todo o organismo hospedeiro. Células
fungicas que ndo tenham sido fagocitadas (Cryptococcus extracelulares) podem
permanecer nos pulmdes ou atingir a corrente sanguinea por via transcelular, ou
seja através da membrana das células endoteliais. nos capilares cerebrais.
Cryptococcus atravessa a barreira hematoencefalica por mecanismo paracelular
(através do espaco intercelular), transcelular ou carreadas por células do sistema
imune infectadas. A principal manifestagdo clinica ocorre quando esses fungos
atingem o cérebro causando meningoencefalite, uma doenca grave e de alto indice
de mortalidade, causando Obito de cerca de 20% até 50% dos pacientes acometidos
(LITTMAN; BOROK, 1968; CASADEVALL; PERFECT, 1998; HEITMAN et al., 2010).
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Figura 1. Esquema mostrando como ocorre a criptococose, uma infeccéo por Cryptococcus. Apés a
disseminacao dos esporos por algumas espécies de aves (1), ocorre a inalagdo (2) por um individuo.
Os esporos se alojam inicialmente nos pulmdes (3) e, em individuos com o sistema imune suprimido,
se replicam causando obstrugdo dos alvéolos (4) e em seguida disseminam por todo o organismo,
inclusive atingindo o sistema nervoso central (5 e 6) onde podem causar meningoencefalite e levar o
individuo ao 6bito.

Disseminacg&o no
sistema nervoso central

//X 3
.g) Disseminacéo
os esporos

Obstrucao
dos alvéolos

Outro fator relevante para o alto indice de mortalidade de infec¢des causadas
por Cryptococcus € o fato de a terapia antifingica ser bastante limitada. AntifUngicos
como as equinocandinas ndo sao ativos frente a C. Neoformans e o tratamento se
baseia praticamente no uso do fluconazol e da anfotericina B, porém, ha diversos
relatos de cepas de Cryptococcus resistentes a estes medicamentos. Essa ultima,
apesar de ser bastante ativa para essas leveduras, tem seu uso bastante limitado
devido a sua toxicidade em uso prolongado. Combina¢des de Anfotericina B com
algumas formulagBes lipossomais, que reduzem seus efeitos toxicos, apresentam
um alto custo. Sendo assim, é necessaria a busca por tratamentos alternativos para
as doencas causadas por esse fungo, bem como pesquisas para aprofundar o
entendimento do processo de viruléncia desse patdgeno (BONGOMIN et al., 2018;
ZARAGOZA, 2019).

2. EPIDEMIOLOGIA

Por ser mais prevalente em pacientes imunocomprometidos, a epidemiologia
da criptococose esta muito relacionada a pacientes com AIDS, sendo os dados
descritos principalmente para meningite criptococica. Estimativas globais de 2008,
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anteriores a expansao da terapia antirretroviral, indicavam 957.900 casos por ano,
com aproximadamente 624.700 mortes (PARK et al., 2009). A Africa subsaariana ¢ a
regido que mais contribui com essa estatistica, provavelmente devido ao fato de ser
a regido que mais reporta estimativas sobre esse tema, além de apresentar a maior
incidéncia de AIDS (VIDAL et al., 2013). A América Latina € a terceira regido com
maior numero de casos, com mais de 54.400 casos anualmente e em torno de 55%
de mortalidade. Os casos de mortalidade no Brasil e na Argentina variam entre 30—
63% (VIDAL et al., 2013). Mesmo apos a insercao da terapia antirretroviral no Brasil,
a criptococose continua sendo a principal infeccdo fungica invasiva com alta
mortalidade, variando de 32% a 60% (OLIVEIRA et al., 2014; NUNES et al., 2018).
Contudo, as informacgfes epidemiologicas no pais sdo limitadas, uma vez que a
doenca nao é de notificacdo compulsoria.

Globalmente, o numero de mortes em decorréncia da criptococose reduziu
em aproximadamente 45% em funcdo da expansdo da terapia antirretroviral. No
entanto, 0 acesso a essa terapia em paises de baixa e média renda é mais escarco
e, consequentemente, altas taxas de mortalidade (50-100%) ainda estao presentes.
Ja em paises mais desenvolvidos essa taxa varia entre 10 e 30% (RAJASINGHAM
et al., 2017, WILLIAMSON, 2017, WILLIAMSON et al., 2017). Atualmente, o nimero
de casos esta aumentando entre o0s pacientes ndo portadores de AIDS, porém
imunocomprometidos, como aqueles transplantados, afetados com doencas
autoimunes e com doencas hematoldgicas malignas, bem como pacientes sem
nenhum outro fator de risco, exceto serem expostos ao patdogeno (BRATTON et al.,
2012; HENAO-MARTINEZ E BECKHAM, 2015).

Dessa forma, a implementacéo de estratégias tanto a nivel de saude publica
quanto a nivel individual sdo necessarios para reduzir morbidade e mortalidade.
Dentre essas estratégias, estdo: 1) diagnéstico e tratamento precoce do HIV; (2)
triagem e tratamento preventivo para criptococose subclinica; (3) diagnostico
otimizado de meningite criptococica; e (4) tratamento otimizado da meningite
criptococica (VIDAL et al., 2013).

3. MECANISMOS DE VIRULENCIA
A patogénese e o0s mecanismos de viruléncia de Cryptococcus sao
resultados: (I) da eficiente adaptacdo as condicdes do organismo hospedeiro

incluindo disponibilidade de nutrientes, pH e radicais livres; (II) dos mecanismos de
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evasao da reposta imune; e (lll) da producao de fatores de viruléncia. Embora essas
caracteristicas sejam compartilhadas entre outros patdgenos fungicos, Cryptococcus
spp. merecem uma atencao especial devido ao nimero de estratégias utilizadas
para sua adaptacdo (ZARAGOZA, 2019). Os principais fatores de viruléncia de
Cryptococcus sdo a producdo de células Titds, da capsula polissacaridica, de
melanina e a secrec¢ao de varias proteinas, tais como: urease, oxidases e proteases
(ALSPAUGH et al., 2015). As células Titds sdo um morfotipo de tamanho aumentado
que resulta da modificacdo da levedura no pulméo. Elas ndo séo fagocitadas e sao
capazes de gerar células filhas de tamanho normal, o que sugere o0 seu
envolvimento na disseminacao da levedura (DAMBUZA et al., 2018).

A céapsula (Figura 2) é composta principalmente pelos polissacarideos
glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GXMgal), mas contém acido
hialurénico (que facilita a entrada da célula fungica no endotélio) e, em menor
guantidade, manoproteinas e estruturas semelhantes a quitina (RODRIGUES et al.,
2008). E organizada em fibras ramificadas que se ligam a parede celular e umas as
outras por meio de ligacdes ndo covalentes. A capsula confere protecdo contra a
acao de radicais livres, além de inibir a fagocitose, uma vez que dificulta a ligacao
entre os receptores dos macréfagos e epitopos cognatos presentes na parede
celular de Cryptococcus. Adicionalmente, a GXM inibe a migracdo dos neutréfilos e
a proliferacédo e saida dos leucdcitos dos vasos sanguineos, reduzindo a expressao
de receptores de quimiocinas. Os polissacarideos da capsula também inibem a
aglutinacdo das células de Cryptococcus e sdo potentes indutores de apoptose, o
gue aumenta a importancia dessa estrutura como fator de viruléncia (ZARAGOZA,
2020).

A melanina (Figura 2) também confere resisténcia aos radicais livres, a
radiacdo ionizante e ao calor, além de reduzir a susceptibilidade de Cryptococcus a
drogas (NOSANCHUK, 2006). Foi demonstrado que a melanina criptocécica
aumenta a captura de calor, contribuindo para o crescimento a baixas temperaturas,
esta envolvida na disseminacdo do pulmé&o para o cérebro, altera a producéo de
citocinas no hospedeiro, protege contra macrofagos e induz respostas pro-
inflamatorias (MEDNICK et al., 2005).

A urease catalisa a degradacao de ureia em CO2 e amoOnia e é requerida para
a invasdo do cérebro pelo fungo, pois acredita-se que a amonia promove a adesao

de C. neoformans por aumentar a expressdo de adesinas no endotélio ou por

154



toxicidade direta a barreira hematoencefalica (OLSZEWSKI et al., 2004).
Adicionalmente, a urease favorece a aptiddo do fungo em valores de pH levemente
alcalinos e representa uma ferramenta diagndstica para criptococose (ZIMMER et
al., 1979).

Figura 2. Organizacéo estrutural de Cryptococcusenfatizando a presenca de fatores de viruléncia. A
capsula polissacaridica € composta maioritariamente pelos polissacarideos glucuronoxilomanana
(GXM) e galactoxilomanana (GXMgal), os quais desempenham fungBes importantes como modulag&o
da resposta imune do hospedeiro, inibicdo de fagocitose pelos macrofagos e supressdao da
proliferacéo de linfécitos. A parede celular contendo quitina e melanina, um pigmento escuro que
confere resisténcia a radicais livres, radiacdo ionizante, ao calor e a acdo de drogas. Componentes
celulares comuns para o Dominio Eukarya séo também apresentados.
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As proteases também sao importantes para a capacidade invasiva de
Cryptococcus e as oxidases possuem um papel essencial na absorcao do ion ferro,
em competicdo com o organismo hospedeiro, que € necessario como cofator de
muitas enzimas; em C. neoformans, outras proteinas sdo necessdarias para a
absorcao eficiente de ferro, incluindo ferro permeases e a glicoproteina quelante de
grupos heme Cigl (BAIRWA et al., 2017).

Esses fungos também produzem fosfolipases e proteinases que estédo
relacionadas a invasdo e/ou evasao do sistema imunolégico do hospedeiro,
favorecendo a disseminacdo hematogénica e o acometimento das meninges. No
Brasil, foram descritas uma intensa producéo destas enzimas em amostras clinicas e
ambientais de C. neoformans e C. gattii (PESSOA et al.,, 2012). Além disso,

espécies dos géneros Cryptococcus e Candida sdo os fungos formadores de
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biofilme mais comuns em infecdes nosocomiais. Todos estes fatores contribuem
para a persisténcia de infeccbes cronica devido a resisténcia adquirida aos

mecanismos imunolégicos do hospedeiro e a terapia antifungica (QIAN et al., 2020).

4. MANIFESTACOES CLINICAS DE INFECCOES CAUSADAS POR
Cryptococcus

A analise das manifestacdes clinicas atreladas a infeccbes humanas
causadas por Cryptococcus € de grande importancia, podendo ser utilizada junto a
exames laboratoriais com a finalidade de se obter um diagndstico preciso, bem
como determinar a gravidade da doenca. Para essa patologia, 0os sintomas irdo
variar, podendo estar relacionados principalmente a alteracdes do sistema nervoso
central (SNC), pulmonares e cutaneas (SILVEIRA et al., 2018).

Quanto as manifestacdes clinicas associadas ao SNC, podem ser
identificados quadros de meningite ou meningoencefalite aguda, subaguda ou
cronica, sendo estas caracterizadas principalmente pela ocorréncia de cefaleia,
febre e alteragbes do nivel de consciéncia. Diante disso, pesquisas tém
demonstrado uma alta incidéncia de criptococose neurolégica, podendo chegar a
80% dos casos de infeccbes por Cryptococcus (COLOMBO et al., 2015).
Nascimento et al. (2020), em estudo realizado no Hospital Estadual de Doencas
Tropicais, relataram que 64,50% dos infectados por Cryptococcus spp.de 2006 a
2018 possuiam como principal manifestacao a neurocriptococose.

As complicacdes frequentemente relacionadas a quadros neurolégicos de
criptococose sdo a hidrocefaleia, paralisia dos pares cranianos e hipertensao
intracraniana, sendo essa Ultima responsavel por acometer aproximadamente 50%
dos pacientes que convivem com a meningite criptococica. A hipertensao
intracraniana pode ainda evoluir causando cegueira e em casos mais graves
culminar no o6bito do paciente, estando diretamente ligada ao aumento da
morbimortalidade dessa infec¢cdo (HURTADO et al., 2019).

A segunda forma mais frequente de criptococose é a pulmonar, sendo
assintomatica ou sintomatica. Nesse segundo caso, 0s sintomas pulmonares podem
ser equivocadamente confundidos com gripe, tuberculose e histoplasmose, visto que
os pulmdes e alvéolos séo as partes mais lesadas. Ja a forma assintomatica da
doenca geralmente é decorrente de infeccbes pulmonares que se desenvolvem

principalmente na regido subpleural onde os propagulos flngicos se depositam nos

156



alvéolos periféricos (REGO et al., 2018). Vale ressaltar que a criptococose pulmonar
acomete principalmente homens e esta bastante associada a casos de coinfeccao
de pacientes imunodeprimidos, sendo acompanhada por sintomas como dor
toracica, febre e disturbios respiratérios agudos (TELES, 2017).

A criptococose cutanea geralmente ocorre através de disseminacdo, sendo
foco secundario da doenca podendo indicar sepse. No entanto, também pode ter
origem primaria, se desenvolvendo apds inoculacdo traumatica. As manifestacdes
da forma cutanea podem ser observadas no rosto, pescoco e extremidades
superiores através de lesdes nodulares e granulomatosas, papulas umbilicadas,
vesiculas herpetiformes, ulceracdes, além de prurido e dor (MARANHAO et al.,
2020). As péapulas umbilicadas seriam mais recorrentes na criptococose cutanea
disseminada enquanto outras manifestacfes clinicas como ulceracdo e celulite
estariam mais presentes na criptococose cutanea do tipo primaria. As lesbes
cutdneas sdo muito variadas podendo ser insuficientes para o diagnéstico devendo
se considerar o histérico clinico do paciente além de exames laboratoriais
(SANCHES et al., 2018).

5. DIAGNOSTICO, SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA E TRATAMENTO

O diagnostico da criptococose pode ser realizado por varios meétodos,
incluindo: isolamento em meio de cultura, a partir de amostras do trato respiratério
(como escarro, fluido de lavagem broncoalveolar ou tecido pulmonar); e deteccdo do
antigeno do polissacarideo capsular criptococico (CrAg) no sangue, liquido
cefalorraquidiano (LCR) ou urina. Pacientes imunocomprometidos com criptococose
pulmonar devem ser investigados para a doenca no SNC (MAZIARZ; PERFECT,
2016). A eficiéncia dessas técnicas varia de acordo com o individuo e o sistema
organico envolvido. Paralelamente, existem avancos nas abordagens protebmicas
em diagndstico microbiolégico e métodos como a espectrometria de massa por
ionizacdo e dessorgédo a laser assistida por matriz e analisador de tempo-de-voo
(MALDI-TOF) tém sido avaliados na identificacdo de Cryptococcus spp.
(FIRACATIVE et al., 2012).

Para meningoencefalite criptocdcica, o exame do LCR geralmente revela uma
pleocitose linfocitica, embora o niamero real de células possa ser baixo ou normal
em pacientes com disfuncdo imunoldgica grave. Os niveis de proteina no LCR

tendem a ser elevados, enquanto os niveis de glicose diminuem (VILCHEZ et al.,
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2002). A neuroimagem é necessaria para descartar o comprometimento do cérebro,
que pode se manifestar como criptococoma, hidrocefalia ou focos de atenuacéo
anormalmente reduzida, realce pelo contraste e edema. Lesbes de massa
semelhantes a abscessos tém sido relatadas, mais comumente nos ganglios da
base, tAlamo e cerebelo, em tomografias computadorizadas cranianas em até 58%
dos casos de criptococose causada por C. gattii (CHEN et al., 2012).

A ressonancia magnética (RM) é mais sensivel que a tomografia
computadorizada, especialmente para a deteccdo de pequenas lesdes (SMITH et
al., 2008). A espectroscopia por ressonancia magnética nuclear pode ser associada
a RM para localizar criptococomas de 2 cm ou mais de diametro e sua impressao
digital metabdlica em um Unico exame. Essa abordagem € estabelecida para o
diagnéstico ndo invasivo de tumores cerebrais e abscessos piogénicos (SORRELL;
HIMMELREICH, 2008).

A pneumonia criptocOcica pode ser diagnosticada por cultura de escarro e
fluido de lavagem broncoalveolar. Os resultados das hemoculturas e dos testes de
CrAg em soro sao normalmente negativos, especialmente para doenga pulmonar
isolada (SINGH et al.,, 2008). O teste de aglutinacdo em latex do lavado
broncoalveolar foi descrito, embora o ensaio ainda ndo tenha sido formalmente
estudado nem esteja licenciado para este propdsito (SENGHOR et al., 2018). A
avaliacdo de meningoencefalite criptocécica, incluindo puncgéo lombar, deve ser feita
em todos os pacientes imunocomprometidos com pneumonia criptococica. Um
exame fisico completo juntamente com antigeno CrAg e hemoculturas flngicas
devem ser realizados para avaliar a disseminacdo da doenca (LEE; GOLDMAN,
2021).

O exame de imagem do térax pode fornecer o primeiro indicio da
criptococose, que mais comumente se manifesta como um ou mais criptococomas
circunscritos (CHEN et al.,, 2012). Criptococomas podem aparecer em qualquer
regido do pulméo e variarem de 1 a 8 cm de diametro, embora lesdes maiores (até
10 cm de diametro) tenham sido relatadas (GARRETT et al., 2011). Raramente,
derrame pleural, abscesso, cavitagéo e linfadenopatia sdo observados nos exames.
Para nodulos e massas pulmonares, uma bidpsia é necessaria para confirmar o
diagndstico. A coloragdo de Mucicarmim destaca a capsula mucopolissacaridica do
fungo e ajuda a distinguir este organismo de outras leveduras (HARRIS et al., 2013).

Para o diagnostico da criptococose cutanea, geralmente sao necessarias
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bidpsia e cultura da area atingida. As lesdes cutaneas sao geralmente uma
manifestacdo da disseminacdo da doenca e o0s pacientes frequentemente
apresentam niveis elevados do antigeno CrAg. Todos o0s pacientes
imunocomprometidos com este tipo de criptococose devem passar por uma
avaliacdo completa para excluir a disseminacao, incluindo uma puncéo lombar para
descartar envolvimento do SNC (LEE e GOLDMAN, 2021).

Varios métodos baseados em anticorpos estdo disponiveis para detec¢do do
antigeno CrAg, incluindo aglutinagdo em latex, ensaio de imunoabsorcao enzimatica
(ELISA) e ensaio de fluxo lateral. Foi relatado que a sensibilidade desses testes em
LCR varia entre 93% e 100% (HOANG et al., 2004). As reacdes falso-negativas a
esses ensaios sao bastante incomuns, no entanto podem ser observadas na fase
inicial da doenca e em casos niveis de CrAg extremamente altos quando o ensaio
de antigeno em latex é utilizado. Reacdes falso-positivas também sao muito
incomuns, contudo, pode ocorrer reatividade cruzada com polissacarideos
capsulares de outros microrganismos, tais como Trichosporon (levedura) e
Capnocytophaga (bactéria Gram-negativa). Os testes de deteccdo de CrAg
fornecem medi¢des semiquantitativas do antigeno no LCR e no soro. Altos niveis
iniciais de CrAg no LCR estdo geralmente associados a cargas fangicas mais
elevadas e a um pior prognostico (DATTA et al., 2009). Infelizmente, os ensaios de
deteccdo de antigeno tém utilidade limitada na medicdo da resposta a terapia.

Na prética clinica, os métodos moleculares raramente sdo necessarios para
confirmar o diagnostico de criptococose. Na situacdo incomum em que os métodos
fenotipicos fornecem um resultado ambiguo, o sequenciamento de DNA de isolados
fungicos, a PCR multiplex e outros testes moleculares também podem ser
empregados. Inclusdo de primers especificos para Cryptococcus em ensaios
multiplex baseados em diagndsticos sindrémicos (por exemplo, septicemia e
infeccdo de LCR) ou para analise de hemoculturas ou amostras de biépsia, onde o
diagnoéstico diferencial inclui a doenca fangica, tem sido valido em alguns
laboratorios (CHEN et al., 2014).

Segundo as diretrizes da Infectious Diseases Society of America, o tratamento
para a meningoencefalite criptococica consiste em trés fases sucessivas: indugéo,
consolidacdo e manutencdo. Na inducdo, os pacientes sao tratados com uma
combinacao de anfotericina B e flucitosina. Estudos tém mostrado que formulagbes

lipidicas de anfotericina sdo terapeuticamente equivalentes e podem ser mais bem

159



toleradas em individuos com ou em risco de doenca renal (PERFECT et al., 2010).
Portanto, deve-se considerar o uso de preparacdes lipidicas ou lipossomais em
pacientes com risco de disfuncéo renal, incluindo os receptores de transplantes que
recebem inibidores de calcineurina e para aqueles que nao toleram a anfotericina
convencional. A duracdo da fase de inducdo € normalmente de duas semanas.
DuracBes mais longas (de quatro a seis semanas) devem ser consideradas nas
seguintes circunstancias: em pacientes que nao receberam flucitosina como parte
inicial da terapia; e naqueles com doencga neurolégica complexa (incluindo aqueles
com criptococomas) (SUN et al., 2010).

Recentemente a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou novas
diretrizes ampliando a terapéutica, no caso de indisponibilidade do anfotericina B, o
fluconazol em alta dose pode ser usado combinado com flucitosina oral. Na Africa,
80% das infec¢cdes por Cryptococcus sao tratadas com monoterapia de fluconazol
(ASSOGBA et al., 2015; BERTOUT et al., 2020).

Apbs a fase de inducdao, inicia-se a etapa de consolidacdo (com duracéo de 8
semanas) com fluconazol e, em seguida, finaliza-se o tratamento com a fase de
manutencdo utilizando também o fluconazol. Esta abordagem esta associada a uma
taxa de mortalidade inferior a 10% e uma resposta especifica do paciente ao fungo
maior que 70%. Em individuos infectados pelo HIV, a duracdo total da terapia
antifingica é de no minimo 12 meses. Para os receptores de transplante de 6rgéo
solido, a fase de manutencéo do fluconazol deve ser de 6 meses a 1 ano (SUN et
al., 2010). Pacientes com criptococose pulmonar grave ou com evidéncia de
disseminacdo da doenca devem ser tratados da mesma forma que aqueles com
meningoencefalite criptocdcica. Para os pacientes com criptococose pulmonar
aguda, recomenda-se a terapia com fluconazol durante 6 a 12 meses (PERFECT et
al., 2010).

A infeccdo refrataria pode ocorrer e geralmente esté relacionada ao estado de
imunocomprometimento grave do paciente mais do que a resisténcia antifungica
(PFALLER et al., 2005). Clinicamente, a melhor op¢édo € confirmar o diagnostico e
estabelecer a adesdo ao medicamento e a auséncia de interacdes que limitem a
exposicdo ao medicamento. Terapias alternativas estdo disponiveis, incluindo
voriconazol e posaconazol, embora as respostas nao sejam muito favoraveis
(SABBATANI et al., 2004 ; PITISUTTITHUM et al., 2005).

A resisténcia fungica pode ser classificada como hereditaria ou transitoria. A
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resisténcia hereditaria esta ligada a mutacdes pontuais em alvos de medicamento ou
transportadores de medicamentos (RHODES et al., 2017; BOYCE et al., 2017). A
resisténcia transitoria ou heterorresisténcia € uma resisténcia adquirida frente a altas
concentracdo dos agentes antifungicos, onde subpopulacdes de células séo
capazes de proliferar em altas concentracdes, mas perdem sua resisténcia quando o
estresse medicamentoso é removido. Este tipo de resisténcia € mediado por
aneuploidia de cromossomos (GERSTEIN et al., 2015; STONE et al., 2019).

Infeccdes progressivas e a reducdo da sobrevida de pacientes com
criptococose estdo relacionadas com a suscetibilidade reduzida ao fluconazol
(BONGOMIN et al., 2018; PONZIO et al., 2019), que pode estar relacionada a
superexpressao do gene ERG11 que codifica a enzima lanosterol 14-a-desmetilase
ou mutacdes no citocromo P450 lanosterol 14-alfadesmetilase. Esta enzima é o
principal alvo das drogas azolicas e € fundamental na biossintese do ergosterol, um
importante componente da parede celular do fungo (RODERO et al., 2003; SIONOV
et al.,, 2012; SELB et al., 2019). Outro mecanismo de resisténcia aos antifungicos
azollicos é a superexpressao de proteinas da membrana plasmatica que bombeiam
azobis para fora da célula (GAGO et al.,, 2017). Varios estudos tém relatado a
heterorresisténcia ao fluconazol em C. neoformans, C. gattii e Cryptococcus
deuterogattii (SIONOV et al., 2013; GAST et al.,, 2013; BERTOUT et al., 2020). A
resisténcia aos azobis pode surgir durante terapia antifingica ou pode estar
associada ao uso de azéis agricolas (STONE et al., 2019).

O arsenal limitado de agentes terapéuticos, juntamente com a toxicidade e o
desenvolvimento de resisténcia fungica aos farmacos, instiga a investigacdo de
novos medicamentos. A atividade neste ramo destaca as potenciais rotas para a
descoberta de novos antifingicos ou para o reaproveitamento de moléculas ja
existentes e que mostram atividade anticriptocécica. Um antifangico ideal deve ter
como alvo um fator de viruléncia ou um componente fungico que seja essencial para
a viabilidade do microrganismo. Esse medicamento deve ser fungicida quando
utilizado sozinho ou quando combinado com o fluconazol; deve ter boa
biodisponibilidade por via oral; e deve ser capaz de entrar em nichos criptocdocicos
dentro do hospedeiro (como fagécitos e o SNC) (MAY et al., 2016).

Um alvo conhecido para uma droga antifangica € a parede celular
criptococica. Infelizmente, a dltima classe de antifungicos que sao ativos contra a

parede celular, como os inibidores da [-1,3-D-glicano sintase (conhecidos como
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equinocandinas) ndo possuem atividade anticriptocécica satisfatéria. No entanto, a
sintese de um outro componente da parede celular, as manoproteinas ancoradas ao
glicosilfosfatidilinositol, é inibida pela molécula ativa denominada E1210 que possui
atividade in vitro contra Cryptococcus spp. e outros fungos clinicamente relevantes
(como Candida e Scedosporium spp.) (MIYAZAKI et al., 2011).

Existem alguns estudos que abordam indicacbes de cirurgia para o
tratamento da criptococose. Lesbes extensas que invadem estruturas locais no
pulmdo ou que mostrem um efeito de massa ou de edema circundante na
neuroimagem requerem resseccao casO Sejam cirurgicamente acessiveis. A
insercdo de um dreno lombar ou de um shunt do LCR pode ser util, em caso de

pressao intracraniana elevada ndo controlada (McMULLAN et al., 2013).

6. ESTRATEGIAS DE PREVENCAO PARA A CRIPTOCOCOSE

Por se tratar de uma doenca ligada a saude publica, as medidas preventivas
para criptococose devem ser aplicadas em conjunto entre a populacdo e o0s
Ministérios da Saude e Meio Ambiente, que podem agir na instauracdo de politicas
publicas. Sendo a infeccdo natural de criptococose causada pela inalagdo de
propagulos presentes no meio ambiente na sua forma latente (MAY et al., 2016),
diversos microfocos da infeccdo podem ser encontrados em habitats de aves e
morcegos, madeira em decomposicao e até na poeira domiciliar.

Dessa forma, entre as providéncias cabiveis a populacao estdo: a retirada de
possiveis fontes de alimento e abrigo para pombos e morcegos dos arredores da
residéncia, bem como ndo entrar em cavernas que nado possuam liberacdo para
visitacdo. Além disso, no caso de haver fezes de animais como pombos e morcegos
no interior da residéncia se indica que essas fezes sejam umedecidas antes de
serem removidas do local para evitar a formacdo de poeira contaminada por esses
microrganismos que podem vir a ser inalada. Durante a limpeza, € recomendado o
uso de EPI's (Equipamentos de Protegao Individual) como mascara e luvas. Por fim,
€ de extrema importancia realizar a assepsia dos ambientes com solucdo de
hipoclorito de sodio ou agua sanitaria se certificando da desinfeccdo efetiva
(BRASIL, 2006). Além das estratégias citadas acima é proposto sobretudo que o
controle ambiental da populacdo de pombos seja realizado através da parceria entre
a Vigilancia Ambiental e Epidemioldgica (BRASIL, 2012).

No Brasil, o Ministério da Saude em 2012 criou a cartilha nomeada como
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Vigilancia Epidemiolégica da Criptococose, preconizando diversas medidas a serem
implementadas pelo governo como forma de compreender e prevenir as diferentes
formas dessa infeccdo. Entre as medidas a serem executadas estdo: estimar a
prevaléncia e caracterizar as formas clinicas e distribuicdo geogréfica da
criptococose, bem como o indice de mortalidade atrelado a essa doenca, além de
promover o desenvolvimento de material técnico-cientifico disponibilizado sobre o
tema para a rede de servico de saude, e investir na compra de novos instrumentos
diagnosticos e estudos de novas terapias de controle da criptococose (BRASIL,
2012).

7. CONCLUSAO

A criptococose € uma micose oportunista que tem recebido cada vez mais
atencao devido a gravidade das infec¢des, que podem acometer o sistema nervoso,
pulmdes e outros 6rgdos, podem resultar em graves sequelas e oObito. Os fungos
causadores dessa doenca se destacam pela elevada patogénese e pelos diversos
fatores de viruléncia que lhes conferem eficiente adaptacdo as condi¢cdes do
organismo hospedeiro. Ainda, o nUmero de casos tem aumentando entre diversas
condicBes de imunossupressdao bem em pacientes sem nenhum fator de risco,
sendo necessaria a implementacdo de estratégias tanto a nivel de saude publica

quanto a nivel individual para reduzir morbidade e mortalidade.
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RESUMO: O aumento de casos de infec¢bes fungicas levou o aumento das
pesquisas médicas, muitas vezes essas pesquisas Se concentraram apenas em
leveduras no género Candida, que sédo reconhecidas como as mais prevalentes. No
entanto, outras leveduras n&o-albicans também s&o que sdo muito prevalentes em
infeccdes nosocomiais e tem recebido menos atencédo. Fungos podem se apresentar
em forma de micélio ou leveduras. Na natureza muitos desses fungos sao
dimérficos, mas na maioria das vezes ao infectarem o organismo humano, adquirem
a forma de leveduras. Espécies do género Cryptococcus, Malassezia, Trichosporon,
Sporothrix, Paracoccidioides e Histoplasma sao exemplos desse mecanismo e estao
relacionadas a infec¢des locais ou sistémicas de importancia meédica. Nesse capitulo
resumimos algumas dessas leveduras infectantes brevemente.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus. Malassezia. Trichosporon. Sporothrix.
Paracoccidioides.Histoplasma.

ABSTRACT: The increase in fungal infection cases has led to an increase in medical
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research. Many times, these studies have focused only on yeasts in the genus
Candida, which are recognized as the most prevalent. However, other non-albicans
yeasts are also very prevalent in nosocomial infections and have been received less
attention. Fungi can be in the form of mycelium or yeast. In nature many of these
fungi are dimorphic, but the most time when they infect the human organism, they
take the form of yeasts. Species of the genus Cryptococcus, Malassezia,
Trichosporon, Sporothrix, Paracoccidioides and Histoplasma are examples of this
mechanism and are related to local or systemic infections of medical importance. In
this chapter we briefly summarize some of these infective yeasts.

KEY-WORDS: Cryptococcus. Malassezia. Trichosporon. Sporothrix.
Paracoccidioides.Histoplasma.

170



1. INTRODUCAO

Infeccbes fungicas tém aumentado consideravelmente nos recentes anos
principalmente em pacientes imunocomprometidos, causando um impacto negativo
nas taxas de morbimortalidade (TABORGA et al., 2017). Esse aumento de casos
levou 0 aumento das pesquisas médicas em busca de novas medidas profilaticas e
do tratamento dessas infeccbes. Muitas vezes essas pesquisas se concentraram
apenas em leveduras no género Candida, que sé&o reconhecidas como as mais
prevalentes.

No entanto, outras leveduras nao-albicans também sdo que sSao muito
prevalentes em infeccbes nosocomiais e tem recebido menos atencdo (BORGES-
WALMSLEY et al., 2002). Como ja se sabe, terapia com antimicrobianos de amplo
espectro e de corticoides, procedimentos médicos invasivos estdo associados a um
aumento na incidéncia de doencas fungicas invasivas. Além disso desses fatores, a
formacdo de biofilme dessas cepas aumenta patogénese e cronicidade das
infecgdes (MARTINEZ; FRIES, 2010).

Leveduras como do Cryptococcus, também estdo entre os patdégenos mais
comuns em infeccdes fungicas em pacientes imunocomprometidos com uma alta
taxa de mortalidade. Leveduras do género Malassezia vem sendo isolados
principalmente em amostras de pacientes com infeccdes de pele, porém a micose
sistémica causada por espécies de género também relacionada ao uso cateter,
sepse e procedimentos invasivos (PROHIC, 2016; THEELEN, et al., 2018).

Além dessas leveduras altamente relacionada com infeccdes em humanos,
existem algumas espécies de fungos dimorficos que ao ultrapassar as barreiras
imunes do hospedeiro se transformam em uma forma leveduriforme. Algumas
espécies do género Trichosporon, Sporothrix, Paracoccidioides e Histoplasma
podemser incluidas (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; CHAGAS-NETO; CHAVES,;
COLOMBO, 2008; BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; GARFOOT; RAPPLEYE,
2016).

Nesse capitulo descrevemos as infeccbes causadas pelos géneros
Cryptococcus eMalassezia e resumimosalgumas leveduras infectantes brevemente,
a fim de mostrar a importancia do conhecimento desses patégenos téo relacionados

com sérias infeccdes no mundo inteiro.
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1.1 Cryptococcus spp.

Esses fungos séo leveduras cosmopolitas encapsuladas (Figura 1), que
infectam o homem causando a criptococose, uma doenga sistémica subaguda ou
cronica, e muitas vezes fatal (AGUIAR et al., 2017). Os principais fatores que
contribuem para a viruléncia desses microrganismos sdo a capsula, a producéao de
melanina e a capacidade de crescimento na temperatura do hospedeiro (37° C)
(MAY et al., 2015).

Figura 1. Leveduras encapsuladas do género Cryptococcus presentes no Liquido Cefalorraquidiano,
(coloragao tinta Nanquim).

Fonte: RACHADI et al., 2016.

No passado, a infec¢do criptocOcica era atribuida a uma Unica espécie de
fungo, o C. neoformans. Com o aprimoramento das técnicas moleculares foi possivel
observar uma variedade desse patdgeno, C. neoformans var. gatti, que
posteriormente foi reclassificado como sendo uma espécie distinta, o C. gattii (MAY
et al.,, 2015). Acredita-se que estes dois microrganismos tenham se separado e
divergido dos filos criptocécicos saprobios ha 40 milhdes de anos, provavelmente na
Africa. E desde ent&o, vem se espalhando pelo mundo em eventos de cruzamento
(KOHLER et al., 2017).

A criptococose é uma infeccao flungica oportunista com alta incidéncia entre
pacientes imunocomprometidos, principalmente aqueles com HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) (OSUNA et al., 2008; ALVAREZ; CHIPANA; SUAREZ,

2019), embora também sejam capazes de acometer pessoas saudaveis. C.
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neoformans costuma infectar o pulméo e geralmente, migra para o sistema nervoso
central (SNC), causando a meningite criptocécica (ANDREOLA et al., 2006), ou
ainda, em casos mais raros, pode se espalhar e afetar a pele, 0ssos e outros 6rgaos
(Figura 2) ( RUAN et al., 2017).

Figura 2. Ciclo de infeccdo de Cryptococcus (ambiente e hospedeiro). O fungo sobrevive no meio
contaminado com fezes de aves e nas arvores. Aves, especialmente pombos, podem ter sido
responsaveis pela dispersdo mundial. O fungo também infecta varios hospedeiros animais, como
gatos, cabras e coalas, sobreviver a predadores ambientais, como insetos, vermes e amebas, além
disso, pode interagir com outros micro-organismos, como bactérias ou outros fungos. O fungo
estabelece uma infeccdo pulmonar humana por meio da inalacdo de seus esporos ou células de
levedura desidratadas de fontes ambientais. Quando o hospedeiro se torna imunocomprometido, o
fungo pode ser reativado de formas latentes e entrar no SNC. A infeccdo do SNC representa a forma
mais grave de criptococose humana.

Transportador para dispersdo

Fontes

4 s \ ambientais Disseminagdo

( Infecgao hematogénica
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Meningite
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» ﬁ 8 —
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Fonte: Adaptado de LIN; HEITMAN, 2006.

Estima-se que por ano cerca de 1 milhdo de pessoas com HIV desenvolvam
meningite criptococica com 625.000 oObitos (HAGEN et al.,, 2016). A taxa de
mortalidade pode chegar até 43% em paises em desenvolvimento (GUIDELINES in
Cryptococcosis — 2008). A maioria dos casos de criptococose € causada por C.
neoformans que por estar presente em uma infinidade de ambientes, a exposigéo ao
patdgeno é quase universal (DENHAM; WAMBAUGH; BROWN, 2019). No entanto,
em muitas localidades o C. gattii costuma ser o patégeno primario mais comum

(KOHLER et al., 2017).

1.2 TRATAMENTO
Quanto ao tratamento da criptococose, apenas trés classes de antifingicos

sdo usadas: os polienos (anfotericina B), os azdis (cetoconazol, itraconazol,
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fluconazol e voriconazol) e um derivado da pirimidina (5-flucitosina) (GUIDELINES in
Cryptococcosis — 2008). A terapia para meningite criptocécica geralmente consiste
em duas semanas de tratamento com anfotericina B seguida por oito semanas de
fluconazol (BERENGUEREet al., 1998).

Muitas leveduras ja sao resistentes aos antifangicos frequentemente
utilizados para tratamento das respectivas infeccées. Os proprios medicamentos
podem falhar e o aumento da resisténcia intrinseca em fungos é um problema
crescente. Quando isso acontece, a terapia € drasticamente comprometida por
restar pouca ou nenhuma opcado de tratamento (PERLIN; RAUTEMAA-
RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).

Estudos epidemioldgicos revelam que entre os antifungicos azo6is a
resisténcia é alta para as espécies de Candida, no entanto, permanece baixa entre
os Cryptococcus (HOWARD; ARENDRUP, 2011; PFALLER, 2012; HAGEN et
al.,2016). Falhas terapéuticas de anfotericina B para C. neoformans também ja séo
relatadas na literatura (PERFECT; COX, 1999).

1.3 Malassezia spp.

O género Malassezia é composto por fungos leveduriformes encontrados de
forma natural na microbiota cutdnea de diversos animais como comensais e
patdgenos oportunistas. Em sua maioria sao lipofilifilicos e lipodependente
compreendendo 90% dos fungos encontrados na pele humana. No microscépio sdo
observados como massas de leveduras agrupadas, hifas curtas e tortuosas
(SCHLOTTFELDT et al., 2002).

O género teve sua primeira descricdo com a nomenclatura de Pityrosporum,
quando no inicio do século XIX Pityrosporum malassez foi identificado como micro-
organismo causador da caspa (SCHLOTTFELDT et al., 2002). As espécies de
Malassezia possuem habitos e caracteristicas semelhantes, podendo ser
diferenciadas por meio de critérios morfofisiolégicos, observando as particularidades
da micromorfologia de cada espécie, a atividade enzimatica e suas necessidades
nutricionais (GUILLOT et al., 1996; WU et al., 2015).

Contudo, a dificuldade de cultivo de algumas espécies tornou confusa sua a
classificacdo e nomenclatura, sendo inicialmente descritas apenas trés espécies,
vindo a ser precisamente descritas com a auxilio de técnicas moleculares

identificando cerca dezoito espécies de Mallasezia (Tabela 1), do qual dez estédo
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presentes em humanos (GUILLOT; BOND, 2020).

Tabela 2.Principais espécies de Malassezia presentes na microbiota humana.

Espécies de

. Sinénimos Presenca em lesdes
Malassezia
M. furfur Pityrosporum ovale pitiriase versicolor, fungemia
M. pachydermatis P. pachydermatis e P. Fungemia
canis
M. sympodialis M. furfur sorovar A dermatite atopica,dermatite seborreica
M. globosa P. orbiculare e pitiriase versicolor, dermatite seborreica,
M. furfur sorovar B dermatite atopica.
M. slooffiae M. furfur sorovar C
M. restrita dermatite seborreica
M. dermatis dermatite atépica
M. japdnica dermatite seborreica, dermatite atdpica.
M. yamatoensis dermatite seborreica
M. arunalokei
M. obtusa

As patologias causadas por espécies de Mallassezia no geral séo infeccdes
superficiais benignas de pele pouco invasivas ocorrendo principalmente em regifes
do corpo ricas em glandulas sebaceas. Essas patologias sao associadas a disbiose
da microbiota da pele do hospedeiro. Podendo atribuir-se outros fatores que
predispdem a ocorréncia destas infeccbes como: deficiéncias vitaminicas,
desnutricdo, doencas crbnicas infecciosas como tuberculose, diabete melito,
corticoterapia sistémica, gravidez, pacientes imunodeprimidos e taxas elevadas de
cortisol plasmatico (CHOUDHURY; MARTE, 2014).

Dentre as principaispatologias que sédo causadas por infeccdes de espécies
do género Malassezia estdo pitiriase versicolor, foliculite pitirospérica e raras
infecgbes sistémicas. Entretanto, em quadros de dermatite seborréica e dermatite
atopica o papel patogénico da Malassezia spp.careca de definicdo mais precisa,
seus quadros clinicos podem ser agravados ou desencadeados por esta levedura
modulada pela presenca de micovirus (CLANCEY; RUCHTI, 2019).

1.4 TIPOS DE INFECCOES CAUSADAS PELO GENERO Malassezia

A pitiriase versicolor € uma infeccdo superficial, benigna, com frequentes
recidivas, caracterizada por les6es maculosas, discromicas e descamativas,
podendo acometer a face, o tronco e os membros superiores. Com o inicio dos
casos desencadeados no periodo da puberdade, quando ha significativas alteracoes

nos lipidios na superficie da pele decorrentes de modificagbes hormonais. Os dados
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epidemioldgicos indicam que esta dermatose apresenta maior prevaléncia em
regides tropicais e subtropicais, onde o clima quente e umido favorece a colonizacao
da pele pelo fungo (GUPTA et al., 2000).

O diagnostico pode ser realizado a partir de raspados obtidos da lesdo séo
clarificados com potassio e examinados ao microscopio para observacdo das
caracteristicas morfolégicas, podendo ser observadas varias espécies envolvidas
nesta patologia sendo identificada M. globosa na maioria dos casos
(NAKABAYASHI, 2019).

A foliculite pitirosporicaé um quadro patologico infecciosa de ampla
distribuicdo, com maior frequéncia em climas quentes e uUmidos, atingindo
principalmente mulheres de meia idade, com altas taxas de recidivas (FINDLEY et
al., 2017). Esta infeccdo caracteriza-se pela formacdo de papulas e pustulas
foliculares acometendo os membros superiores, no tronco e no pescoco. A formacéo
das pustulas é causada pela obstrucdo dos foliculos pilosos por massas de
leveduras, o que € agravado pela multiplicacdo das leveduras. O processo
inflamatoério ocorre devido a quebra de &cidos graxos livres em triglicérides e a
producao de fosfolipases.

E possivel diagnosticar a infeccdo a partir da analise da cultura de pele o a
titulacdo de anticorpos da classe IgG diferindo de pacientes que apresentam
quadros de pitiriase versicolor e pacientes saudaveis (GLATZ et al.,, 2015;
GAITANIS et al., 2012).

A dermatite seborreica € a infeccdo causada por leveduras do género
Malassezia relatada com maior frequéncia global, sendo o primeiro quadro
infeccioso associado ao género amplamente estudado e suas principais
caracteristicas sdo a inflamacdo e a descamacdo da pele em &reas ricas em
glandulas sebaceas, como face, couro cabeludo e tronco. Tem em sua
epidemiologia a predominancia de casos em humanos do sexo masculino com idade
superior a 40 anos. Contudo, casos de dermatite seborreica podem ser observados
em ambos 0s sexos e em diversas faixas etarias (SANDSTROM et al., 2005).

Essa infeccdo é caracterizada pela formacdo de lesdes eritematosas e
descamativas no couro cabeludo, regidao retroauricular, mediofacial e mediotoracica,
podendo ser acompanhada de prurido e hiper sensibilizacdo da area afetada, sendo
associada frequentemente a colonizacdo por Malassezia. Em pacientes com fatores

de predisposicdo como HIV-positivos a dermatite seborreica é desencadeada de
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forma subita e com quadro clinico mais intenso ou grave com frequentes recidivas.
Nesta dermatose, as espécies M. globosa, M. furfur, M. sympodialis e M.
pachydermatis sdo isoladas com maior frequéncia (SPARBER; LEIBUNDGUT-
LANDMANN, 2017)

Embora o género Malassezia esteja geralmente associado a infeccoes
superficiais, o quadro clinico pode ser agravado e evoluir para fungemia, em
pacientes imunocomprometidos e acometendo neonatos que recebem alimentacao
parenteral com suplementacdo lipidica. Sendo também apontado que o uso de
suplementacado lipidica facilite a colonizacdo, pela levedura, através do cateter
utilizado para infundir os nutrientes, requerendo a remocdo do dispositivo
contaminado para limitar a infeccéo (FINDLEY et al., 2017).

1.5 TRATAMENTO

Para o tratamento de patologias causadas por infeccbes de espécies de
Malassezia s&o utilizadas como opc¢les terapéuticas derivados azoicos como
cetoconazol e itraconazol, além de antifingicos como fluconazol, terbinafina.
Contudo, os quadros apresentam frequentes recidivas sendo observado a
necessidade de mudancas de habitos como dieta e higiene associados a
medicamentos (DE HOOG et al., 2017).

2. FUNGOS DIMORFICOS (LEVEDURAS INFECTANTES)

Trichosporon é um género medicamente importante capaz de colonizar e
proliferar em diferentes partes do corpo humano como o sistema gastrointestinal,
respiratorio, pele e vagina. Este patdogeno semelhante a levedura pode causar
infecgdes profundas, associadas a mucosa ou superficiais. JA sdo reportadas 38
espécies diferentes desse género que causa a Tricosporonose. Enquanto as
infeccbes superficiais e a pneumonia alérgica sdo encontradas predominantemente
em hospedeiros imunocompetentes, sua forma invasiva €é documentada
principalmente em pacientes imunocomprometidos (CHAGAS-NETO et al., 2008;
COLOMBO; PADOVAN; CHAVES, 2011).

A Esporotricose € uma micose associada a arranhfes ou mordidas de
animais como ratos, tatus, esquilos, cdes e gatos, causada pelo complexo Sporotrix
schenckii. E distribuida mundialmente, especialmente em regibes tropicais e

subtropicais. Por muitos anos se acreditou que a esporotricose era causada apenas
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por uma espécie, a S. schenckii. No entanto, estudos baseados em analises
genotipicas e fenotipicas descobriram mais espécies nesse género distribuidas
mundialmente (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). No Brasil as espécies S.
brasiliensis, S. schenckii e S. mexicana sdo as mais comuns (RODRIGO; HOOG;
CAMARGO, 2013).

Paracoccidioides brasiliensis, € um fungo dimorfico no qual os seus conidios,
no meio ambiente atuam como propagulos infecciosos que séo inalados. Ao invadir
os pulmdes, ocorre a transformacéo para a forma de levedura patogénica que causa
a micose chamada de paracoccidioidomicose. Ao invadir o organismo, P. brasiliensis
possui a capacidade de se replicar em macrofagos e células epiteliais. A
paracoccidioidomicose € normalmente uma infeccao latente que se desenvolve ap6s
anos, principalmente por causa dos granulomas formados através da resposta
imune do hospedeiro (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

Por dltimo e ndo menos importante o fungo Histoplasma capsulatum é
reconhecido por causar doencas respiratérias e disseminadas, mesmo em
hospedeiros imunocompetentes. O sucesso desse micro-organismo depende de
varios mecanismos para entrar na célula hospedeira, entretanto, eles sdo capazes
de infectar macrofagos, sobreviver as defesas antimicrobianas e proliferar
(GARFOOT; RAPPLEYE, 2016).

3. CONSIDERACOES FINAIS

A preocupacdo com as leveduras capazes de infectar o organismo humano
vao além das espécies do género Candida, e assim como elas, muitas vezes outras
leveduras patogénicas descritas nesse capitulo sédo dificeis de tratar. Geralmente
essas infecgcdes néo respondem aos tratamentos convencionais utilizados por causa
dos mecanismos de viruléncia das espécies, da resisténcia aos antifungicos e da
falta de resposta do hospedeiro, que muitas vezes se encontram
imunocomprometidos. Sendo assim, se faz necessario uma compreensao e

abordagem maior dessas micoses que sdo muitas vezes negligenciadas.
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RESUMO: As infeccBes de origem flngica acometem aproximadamente dois bilhdes
de pessoas no mundo, com maior incidéncia em pacientes imunocomprometidos,
além das altas taxas de novos casos em idosos. Dentre os patdgenos humanos,
destaca-se o0 género Candida spp. associado a cinco espécies: Candida albicans, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. krusei, que séo responsaveis por 90% das
infeccbes. Entre as espécies que compdem esse género, a C. albicans apresenta
maior importancia, presente na microflora humana.Essas infeccées, frequentemente,
séo adquiridas durante o periodo de estadia em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
e/ou centros de saude (hospitais e enfermarias), tem acarretado altos indices de
morbidade e mortalidade. Apesar de fazer parte da microflora humana, as leveduras
da espécie C. albicans podem causar uma grande variedade de infec¢des sob certas
condicOes (alteracdes nos mecanismos de defesa) e, assim ultrapassar as barreiras
do hospedeiro. Outros fatores predisponentes participam na instalacdo da infeccéo,
tais como fatores de viruléncia, uma vez que promovem a colonizacdo, aderéncia e
invasdo. O diagndstico € realizado através de exame direto e cultura. Recentemente,
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a utilizacdo de métodos de biologia molecular tem sido cada vez mais empregada
para o diagnéstico e elucidacdo das espécies de patdgenos. O tratamento vem
sendo realizado com antifungicos sintéticos. Entretanto, o uso inadequado e sem
novas formulacbes vem selecionando cepas resistentes. Neste contexto, entender
0s mecanismos de viruléncia, infec¢cdo, diagnostico e tratamento, € de grande
relevancia para combater e contornar a resisténcia desses patdégenos, além de
fornecer ferramentas para novas formulacées.

PALAVRAS-CHAVE: Leveduras. Candidiase. Infeccbes nosocomiais.

ABSTRACT: Infections of fungal origin affect approximately two billion people
worldwide, with a higher incidence in immunocompromised patients, in addition to the
high rates of new cases in the elderly. Among the human pathogens, the genus
Candida spp. stands out, associated with five species: Candida albicans, C.
parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, and C. krusei, which are responsible for 90%
of infections. Among the species that make up this genus, C. albicans has greater
importance, present in the human microflora. These infections, frequently, are
acquired during the period of stay in Intensive Care Units (ICU) and / or health
centers (hospitals and wards), have resulted in high rates of morbidity and mortality.
Despite being part of the human microflora, yeasts of the species C. albicans can
cause a wide variety of infections under certain conditions (changes in defense
mechanisms) and thus overcome the barriers of the host. Other predisposing factors
participate in the onset of the infection, such as virulence factors, since they promote
colonization, adherence, and invasion. The diagnosis is made through direct
examination and culture. Recently, the use of molecular biology methods has been
increasingly used for the diagnosis and elucidation of pathogen species. The
treatment has been carried out with synthetic antifungals. However, improper use
and without new formulations has been selecting resistant strains. In this context,
understanding the mechanisms of virulence, infection, diagnosis, and treatment is of
great relevance to combat and circumvent the resistance of these pathogens, in
addition to providing tools for new formulations.

KEYWORDS: Yeasts. Candidiasis. Nosocomial infections.
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1. INTRODUCAO

Os fungos séo organismos eucariontes saprofitos, encontrados sob dois tipos
morfolégicos; na forma unicelular, como as leveduras, ou entdo formando um
conjunto de hifas, septadas ou n&o, denominados micélios (multicelulares). As
leveduras apresentam parede celular relativamente rigidas e permeaveis para
algumas substancias, possuem a funcédo de equilibrio hipotbnico, protecédo e esta
relacionada a eventos de sinalizagéo celular, adesao e reprodugdo. Os principais
constituintes da parede dos fungos sao polissacarideos, como quitinas e glucanos,
gue compdem o arcabouco da célula (TSAI et al., 2013).

E importante salientar, que as principais classes de antifiingicos tem como
mecanismos de acgao a inibigdo da biossintese do ergosterol ou B-glucanos presente
na membrana e na parede celular, respectivamente (CAMBOY; ADRIO, 2017).
Entretanto, as infec¢des fangicas invasivas tém emergindo em todo o mundo, as
quais sao consideradas um problema de saude publica (SANGUINETTI et al., 2015;
ARENDRUB; PATTERSON, 2017; SARDI et al., 2018; QUINDOS et al., 2018;
DADAR et al., 2018).

Por muito tempo, as infeccbes nosocomiais causadas pelas leveduras do
género Candida foram subestimadas. A partir da década de 90, estudos
epidemioldgicos revelaram que essas leveduras eram um dos maiores responsaveis
pelos casos de septicemia e mortalidade (POULAIN, 2013). Alguns fatores sao
predisponentes as infec¢des fungicas como pacientes imunocomprometidos, com
maior incidéncia dentro dos grupos: pacientes transplantados, com céancer, pés-
cirdrgico, com infeccbes por HIV, além das altas taxas de novos casos em idosos
(VON LILIENFELD-TOAL et al., 2019).

As infec¢des causadas pelas espécies de Candida vao desde superficiais a
sistémicas (VON LILIENFELD-TOAL et al., 2019; DADAR et al.,, 2018). J4 séo
conhecidas para o género mais de 100 espécies, no entanto, aproximadamente 97%
das infec¢cOes causadas por todas as formas invasivas deste género esta associada
a cinco espécies (Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata,
Candida tropicalis e Candida krusei) (CAMPS; JARQUE, 2016).

Entre as espécies que compdem esse género, a C. albicans apresenta maior
importancia, sendo um patdégeno fungico multirresistente e a terceira principal
infeccdo adquirida em UTIs (Unidades de Terapia Intensiva), responsavel por uma

alta taxa de mortalidade, gerando assim altos custos da saude pelo mundo
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(BASSETTI et al., 2019).

2. CARACTERISTICAS GERAIS DA C. albicans

C. albicans é classificada no Reino Fungi, filo Ascomycota, Classe
Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae
(GUARRO et al., 1999). E um fungo dimérfico comumente encontrada na forma de
leveduras, com reproducdo assexuada. Alguns fatores denominados fatores de
viruléncia, contribuem para patogenicidade desses microrganismos, além das
alteracdes das barreiras imunolégicas e fisicas (MORAN et al., 2011). Os fatores de
viruléncia das leveduras contribuem para colonizacdo, aderéncia e invasao.

Candida é uma levedura que faz parte da microflora de individuos saudaveis.
Geralmente sdo encontradas no tubo gastrointestinal, pele e superficies mucosas da
cavidade oral, tubos urogenitais ou vagina. Apesar de fazer parte da microflora
humana, as leveduras da espécie C. albicans podem causar uma grande variedade
de infecgbes sob certas condigdes (alteragcbes nos mecanismos de defesa). Os
exemplos mais comuns incluem: candidiase orofaringea, candidiase vulvovaginal
(CVV) e em condicdes propicias, podem disseminar para corrente sanguinea
levando a infeccdes sistémicas, conhecida como infecdes fungicas nosocomiais,
com maior incidéncia em UTIs que sao distribuidas no mundo todo (Figura 1) (TSAI
et al., 2013; BASSETTI et al., 2019; FELIX et al., 2019).

Figura 1. Distribuicdo geopolitica das espécies de Candida spp. Globalmente, Candida albicans € a
espécie mais prevalente associada a infec¢des invasivas. E notério o aumento de casos de
candidiase no Brasil.
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3. FATORES DE RISCO PARA INFECCOES

Alguns fatores sdo de suma importancia para que 0 microorganism seja capaz
de ultrapassar as barreiras do hospedeiro e assim provocar a infeccdo. Os fatores
de risco que predispdbem o hospedeiro somados aos fatores de viruléncia das
leveduras podem provocar infeccfes letais. Alguns desses fatores estdo resumidos
abaixo.

3.1 FATORES DE RISCO RELACIONADOS AO HOSPEDEIRO

O uso de antibidticos de amplo espectro, tornam pacientes mais propensos a
infeccdo por leveduras, nestes casos, a supressdo da microbiota bacteriana
responsavel pela inibicdo do crescimento dos fungos é comprometida pelo
tratamento e assim ocorre um desequilibrio da competicdo natural (TSAI et al.,
2013).

Além do uso de antibidticos, outros fatores importantes contribuem para o
processo infeccioso, tais como: pacientes que sao submetidos a constantes
procedimentos médicos invasivos, transplante de 6rgados, uso de cateter e sondas
urindrias. Nesses casos ocorre o comprometimento das barreiras fisicas,
possibilitando a proliferacdo e instalacdo de Candida no tecido profundo do
hospedeiro (figura 2) (TSAI et al., 2013; DADAR et al., 2018; PAPPAS et al., 2018).
Figura 2. Patogénese da candidiase invasiva. a) Quando as barreiras intestinais sdo rompidas por
algum trauma, por exemplo, apds cirurgia gastrointestinal, Candida pode disseminar diretamente para
a cavidade abdominal e invadir a corrente sanguinea. b) Em condigfes normais, o fungo € um
organismo comensal. ¢) O comprometimento da resposta imune, entre outros fatores, pode provocar

o desequilibrio, isto é, o crescimento excessivo dos fungos no intestino, o que pode levar a infec¢des
invasivas em varios 6rgaos (candidiase invasiva) e coinfecdo de patégenos oportunistas.
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Algumas doencas influenciam no rompimento do equilibrio entre parasita-
hospedeiro, por exemplo, doencas neurologias, doenca gastrointestinal, doenca
pulmonar, doenca vascular, acometidos pelo virus HIV, doenga
genética/malformacédo congénita, doenca renal, diabetes, doenca hepética e doenca
pancreatica (CANELA et al., 2018).

No recém-nascido, candidiase pode ser adquirida no momento de dar a luz,
ou seja, pelo canal vaginal, na amamentag¢do ou em centros cirargicos. As Candidas
ficam localizadas na regido da cavidade bucal, com aspecto pseudomembranoso.
Esse tipo de candidiase é facilmente controlada pela atividade da imunoglobulina A
adquirida no leite materno (ARAUJO et al., 2013).

As respostas da imunidade inata e adquirida constituem uma eficiente
protecédo para o hospedeiro contra infecgdes de leveduras de Candida. A resposta
da imunidade inata inclui atividade de diversas células de defesa: células epiteliais e
fagociticas, como neutrdéfilos polimorfonucleares (PMNs), mondcitos/ macrofagos e
células dendriticas (CDs) na defesa do hospedeiro contra candidemia (TSAI et al.,
2013).

A imunidade adquirida predomina a secrecdo de citosinas das células T CD4+
e quimiocinas pré-inflamatérias. Por esse motivo, pacientes portadores de doencas
graves como sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), uso de
imunossupressores ou terapias antineoplasicas sdo mais suscetiveis a candidiase
invasiva, dessa forma, afetando o sistema circulatério e 6rgdos do hospedeiro (TSAI
et al., 2013; FIDEL; NOVERR, 2012).

Por fim, alguns estudos indicam que fatores nutricionais do hospedeiro podem
contribuir para morfogénese e patogénese da infeccdo por C. albicans, como
alteracdo de fatores de expressao génica no sentido de usar a fonte de carbono do
hospedeiro, consiste na regulacdo positiva de vias metabdlicas, incluindo
gliconeogénese, ciclo do glioxilato e B-oxidagcédo de acidos graxos (TSAI et al., 2013;
DADAR et al., 2018).

Além, dos diversos fatores para desenvolver infeccdo nos seres humanos por
C. albicans, os fatores de viruléncias dos microrganismos medeiam a instalacéo,
patogenicidade, proliferacdo, danos teciduais, evasdo de macréfagos, permitindo
assim, sua sobrevivéncia no organismo do hospedeiro (FORSBERG et al., 2019).

3.2 FATORES DE INFECQAO RELACIONADO AO MICRO-ORGANISMO

A espécie C. albicans expressam importantes fatores de viruléncia
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relacionados principalmente a adesao, formacédo do biofilme, producédo de enzimas
hidroliticas, hemolisinas e dimorfismo, ou seja, a transicdo morfolégica entre
levedura para hifas ou pseudo-hifas (DADAR et al., 2018).

A habilidade de C. albicans em formar hifas esta diretamente relacionado com
sua patogenicidade, dessa forma, promovem a invasdo e adesdo no tecido do
hospedeiro, enquanto as células de leveduras facilitam a disseminacdo da infeccéao
(TONG; TANG, 2013). Além disso, as hifas impedem que os macrofagos e
neutrofilos fagocitem as células de Candida (MAYER et al., 2013).

A morfogénese de C. albicans é controlada por ampla rede de sinalizacées,
essa rede € ativada por condicbes ambientais, incluindo variacdo de pH,
temperatura, CO2, fonte de nutrientes e de N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) que
esta envolvida na formacao, modelacao de hifas e do tubo germinativo de leveduras
(TONG; TANG, 2013). As principais vias de sinalizacdo que regulam a expresséao de
genes de leveduras para hifas sdo: a proteina quinase A dependente de
monofosfato ciclico de adenosina (PKA-AMPc) e a proteina quinase ativada por
mitdgeno via Cphl (TSAI et al., 2013; DADAR et al., 2018).

A PKA ativada controla fatores de transcricdo da via Efgl, e assim, o
aumento da expressdo de genes envolvidos na formacédo de hifas, como os genes
hwpl, hgcle als3 (TSAI et al.,, 2013; DADAR et al., 2018). O gene asl3 e hwpl
promovem a sintese de proteinas da parede celular, relevantes na adesao da célula
fungica. O gene hgcl tem como funcdo, a sintese de proteinas do citoesqueleto,
crescimento, proliferacéo e formacédo de hifas (TSAI et al., 2013).

Além disso, proteinas de superficies, relacionadas a NADH-Ubiquinona,
participam da protecéo e dificultam a identificacdo do sistema de defesa (inata e
adquirida) do hospedeiro, protecdo oxidativa, osmotica e participam do processo de
transicdo de leveduras para hifas (DADAR et al., 2018).

As proteinas, 3-glucanas, que formam a parede de celular de C. albicans séo
capazes de reprogramacéo de células de defesa, como os mondcitos/macrofagos,
elas medeiam a expressdao de algumas citocinas inflamatorias, e assim,
comprometem ainda mais a detecgdo do sistema imunologico (DADAR et al., 2018).
Dentre o vasto arsenal de proteinas produzidos por Candida, destacam-se as
adesinas (STANISZEWSKA, 2020). As adesinas também sao proteinas presentes
na parede celular dos fungos e proporcionam uma forte ligagéo a superficie epitelial.

Isso permite a colonizacdo das células dos hospedeiros e, consecutivamente, a
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formacéo do biofilme (DADAR et al., 2018; STANISZEWSKA, 2020).

Os biofilmes sdo comunidades de microrganismos aderidos na superficie de
células, orgédos, tecidos e substratos abidticos, como dispositivos médicos (catéter
urindrio ou venoso central, valvulas cardiacas artificiais ou proteses odontologicas)
(TSUI et al., 2016).

A capacidade de formacdo de biofilme esta relacionada com o aumento da
patogenicidade, contribuindo para a resisténcia de C. albicans frente aos
antifingicos, acarretando sérios problemas de saude. Os mecanismos envolvidos na
protecdo das células fungicas por meio dos biofilmes séo: (1) evitando a penetragcéao
(barreira fisica/quimica) dos medicamentos, mediados por bombas de efluxo.
Existem até o momento dois tipos de bombas que participam desse mecanismo de
resisténcia do biofilme de C. albicans, tipo ABC (ATP-binding cassete) e do tipo MFS
(major facilitators superfamily); (2) regulando as rotas energéticas, glicose, acido
graxo e 0 aumento da sintese ergosterol (BASSETTI et al., 2019; MAYER et al.,
2013)

Ainda dentro dos atributos da viruléncia, as enzimas hidroliticas (proteinase,
lipase e fosfolipase), estdo diretamente relacionadas com a aquisi¢cdo de nutrientes
para células de C. albicans, pois induz degradacéo celular e consecutivamente dano
tecidual, promovem também crescimento celular, adesdo e a filtracdo das células
fungicas, proporcionando a disseminacdao de C. albicans no organismo do
hospedeiro (TSAI et al., 2013).

Das inlUmeras enzimas secretadas pela espécie C. albicans, destaca-se, as
proteases asparticas secretadas (PAS), uma familia com 10 genes (sap proteins)
(TSAI et al.,, 2013). Os genes saps sao expressos durantes as varias fases das
células C. albicans, por exemplo, sapl e sap3 sao expressos em leveduras,
enquanto sap4 e sap6 em hifas. As Saps possuem caracteristicas especializadas
durante o processo infeccioso, tais como: degradacdo do grande numero de
moléculas, incluido albumina e colageno tipo IV. Essas proteinas sdo importantes na
estrutura das células do tecido, a degradacdo delas permite que a C. albicans
destrua as barreiras do hospedeiro, e dessa maneira, penetre profundamente nos
tecidos ou na corrente sanguinea (TSAI et al., 2013; DADAR et al., 2018).
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4. INFECCOES CAUSADAS POR C. albicans

As infeccbes por C. albicans, clinicamente podem se classificam de duas
formas: candidiase superficial ou sistémica (JAYATILAKE; SAMARANAYAKE,
2010). A candidiase superficial € a mais comum da espécie C. albicans, pois é
encontrada com maior frequéncia na microflora humana (TSAI et al., 2013).

A candidiase orofaringea, ocorre devido colapso da imunidade local e esta
associada a doengas subjacentes, como diabetes. Além disso, orofaringea foi uma
das primeiras manifestagc6es de imunodeficiéncia induzida por HIV, é a mais comum,
um indicador para a progressao da doenca AIDS (TSAI et al., 2013).

A candidiase vulvovaginal (CVV), ocorre no trato genital feminino devido a
alteracdo do pH ou desequilibrio da microflora da regido, consequéncia o aumento
da proliferacdo de leveduras, com diversas manifestacdes clinicas: prurido, ardor,
dor, lesdes trato genital, favorecendo o estabelecimento de coinfeccbes por
patdgenos oportunistas (TSAI et al., 2013).

Por outro lado, a infeccédo sistémica ocorre por deficiéncia do sistema
imunoldgico, podendo as leveduras disseminarem para corrente sanguinea, e assim,
infectar varios tecidos e 6rgaos. No Brasil, candidiase profunda é responsavel por
uma meédia de 2,23 episddios / 1000 internacdes e uma taxa de mortalidade em 30
dias de 55,9% (MEDEIROS et al., 2019). Outra revisdo sobre a candidiase foi
realizada por Mello et al (2017), segundo os autores a candidiase profunda
corresponde a 2,49 casos por 1.000 admissdes hospitalares. O que significa uma

similaridade com os dados, além de uma significativa taxa de infecéo.

5. TRATAMENTO

O arsenal disponivel para o tratamento de fungos é bastante limitado, devido
a diversos fatores, que incluem: (1) Similaridade bioquimica e fisioldgica existente
entre as células fungicas e células humanas, (2) Falta de descoberta de novos
farmacos, (3) Terapia de longo prazo (4) Uso inadequado. Além, da maioria dos
farmacos disponiveis no mercado possuem efeitos colaterais (MELLO et al., 2017).

Na tabela 1 estdo descritas as principais classes de antifungicos.
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Tabela 1.Mecanismos de acdo dos antifingicos

Classe de farmaco Sitio de agao na célula Atividade
fangica

Promovem alteracdo da
permeabilidade da membrana
celular por ligacéo ao ergosterol,
que acarreta  desequilibrio
osmotico pela perda de ions
intracelulares e
consequentemente lise e morte
das células.
Inibidores da sintese de
ergosterol
Inibidor da sintese timidilato
Flucitosina Nucleo sintetase, comprometendo
assim a sintese de DNA.
Inibindo a 3(1,3)-glucana
Equinocandinas Parede célula sintase, impedindo a sintese de
glucanas.

Polienos Membrana

Azois Membrana

Fonte: Adaptado de Campoy; Adrio, (2017).

O aumento de novos casos de infe¢cdes fungicas invasivas, aliado com o
desenvolvimento de resisténcias aos antifungicos, serve como alerta. Sendo assim,
a necessidade de sintese de novos antifungicos mais eficazes e seguros (CAMBOY;
ADRIO, 2017). Atualmente tem se empregado a utilizacdo de métodos de biologia
molecular para deteccdo do genoma de fungos, que sdo promissores por apresentar
diversas vantagens: (1) deteccao da instalacéo precoce do patdégeno, (2) tratamento
com antifangicos adequados, e assim, diminuindo a taxa de mortalidade (3) reducao

do tempo de internacéo de paciéncia em UTls, (DADAR et al., 2018).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Infecgbes causadas por C. albicans sdo um problema no mundo inteiro. Com
a preocupacdo quase totalmente voltada para as bactérias que causam infeccdes
hospitalares, a infec¢des por fungos sdo muitas vezes negligenciadas. Dessa forma,
entender o patégeno, os mecanismos de infeccdo e o tratamento adequado, é de
suma importancia para combater infecgcdes mais graves que podem demandar altos

custos ao paciente e ao sistema de saude.
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RESUMO: Medicamentos antifiUngicos apresentam alguns problemas relacionados a
solubilidade, a distribuicdo em sitios especificos de acao e a toxicidade. Além disso,
0 surgimento de cepas resistentes aos antifUngicos mais comuns empregados na
clinica tem exigido, além da busca por novos compostos e entidades quimicas, o
emprego de tecnologias que permitam uma maior eficacia e seguranca dos
antifangicos ja presentes no arsenal clinico. Um dos meios pelos quais tais
problemas podem ser contornados € através do emprego de carreadores e drug
delivery systems, especialmente aqueles em escala micrométrica e nanométrica. No
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presente capitulo foram reunidos alguns estudos que falam sobre as possibilidades
de emprego desses carreadores para doencas fungicas, bem como seus conceitos.
Estédo elencados os drug delivery systems mais encontrados nas buscas, bem como
0S mais relevantes em termos de estudos atuais, como é o caso das nanoparticulas
poliméricas, nanofibras, nanoparticulas lipidicas, nanoemulsfes, sistemas auto-
emulsificantes, entre outros encontrados nas buscas.

ABSTRACT: Antifungal drugs have some problems related to the solubility,
distribution at specific sites of action and toxicity. Furthermore, the emergence of
resistant strains to the most common anti-fungalsprescribed in routine clinical
carehas required, in addition to the search for new compounds and chemical entities,
the use of technologies that allow greater efficacy and safety of the alreadyexisting
anti-fungal therapeutic armamentarium. One of the ways in which such problems can
be solved is through the use of carriers and drug delivery systems, especially those
in micrometric and nanometric scales. In this chapter, some studies that discuss the
possibilities of using these carriers for fungal diseases, as well as their concepts,
have been gathered. The drug delivery systems most commonly found in searches
are listed, as well as the most relevant in terms of current studies, such as polymeric
nanoparticles, nanofibers, lipid nanoparticles, nanoemulsions, self-emulsifying
systems, among others found in searches.
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1. INTRODUCAO

As doencas causadas por fungos, diferentemente de outras doencas
infecciosas, como é o caso das causadas por bactérias, virus e alguns parasitas
ainda ndo sao plenamente encaradas como problemas de salude publica mundial
(RODRIGUES; NOSANCHUK, 2020). Dados de 2017 revelam que mais de 1 bilhdo
de pessoas tem alguma doenca fungica superficial (como na pele, cabelos e unhas)
e que mais de 1,5 milhdes de pessoas morrem todos 0os anos em decorréncia de
doencgas causadas por fungos, de acordo com dados do Global Action Fund for
Fungal Infections(BONGOMIN et al., 2017; RODRIGUES; NOSANCHUK, 2020). No
Brasil, um estudo realizado por Giacomazzi e colaboradores (2016) demonstrou que
cerca de 3,8 milhdes de pessoas sofrem de alguma doencga fungica mais grave.

Além dos altos nimeros de pessoas que sofrem por tais patologias, ha
alguns problemas associados com os tratamentos mais classicos e empregados na
clinica para doencas fangicas. Primeiro pode ser citado o fato de que as classes de
antifangicos empregados de modo recorrente na clinica sdo poucos; o segundo é
qgue alguns deles apresentam toxicidade relevante que nem sempre compensam 0
Seu uso; e o terceiro é que os alvos moleculares para tais farmacos sao muito
similares (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).

A baixa variedade de alvos terapéuticos faz com que seja mais provavel o
desenvolvimento de resisténcia aos poucos medicamentos disponiveis e ja ha o
aumento crescente de relatos de cepas resistentes aos antifingicos mais utilizados
na clinica (LEE et al, 2020; ROBBINS; WRIGHT; COWEN, 2017). O
desenvolvimento e pesquisa de novos farmacos e entidades quimicas que sejam
efetivos contra cepas resistentes também se demonstra um desafio por conta da
natureza eucariotica dos fungos, em que moléculas promissoras demonstram
toxicidade também para células humanas (ROEMER; KRYSAN, 2014), além de
problemas fisico-quimicos das moléculas, farmacocinéticos e farmacodinamicos
(FUENTEFRIA et al., 2018).

Como alternativa, pode-se empregar o melhoramento tecnologico de
farmacos e medicamentos ja disponiveis de modo a se contornarem problemas
fisico-quimicos (como solubilidade, taxa de dissolucdo, estabilidade), de
farmacocinética, de toxicidade, de seletividade e de eficacia (BHATIA, 2016). Novos
sistemas sdo desenvolvidos todos os anos de modo a solucionar problemas em

especifico, seja na &rea da saude, alimentacdo ou agricultura.
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O capitulo agrupou, dentro de classificacbes mais convencionais, diferentes
tipos de tecnologias farmacéuticas que vém sendo empregadas nos ultimos anos na
area de desenvolvimento de novos medicamentos antifingicos. Na primeira parte
serdo abordados os carreadores e drug delivery systems, como € o caso de
nanoparticulas, nanoemulsdes, lipossomas, sistemas auto-emulsificantes, entre
outros, com base em sua composicdo principal. Num segundo capitulo serdo
abordados os sistemas que utilizam excipientes inteligentes em sua composicao,
como ciclodextrinas, dispersdes solidas, polimeros inovadores etc. E importante
ressaltar que mais de uma tecnologia pode sem empregada numa mesma
formulacdo, ndo se excluindo entre si, como é o caso de misturas de lipideos e
polimeros nas mesmas nanoparticulas, de microemulses em géis, dentre outras

possibilidades.

2. CARREADORES E DRUG DELIVERY SYSTEMS

Os ditos drug delivery systems (ou sistemas de entrega de farmacos, em
traducdo livre), como o proprio nome sugere, sao sistemas que possuem a
capacidade diferencial de entregar ou modular a entrega de substancias de
interesse a um ou mais locais desejados. De acordo com Kakkar e colaboradores
(2017), tais sistemas precisam preencher alguns requisitos, como ter capacidade de
carrear tais substancias, manté-las em concentracao ideais nos seus locais de acao,
facilitar a interacdo celular para captacdo do farmaco e apresentar seguranca em
termos de imunogenicidade, além de ser passivel de producao industrial.

O grupo mais proeminente dentro desses sistemas sdo aqueles que possuem
como diferencial suas dimensdes. Com o0 impulsionamento da nanotecnologia
iniciado pelo fisico Richard Feynman em 1959, varias &areas do conhecimento
comecaram a explorar as propriedades de materiais em escalas do microbmetro e do
nandmetro, inclusive o setor farmacéutico e cosmético (SAFARI; ZARNEGAR,
2014). A partir de tais estudos surgiram o0s lipossomas, as nanoparticulas
poliméricas, as nanoparticulas metalicas, os dendrimeros, 0s nanocristais e uma
vasta gama de drug delivery systems (PATRA et al., 2018) em escala hanométrica,
bem como um crescente nimero de patentes (DA COSTA et al., 2020).

2.1 CARREADORES E DRUG DELIVERY SYSTEMS POLIMERICOS

Polimeros sdo longas cadeias compostas a partir da repeticdo de uma

molécula ou de mais de uma molécula (copolimero). Podem apresentar vantagens
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ao compor drug delivery systems por possuirem diversas formas de producao,
serem escalonaveis industrialmente, permitirem a encapsulacdo de drogas
hidrofébicas e hidrofilicas, entre outras (BHATIA, 2016).

2.1.1 NANOPARTICULAS E MICROPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas sédo sistemas carreadores de farmacos que, quando
compostas por polimeros, podem ser classificadas como nanocapsulas ou
nanoesferas. As nanocapsulas se assemelham em estrutura com as capsulas,
sendo um sistema em que o polimero se apresenta na superficie da estrutura, ao
redor de um centro que pode carrear farmacos e misturas, como € o caso de 6leos.
Ja as nanoesferas séo sistemas em que o polimero encontra-se distribuido em todo
o volume da nanoparticula, sendo o farmaco disperso na matriz (BHATIA, 2016).

Os polimeros que podem ser empregados sao tanto de origem natural, como
€ 0 caso da quitosana e alginato (naturais), quanto sintética como € o caso do acido
poli(lactico-co-glicdlico), o PLGA e poli(acido lactico), o PLA (sintéticos). As
nanoparticulas poliméricas apresentam algumas vantagens como drug delivery
systems porque modificam a taxa de liberagdo do farmaco, podem ser
funcionalizadas na superficie, apresentam boa estabilidade, permitem altas taxas de
encapsulacdo e protegem os farmacos e misturas dentro de sistemas biolégicos
(ZIELINSKA et al., 2020). Diversos sdo 0s campos em que nanoparticulas
poliméricas podem ser aplicadas, inclusive no tratamento de doencas antifingicas.

Em um estudo realizado por Alvarez-Berrios e colaboradores (2020)
desenvolveu microparticulas de alginato, um polimero natural, com anfotericina B
(AmB), farmaco disponivel em nanoformulacdes lipidicas, mas que apresentam
maior custo, causam toxicidade pulmonar e demandam repetidas administracdes.
Os resultados de ensaios in vitro demonstraram que o0 carreador apresentou
atividade contra cepas de Candida albicans de igual valor ao farmaco livre, bem
como menor toxicidade a células pulmonares e perfil de liberacdo aprimorado para
diminuir a quantidade de administracdes. Outro estudo avaliou o potencial de
nanoparticulas de alginato, mas com miltefosina, um farmaco com atividade
antifangica comprovada sobre diversas espécies. Os resultados desse estudo
demonstraram que o sistema apresentou menor toxicidade que o farmaco livre tanto
em modelos hemoliticos quanto com o uso de larvas de Galleria mellonella, além de
aumentarem o tempo de vida das larvas quando infectadas com Candida spp.e

Cryptococcus spp., apesar de ndo apresentarem a mesma atividade do farmaco livre
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em testes de susceptibilidade antifangica.

O alginato também foi empregado no desenvolvimento de nanoparticulas
contendo ebselen, um organoselénio, para o tratamento de infecgbes de pele
causadas por Candida spp. no trabalho feito por Jaromin e colaboradores (2018). Os
resultados dos testes de susceptibilidade antifingica demonstraram que a
nanoparticula apresentou melhores resultados que o farmaco livre contra trés
espécies de fungos testadas, exceto para a Candida glabrata, a0 mesmo tempo em
gue apresentou bons resultados de citotoxicidade em fibroblastos.

A quitosana também € um polimero natural que vem sendo estudada nos
altimos anos para o desenvolvimento de sistemas carreadores. Park e
colaboradores (2017) desenvolveram uma nanoparticula polimérica de quitosana
conjugada com um peptideo antifingico, a histatina 5 e com a AmB, de modo que a
liberacdo era pH dependente e direcionada para as células fungicas. Os resultados
dos testes in vitro foram promissores, tanto no teste de susceptibilidade antifingica
contra cepas de Candida albicans por apresentarem melhores resultados que a AmB
livre e a nanoparticula apenas com a AmB, quanto no teste de citotoxicidade. Testes
em murinos também foram realizados, de modo que a taxa de sobrevivéncia dos
animais infectados com Candida albicans foi de 100% para o regime de
administracdo de 1mg/kg 3 vezes ao dia.

O PLA foi o polimero de escolha no estudo realizado por Endo e
colaboradores (2020) para o desenvolvimento de nanoparticulas contendo
cetoconazol para o tratamento de infeccfes causadas por leveduras de Candia spp.
e por fungos dermatéfitos, bem como de seus biofimes. Os testes de
susceptibilidade antifingica demonstraram que as nanoparticulas foram eficazes
contra diversas espécies de fungos avaliadas cerca de 2 a 8 vezes mais que 0
farmaco livre, apesar de terem sido menos eficazes que 0 mesmo nos ensaios
realizados em biofilmes.

2.1.2 NANOFIBRAS E MICROFIBRAS POLIMERICAS

Outro tipo de sistema compostos por polimeros sdo as nanofibras e
microfibras, que, como o préprio nome sugere, apresentam-se sob a forma de fios
poliméricos de diametros nanométrico e micrométrico e que apresentam alta area
superficial. Elas sdo capazes de alterar a liberacéo de farmacos, de carrear diversas
substancias, como antibioticos, proteinas e DNA, bem como vém sendo estudadas

como plataformas de desenvolvimento de tecidos. Assim como 0s sistemas

199



nanoparticulados poliméricos, as nanofibras também podem ser fabricadas com
polimeros sintéticos (como PLA e PLGA) ou naturais (como celulose e quitosana)
(HU et al., 2014).

O polivinil alcool (PVA) foi alvo de estudo em trabalho feito por Semnani e
colaboradores (2017) para desenvolvimento de nano e microfibras contendo
fluconazol. Eles obtiveram as fibras em coletores compostos por algodéo e poliéster,
avaliando essa plataforma frente a espécie Candida albicans por meio de teste de
susceptibilidade a antimicrobianos. Foi observado que o aumento da proporgéo de
fluconazol aumentou o diametro das fibras, indo de nanofibras a microfibras e que as
plataformas desenvolvidas apresentaram atividade contra a cepa estudada em
diferentes niveis.

Um estudo realizado por Nematpour e colaboradores (2020) desenvolveu
uma formulacdo de nanofibras de alginato, dextrano e PVA mucoadesivas contendo
clotrimazol para o tratamento de candidiase vaginal. Os resultados obtidos
demonstraram que as nanofibras desenvolvidas apresentaram  maior
mucoadesividade que filmes desenvolvidos em paralelo devido a maior é&rea
superficial das primeiras, bem como maior atividade contra Candida albicans e
Candida dubliniensis, provavelmente por conta de um estado de maior amorfizacao
das nanofibras que permitem uma maior solubilidade do clotrimazol, farmaco
majoritariamente hidrofébico. Ensaios de citotoxicidade também demonstraram que
as nanofibras sao seguras.

2.2 CARREADORES E DRUG DELIVERY SYSTEMS LIPIDICOS

Entre as variedades de matrizes disponiveis para uso em nanocarreadores
sendo atualmente investigadas, os lipideos possuem destaque devido as vantagens
de maior grau de biocompatibilidade e versatilidade. Sdo viaveis para formular
produtos farmacéuticos e cosméticos que podem ser adaptados para diversas vias
de administracdo e condi¢cdes patoldgicas. Comparados a nanocarreadores de
outras matrizes, possuem as vantagens de maior capacidade de encapsulamento de
ativos, biocompatibilidade, maior estabilidade, permeacdo cutanea superior, baixo
risco, menor custo, além de poderem ser formulados sem uso de solventes
organicos (ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012; MISHRA; SHANDILYA; MISHRA,
2018).

Geralmente, nanocarreadores lipidicos s&o utilizados para melhorar a

biodisponibilidade de farmacos com baixa solubilidade e permeabilidade (Sistema de
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Classificacao Biofarmacéutica Classes Il e 1V), mas também atende a varias outras
aplicacoes conforme as necessidades dos farmacos e doencas investigados. Além
disso, dentre suas outras funcbes estédo: protecdo dos compostos ativos contra
degradacéo, conferindo estabilidade; liberacdo controlada e/ou prolongada de ativos;
direcionamento sitio-especifico; reducéo de toxicidade (LI et al., 2017). Baseado na
eficacia do uso de nanocarreadores lipidicos em diversas funcdes, ja existem
diversos medicamentos sendo comercializados para o tratamento de diversas
doencas, tais como Doxil®, AmBisome®, Depocyt®, Amphocil® e DepoDU™®(MISHRA;
SHANDILYA; MISHRA, 2018).

A depender da estrutura e tamanho da particula, os tipos de nanocarreadores
lipidicos sdo variados, sendo o0s mais comuns as nhanoparticulas, lipossomas,
nanoemulsdes e microemulsées (ATTAMA; MOMOH; BUILDERS, 2012). Entre as
nanoparticulas estdo as Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS) e os Carreadores
Lipidicos Nanoestruturados (CLN), os quais séo sistemas matriciais que variam entre
50 e 1000 nm (PURI et al., 2009). NLS s&o nanoparticulas compostas por lipideos
sélidos a temperatura ambiente como matriz, o que lhe confere desvantagens como
crescimento da particula, baixa taxa de incorporacéo e expulsdo de ativos devido a
caracteristica cristalina e transicbes polimorficas dos lipideos. Tal fato levou ao
desenvolvimento dos CLN, os quais sdo caracterizados pela matriz composta por
uma mistura de lipidios sélidos e liquidos, que permitiu aumentar o encapsulamento
e retencao do ativo (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; SHIRODKAR
et al., 2019). Ja os Lipossomas sao estruturas vesiculares formadas por bicamadas
de fosfolipidios separadas por dominios aguosos e que compreendem um nucleo
aquoso, com tamanhos variando de nandmetros a micrémetros, inclusive com
variagbes nas quantidades de lamelas, podendo ser vesiculas multilamelares
(MLVs), pequenas vesiculas unilamelares (SUVs) e grandes vesiculas unilamelares
(LUVs). Possui extensa versatilidade sua estrutura hidrofilica e hidrofébica, passivel
de incorporacao de ativos de diferentes solubilidades (BOZZUTO; MOLINARI, 2015).
Quanto aos sistemas emulsionados, as Nanoemulsdes (NE) e Microemulsdes (ME)
sdo as mais utilizadas. MEs e NEs podem ser definidos como a dispersdes
nanométrica de uma fase liguida em outra na qual ndo é solavel, geralmente
compostos por uma fase aquosa, uma fase oleosa e tensoativos (ANTON;
VANDAMME, 2011). NE s&o sistemas cineticamente estaveis, com tamanhos

variando entre 50-500nm, enquanto ME sao termodinamicamente estaveis,
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opticamente isotrépicas, com tamanho que varia de 10-200 nm, porém requer 0 uso
de altos niveis de tensoativos, 0s quais podem ser toxicos e irritantes
(MCCLEMENTS, 2012).

Independente do tipo de estrutura, os carreadores lipidicos possuem
vantagens para administracdo cutanea devido sua maior compatibilidade com a
composicdo da pele, o que permite melhor penetracdo e permeacdo, além de
possuir efeito emoliente e atividade reparadora da pele. Assim, a escolha do
carreador vai depender do ativo usado, a doenca a ser tratada e o tipo de
administracdo pretendida, podendo ser dérmica ou transdérmica (HUA, 2015;
WAGHULE et al., 2020). No caso das doencas fungicas, tanto as infec¢des fungicas
superficiais que requerem administracdo tdpica, como as infec¢Bes invasivas, as
quais necessitam de tratamento sistémico, podem se beneficiar de carreadores
inovadores que corrijam 0s problemas dos agentes antifungicos utilizados na pratica
clinica, como o espectro de atividade, propriedades fisico-quimicas e
biofarmacéuticas (SAINI; ARORA; GUPTA, 2020; SOLIMAN, 2017). Assim, tais
doencas podem se beneficiar das vantagens dos nanocarreadores lipidicos. Os
principais estudos séo relatados a seguir, subdivididos por tipo de nanocarreador
lipidico.

2.2.1 Lipossomas

Muitos estudos tém se debrucado para avaliar a eficiéncia de lipossomas
como estratégia para aprimorar a eficacia dos farmacos e tratar tais infeccdes. O
voriconazaol apresenta falhas inerentes em terapias e sua incorporacdo em
lipossomas mostrou algumas vantagens. No estudo de Veloso e colaboradores
(2018), o encapsulamento resultou em atividade antifungica melhorada em modelo
animal de candidiase sistémica causada por Candida albicans e Aspergillus sp.,
devido ao aumento da especificidade e penetracdo nos tecidos, protecdo do farmaco
contra degradacgdo biolégica com reducdo de 30% da taxa de metabdlito inativo.
Outro estudo comparou a agao do voriconazol contra Trichophyton rubrum em
diferentes nanocarreadores, mostrando reducdo da MICso e MICo e melhor
deposicdo na pele quando incorporado em CLN e lipossomas, inclusive
proporcionando concentragcdes de drogas nas camadas mais internas da pele acima
dos valores de MIC (SANTOS et al., 2018).

Outro estudo que desenvolveu lipossomas, com propriedades mucoadesivas

e contendo sertaconazol para tratamento local de candidiase vaginal, mostrou
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aumento da atividade antifungica, além da retencéo do farmaco no tecido e reducéo
da permeabilidade do farmaco quando usado um gel contendo farmaco em
lipossoma mucoadesivo, em comparacdo com o gel contendo o farmaco em sua
forma convencional. A retencdo do farmaco no tecido e a absorcdo sistémica
reduzida servem para desenvolver a forma de aplicacdo local, minimizando a
absorcao sistémica do farmaco (ABDELLATIF et al., 2020). A eficacia de lipossomas
carregados com 0leo essencial de Artemisia annua foi testada contra diversas cepas
de Candida spp., cujos resultados mostraram aumentam de sua eficacia,
apresentando concentracdes fungicidas minimas (MFC) para o 6leo encapsulado em
meédia 1/3 da MFC do dleo livre, sendo as espécies mais suscetiveis a Candida
norvegensis e Candida krusei (RISALITI et al., 2020).

A fim de verificar a eficicia de lipossomas contendo fluconazol associado a
C12AHL (N -3-oxo-dodecanoil-L-homoserina lactona - molécula sinalizadora
secretada por P. aeruginosa), Bandara e colaboradores (2020) mostraram que o0
carreador conseguiu reduzir a concentrac¢des inibitérias minimas de biofilme (MBIC)
do fluconazol para Candida albicans de 512 pg/mL para 5,5 ug/mL. Em outro estudo,
diferentes lipossomas desenvolvidos contendo anidulafungina conseguiram
aumentar a solubilidade do farmaco e auxiliar a liberacdo nos fungos, reduziram a
carga fangica em até 99% e também interromperam biofilmes pré-formados de
Candida albicans de forma superior em comparacdo com o farmaco néo
encapsulado (VERA-GONZALEZ et al., 2020). Como os fracassos das terapias
atuais anti-biofilme estao principalmente ligados a fraca penetracdo do farmaco no
biofilme e a ligacéo inespecifica na matriz do biofilme, os nanocarreadores surgem
como uma abordagem para facilitar a penetracao do farmaco.

2.2.2 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN)

O sistema nervoso central € um dos locais de acdo mais dificeis de se
alcancar devido a fraca penetracdo de ativos através da barreira hematoencefalica,
podendo ser aprimorada com uso de nanocarreadores. Um estudo buscou avaliar o
tratamento da meningoencefalite causada por Cryptococcus neoformans utilizando
cetoconazol em CLN, cujos resultados mostraram atividade superior do cetoconazol
encapsulado em comparacdo com o cetoconazol livre quando administrados por via
intranasal, devido atividade antifingica significativamente aumentada, propriedades
de penetracao no tecido aprimoradas e residéncia prolongada (DU et al., 2019).

Para tentar diminuir efeitos adversos sistémicos e interagcdes medicamentosas
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relacionados aos antifungicos, pesquisas tém sido desenvolvidas usando CLN
visando aplicacdo topica. Passos e colaboradores (2020) buscavam tratamento
topico cutdneo para esporotricose e mostraram que itraconazol encapsulado em
CLN possibilitou a retencdo dérmica do farmaco em até duas vezes mais, mantendo
a eficacia antifungica conta Sporothrix brasiliensis e Candida albicans. Em outra
pesquisa, CLN contendo AmB foi testado como tratamento topico de candidiase
vulvovaginal, e demonstrou acumulo significativo do farmaco na pele, poténcia
aprimorada contra cepas de Candida albicans em comparacédo com o farmaco livre,
com eficacia superior do gel contendo AmB encapsulado em CLN no modelo in
vivo em comparacao com o gel AmB sem CLN (RIAZ et al., 2020).

J& para via ocular, um estudo desenvolveu CLN contendo AmB e avaliaram
sua biodistribuicdo apos instilacdo tépica, como tratamento de ceratomicoses
causadas por Candida albicans e Aspergillus fumigatus (LAKHANI et al., 2019). O
CLN peguilado carregado com AmB mostrou atividade antifiungica comparavel ou
melhor do que Fungizone e AmBisome, e produziu distribuicdo de AmB, com
concentracOes estatisticamente semelhantes em todos os tecidos oculares testados.
Portanto, tanto para uso tépico como sistémico, os CLNs tém mostrado eficacia
como sistemas de boa distribuicdo tecidual e aumento de eficacia.

2.2.3 Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS)

Visando comparer os carreadores, uma pesquisa investigou como NLS e CLN
podem melhorar a biodisponibilidade oral e melhorar a atividade antifingica do
cetoconazol contra Candida albicans (DUDHIPALA; AY, 2020). Ambas as
formulac6es aumentaram a atividade antifiungica do farmaco em comparacdao com a
suspensao aquosa, bemc omo as aumentaram em mais de duas vezes a
concentracdo maxima (Cmax) in vivo ap6s a administracdo oral em comparacao ao
cetoconazol livre, sendo a biodisponibilidade levemente melhor com o CLN.

Para a administracdo oftadlmica de medicamentos, o desafio é vencer
diferentes barreiras oculares que diminuem a absorcdo, necessitando de sistemas
de aplicacdo ocular eficientes com melhor penetracdo. Nesse sentido, um estudo
avaliou NLS contend natamicina para aumentar permeacao corneana e aprimorar
atividade antifangica em Ceratite causada por Aspergillus fumigatus e Candida
albicans (KHAMES et al., 2019). Os resultados mostraram atividade antifingica

aprimorada com o farmaco incorporadona NLS, levando ao aumento da zona de
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inibicdo e diminuicdo da MIC em mais de duas vezes, além de aumento da absor¢éo
ocular da natamicinanas camadas profundas da cornea.

Diferentes formulagbes de NLS contendo fitol foram testadas quanto a sua
efichcia antifangica em diferentes cepas de Candida spp., cujos resultados
mostraram que as nano particulas foram capazes de melhorar a atividade
antifangica do fitol diminuindo as MICs em aproximadamente 300 vezes em relacéo
ao fitol ndo encapsulado, inclusive em Candida krusei que € uma espécie resistente
ao fluconazole (LIMA et al., 2020).

Clotrimazol e acido alfalipdlico incorporados em NLS foram testadas como um
sistema de entrega duplotépico contra Candida albicans, mostrando que a atividade
foi igual entre o farmaco livre e incorporadoem NLS, porém a MIC foireduzida a
metade quando o farmaco foi incorporado em NLS catidnicas, mostrando que o
revestimento de nano particulas pode ser uma estratégia eficaz para melhorar
eficacia (CARBONE et al., 2020). O miconazolen capsulado em NLS também foi
avaliado como tratamento tépico contra Candida albicans, onde a nano particula
melhorou a retencéo e distribuicdo cutanea e a atividades antifungica do farmaco em
comparacdo ao mesmo em solucdo, além de apresentar menor irritacdo (AL-
MAGHRABI et al., 2020).

NLS contend fluconazole foram testadas contra diferentes cepas de Candida
spp. in vitro, cujo resultado mostrou que as nano particulas conseguiram reduzir o
MIC em diversas cepas resistentes ao fluconazol, mostrando atividade antifungica
eficaz (MOAZENI et al., 2016). Em um ensaio clinico controlador andomizado, NLS
com fluconazole foram incorporadas em um gel e testado como tratamento tépico da
pitiriase versicolor causado por Malassezia sp., em comparacdo com um creme
comercial de clotrimazol 1% (EL-HOUSINY et al., 2018). Os resultados mostraram
eficacia clinica superior do gel contendo as nanoparticulas de fluconazol, com
melhora na resposta terapéutica 1,4 vezes maior, porcentagem de cura 4 vezes
maior e erradicacdo complete em comparacdo ao creme comercializado, que pode
ser atribuido a penetragdo aprimorada na pele do farmaco quando
encapsulado. Assim, varios farmacos tradicionais foram testadosem NLS para
diversas vias de administragdo com algum sucesso, inclusive em ensaio clinico.

2.2.4 Microemulsdes

Embora mais timidamente, micro emulsdes também foram avaliadas quanto

ao seu potencial carreador em tratamentos antifingicos, onde os estudos mais
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recentes avaliaram sua aplicacdo topica. Uma micro emulsdo contendo na tifina foi
avaliada quanto a sua atividade antifingica contra Candida albicans
e Candida parapsilosis, onde foi demonstrado que a microemulsdo apresentou
melhor atividade in vitro que o creme tépico comercial com o mesmo ativo, além de
coeficiente de permeabilidade cinco vezes maior, sugerindo que o carreador permitiu
maior penetracdo do farmaco nas membranas celulares dos fungos (ERDAL et al.,
2020). J4 o farmaco nistatina, quando incorporado em micro emulsdes, apresentou
alta taxa de difusdo e melhor atividade antifingica in vitro contra Candida albican
sem comparacdo com o farmaco em suspensdo, devido melhor solubilidade da
nistatina nos components oleosos da formulacdo (MAQSOOQOD et al., 2019). Entre os
produtos naturais, o 6leo da folha de Citrus hystrix DC foi incorporado em
microemulsdes e testados contra o] fungo Trichophyton
mentagrophytes var. interdigitale, o qual exibiu atividade antifangica melhor que
cetoconazol e fluconazol no teste (PUMIVAL et al., 2020).

2.2.5 Nanoemulsdes

Nanoemulsdes recentemente foram testadas tanto para uso tépico como uso
sistémico de AmB. Uma nanoemulsdo de liquido i6bnico em agua contend AmB
visando uso sistémico foi utilizada para demonstrar a robustez das nanoemulsdes
em melhorar a solubilidade e diminuir a toxicidade de farmacos, mantendo atividade
antifangica contra Candida albicans (ESSON; MECOZZI; MECOZZI, 2020). Em outro
estudo, nanoemulsdes contend AmB incorporadas em gel para avaliacdo de
atividadetdpica, foi demonstrada uma taxa de fluxo de permeacéo percutanea mais
de trés vezes melhor do gel contendo a nanoemulsdo e da nanoemulsdo em
comparacdo com a solugéo, além de melhor atividade antifungica contra Candida
albicans e Aspergillus fumigatus (HUSSAIN et al., 2016).

2.2.5.1 Sistemas de entrega de farmacos auto nanoemulsificantes

Os sistemas auto emulsificantes sdo misturas da fase oleosa, tenso ativos e
co-tensoativos, que formam espontaneamente nanoemulsdo Oleo em agua de
aproximadamente 200 nm ou menos em tamanho apods diluicho com agua sob
agitacdo suave (DATE et al.,, 2010). O uso desses sistemas como formas
farmacéuticas tépicas ou orais soélidas e/ou liquidas ja tem sido avaliado por
pesquisadores. Uma pesquisa avaliou a eficacia de Sistema auto nanoemulsificantes
na melhoria da permeabilidade transcorneal do voriconazol para o tratamento da

ceratitefangica (RASOANIRINA et al., 2020). Os resultados revelaram que a
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MICoo da formulacdo desenvolvida foi semelhante a formulagdo comercial do
voriconazol contra as espécies de candida testada se superior contra Aspergillus
fumigatus, além de ter apresentado maior penetracao no olho e liberacdo sustentada
do farmaconos testes in vivo.

Para otimizar a biodisponibilidade oral da nistatina sistemas auto
nanoemulsificantes foram desenvolvidos, os quais melhoraram taxa de liberacdo e a
solubilizagdo do farmaco em comparacdo com a formulacdo comercial, bem como
apresentou uma MIC contra C. albicans similar in vitro, e foram significativamente
mais eficazes na reducéo da carga oral do fungo em camundongos apoés sete dias
de tratamento (KASSEM et al., 2016). Em outro estudo, um Sistema auto
nanoemulsificante contend itraconazole foi incorporado em gel para usotépico, onde
foi demonstrado que o gel tinha uma atividade antifingica significativamente maior
gue a solucdo do farmaco contra as espécies testadas, que estava relacionada ao
fato de que o farmaco no sistema estd em goticulas muito pequenas que melhoram
sua difusdo (BOTROS; HUSSEIN; MANSOUR, 2020). Portanto, os sistemas
nanoemulsivos, tradicionais e auto emulsificantes, tem apresentado grandes
propriedades de aprimorar a permeacdo de farmaco sem varios tecidos,

possibilitando tratamentos de doencas fungicas por diferentes vias de administracao.

3. CONLUSAO

O desenvolvimento de formasfarmacéuticascapazes de carrearsubstancias,
alterandosuascaracteristicasfisico-quimicas, farmacocinéticas, toxicas e até modular
a respostadiretamente no local do sitio de acdosdopossiveisgracasaosnovosdrug
delivery systems, especialmenteos que se apresentamnaescalananométrica e
micromeétrica, comofoipossivel ser visto nessecapitulo. Alémdisso, comoem outros
campos de aplicacdo, taiscarreadores se mostrampromissores no tratamento de
doencascausadas por fungosdesdemicosessuperficiais a sistémicas. Dentre as
principaisplataformasdesenvolvidasestdo as nanoparticulaspoliméricas e lipidicas,
as nano e microfibras, as nanoemulsdes, ossistemasautoemulsificantes, entre
outros. E importantetambémressaltar que ossistemasaquiapresentadospodem se
apresentar de forma hibrida, como € o caso de nanoparticulashibridas de polimeros
e lipideos. O mercado envolvendoessessistemastendeaaumentaraolongo dos anos e

se tornarlider no tratamento de doencasdesafiadoras.
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RESUMO: Muitos farmacos antifungicos apresentam problemas de solubilidade, ou
seja, sdo fracamente soluveis em agua e nos fluidos aquosos, o que leva a uma
absorcao limitada devido a baixa velocidade de dissolugcédo. Dessa forma o objetivo
desse capitulo foi evidenciar a aplicacdo de excipientes inteligentes e técnicas para
obtencdo de sistemas carreadores de farmacos e formulacfes, atrativos para o
carreamento e veiculacdo de farmacos antifungicos. Diversos estudos foram
realizados utilizando farmacos e candidatos a farmacos antifingicos veiculados em
complexos de inclusdo com ciclodextrinas, polimeros, dispersdes sélidas, esmaltes
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para as unhas (sistemas transungueal) e géis (hidrogéis, organogéis, microgel), com
muitos resultados promissores e formulagbes potencias, que demonstraram
principalmente incremento de solubilidade e melhora de estabilidade, além de
melhora de permeacao, liberacdo prolongada, aumento da taxa de dissolucdo e
acao intensificada, aspectos interessantes para administracdo eficaz de
medicamentos antifungicos.

ABSTRACT: Many antifungal drugs have solubility problems. They are poorly
soluble in water and aqueous fluids, which leads to limited absorption due to the low
rate of dissolution. Thus the aimoft his chapter is to high light the application of
inteligent excipiente sand techniques for obtaining carrier systems of drugs and
formulations which are suitable for carrying and delivering antifungal drugs. Several
studies have been carried out using drugs and antifungal drug candidates carried in
inclusion complexes with cyclodextrins, polymers, solid dispersions, nailpolishes
(transungual systems) andgels (hydrogels, organogels, microgels), with many
promising results and potential formulations, which showed mainly in creased
solubility and improved stability, in addition to improved permeation, prolonged
release, increased dissolution rate and intensified action. That are  interesting
aspects for effective administration of antifungal drugs.
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1 INTRODUCAO

Boa parte dos farmacos antifingicos apresentam como entrave farmacolégico
problemas de solubilidade, séo fracamente sollveis em agua e nos fluidos aquosos,
0 que leva a uma absorcao limitada devido a baixa velocidade de dissolucao. Dessa
forma a utilizacdo de excipientes inteligentes e técnicas para obtencéo de sistemas
carreadores de farmacos vém crescendo na area farmacéutica, dentre os quais se
destacam as ciclodextrinas, polimeros, dispersfes sdlidas, dentre outros, visando
principalmente incremento da solubilidade e modulacdo da liberacdo de farmacos
(ARRUNATEGUI et al., 2015; URBAN et al., 2016).

Além disso, as formas farmacéuticas sdo importantes aliadas, uma vez que
sdo formuladas para atingir objetivos especificos e a cada ano diversas inovacdes
surgem, oferecendo vantagens como veiculacdo de farmacos hidrofilicos e
hidrofébicos para diferentes vias de administracdo, liberacdo controlada,
estabilidade, dentre outras. Nesse contexto, 0 objetivo desse capitulo consistiu em
evidenciar a aplicacdo de excipientes inteligentes e técnicas para obtencdo de
sistemas carreadores de farmacos e formulacdes atrativos para carreamento e

veiculacao de farmacos antifangicos.

2 EXCIPIENTES INTELIGENTES

2.1CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CD), constituem uma classe de excipientes farmacéuticos,
gue destacam-se devido a sua capacidade de formar complexos de incluséo
(receptor-substrato) com uma variedade de substancias que tém suas propriedades
alteradas pela complexacao, permitindo alterac6es de propriedades fisico-quimicas,
estabilidade, reducdo de toxicidade, incremento de solubilidade em agua e
consequentemente melhora de biodisponibilidade. Esses complexos de inclusédo
podem ser obtidos por diversas técnicas como: solugdo com agua, mistura fisica,
liofilizacdo, atomizagéo, dentre outras. Elas tém formato conico, com parte interna
apolar (hidrofébica) e parte externa polar (hidrofilica), podendo ser naturais ou semi-
sintéticas. (CUNHA-FILHO & SA-BARRETO., 2007; VENTURINI et al., 2008).

As CD naturais sdo sacarideos ciclicos formados por unidades de glicose,
dentre as principais estdo a a-CD (6 unidades de glicose), B-CD (7 unidades de
glicose) e y-CD (8 unidades de glicose), que diferem pelo tamanho de sua cavidade

conforme se pode observar na figura 1. E as ciclodextrinas semissintéticas,
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modificadas através da adicdo de substituintes a uma ciclodextrina natural buscando
melhorar ainda mais a solubilidade desses compostos, como ahidréxi-propil-a-
ciclodextrina (HP-a-CD), a hidroxi-propil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), a sulfo-butil-éter-
B-ciclodextrina (SB-B-CD) e a metil-B-ciclodextrina randomizada (RM-B-CD)
(GUEDES et al., 2008).

Figura 1. Estrutura e propriedades da a-CD, 8 -CD e y -CD.
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Fonte: VENTURINI et al., 2008.

Caracteristicas que tornam as CD atrativas para complexacdo com farmacos
antifangicos. Nesse sentido estudos foram realizados com a anfotericina B (AnB),
um antifngico de amplo espectro de acéo, que apresenta baixa taxa de resisténcia,
mas ainda ndo disponivel comercialmente como formulacBes tépicas, apenas
parenterais. Por isso Serrano e colaboradores (2012) obtiveram uma solugao
complexando y-CD com AnB para aplicacdo topica como colirio para tratamento da
ceratite fungica, doenca que pode levar a cegueira e apds as caracterizacoes
evidenciaram que a complexacado foi capaz de solubilizar a AnB, manter atividade
antifingica in vitro de 35% contra C. albicans maior que a encontrada na suspensao
extemporanea de Fungizone® utilizada como base, conferir estabilidade fisico-
qguimica, conseguir tamanho de particula adequado e esterilidade por mais de 30
dias, aspectos importantes pois suspensfes aquosas e AnB sado dificeis de
esterilizar por filtracdo, além da doenca ter um periodo de tratamento em torno de 4
semanas (ou seja em torno de 30 dias) e sdo associadas a irritacdo devido ao
tamanho de particulas, o que faz a formulagcédo desenvolvida ser promissora.

Ainda seguindo a mesma linha Ruiz e colaboradores (2014) também
desenvolveram formulacdes topicas de AnB complexada com y-CD, mas para tratar

infeccbes cutaneas na forma de cremes e géis e dentre elas o complexo de AnB
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com y-CD em gel de metilcelulose foi 0 que apresentou maior atividade antifingica
contra as cepas de Candida spp., Trichosporon spp. e Saccharomyces spp. e
quando comparado com a AnB dissolvida em DMSO, comprimidos de
AnBSensitabs® padrdo e com o creme (clotrimazol® creme) e comprimidos de
clotrimazol (clotrimazol Neo-sensitabs®) o gel também demonstrou melhores
resultados, in vitro. O gel de AnB ainda mostrou maior inibicdo na formacéo de
biofilmes e maior penetragédo nesses biofilmes que o AnB dissolvida em DMSO. Uma
formulac@o interessante, fisico-quimicamente estavel, mas que ainda precisa de
mais testes para 0 uso em humanos.

O incremento de solubilidade e a melhora de estabilidade de candidatos a
farmacos e farmacos antifungicos com baixa solubilidade a partir da complexacéo
com ciclodextrinas € um dos principais objetivos de alguns estudos. Sanjuan e
colaboradores (2020) avaliaram complexos de inclusdo (Cl) liofilizados de um
candidato a farmaco antifungico, o 2-(2-nitrovinil)furano (G-0), com HP-B3-CD e SB-3-
CD, através de um estudo de estabilidade acelerada onde evidenciaram boa
estabilidade fisico quimica dos Cl com nenhum produto de degradacdo detectado
em 6 meses, e ainda a partir de ensaio de dissolucdo em fluido vaginal simulado
puderam observar uma liberacdo rapida e na avaliacdo da atividade antifungica in
vitro tanto o G-0 isolado, como seus Cl apresentaram igual atividade contra cepas
de C. albicansporémmaior que a AnB utilizada como comparativo.

O tratamento preferido de lesdes antifingicas cutaneas e sistémicas utiliza
composto azélicos antifungicos, porém a maioria deles apresenta baixa solubilidade
e consequentemente baixa biodisponibilidade, acarretando problemas de eficacia e
efeitos colaterais desagradaveis (BUNCHANAN et al., 2007). Dessa forma, Silva e
colaboradores (2021) investigaram experimentalmente a complexagéo do candidato
a farmaco, 2-[2-(ciclohexilmetileno) hidrazinil)]-4-feniltiazol (RN104), com a a-CD, [3-
CD e HP-B-CD e teoricamente por docking molecular, identificando que com a HP-[3-
CD a solubilidade desse composto aumentava em torno de 18x sendo a ligacao
mais favoravel.

Assim como, Valkova e Perlovich (2020) que obtiveram complexos de um
composto potencial antifingico da classe dos tiazéis, o L-173, com diferentes
ciclodextrina (B-CD, HP-B-CD e heptaquis (2,6-di-O-metil)-B-ciclodextrina (DM-[3-
CD)) com melhora significativa de solubilidade em solu¢des aquosas (pH 2 e 7,4)

indicando possivel melhora de biodisponibilidade, sendo o complexo obtido com a
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DM-B-CD o de melhor capacidade solubilizante nos meios utilizados. E Jansook e
colaboradores (2020) complexaram econazol com a-CD e y-CD em solucdes de
diferentes pHs, observaram que os complexos obtidos com a-CD em pH &cido
melhoravam a solubilidade do econazol, a estabilidade térmica e ainda sua atividade
contra os fungos filamentosos testados (A. flavus e F. solani).

Buchanan e colaboradores (2007) por sua vez fizeram uma avaliacdo e uma
comparacao da eficacia de complexos de itraconazol (antifungico triazélico de amplo
espectro) com hidroxibutenil-B-ciclodextrina (HBenBCD) e com HP-B-CD para
administracao oral e intravenosa (1V), para verificar a potencializagdo da solubilidade
do visando a maior biodisponibilidade desse farmaco, obtendo melhora de
solubilidade de 17x com a HBenBCD e 3,8x com a HP-B-CD. Esses complexos e
formas comerciais do itraconazol com e sem HP-B-CD (Sporanox®) foram avaliados
in vivo em ratos por via oral e IV, apresentando resultados animadores o complexo
com HBenBCD em solucdo por via IV apresentou area sob a curva maior que a
observada no Sporanox® com HP-B-CD e por via oral resultou em maior
biodisponibilidade oral que o Sporanox® com HP-B-CD. Enquanto que na forma
sélida o complexo com HBenBCD exibiu biodisponibilidade oral 2x maior que o
Sporanox® sem HP-B-CD. Esses resultados demonstram o potencial desse
complexo, mas ainda sdo necessarios mais estudos.

O voriconazol também faz parte dos composto azolicos antifiUngicos, com
amplo espectro de acao contra Candida, Apergillus, Fusarium e Espécies
de Histoplasma mas possui baixa solubilidade aquosa. Baseado nisso Deshkar e
Pelve (2019) obtiveram CI de voriconazol com HP-3-CD por atomizacdo e a partir
dele formularam géis vaginais termossensiveis, para tratamento vaginite um
problema que acomete grande parte mulheres durante a vida, que foram
caracterizados e avaliados quanto sua liberacgéo in vitro e in vivo utilizando ratas. A
melhor formulacdo obtida de acordo com as caracterizagbes foi a que utilizou
poloxamero e HPMC (como polimero mucoadesivo), proporcionando liberacéo
sustentada com aproximadamente 56% de farmaco liberado em 8h e uma maior
absorcdo vaginal in vivo, que o gel in situ convencional (sem HP-B-CD) e a
dispersédo do farmaco utilizados com finalidade comparativa.

Como as CD conseguem agir como emulsionantes, por sua capacidade de
solubilizacdo de compostos pouco solluveis, além de serem biocompatibilidade, elas

vém sendo muito usadas para compor emulsdes pois podem melhorar a distribuicéo
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e/lou permeacdo na pele. Leclercq e Nardello-Rataj (2016) desenvolveram 6
emulsdes pickering (E1, 2, 3, 4, 5 e 6), ou seja, uma mistura de agua, Oleo (miristato
de isopropila e parafina liquida) e CD naturais (a-CD,B-CD e y-CD) variados, para
administracéo topica de derivados azélicos antifangicos, nesse estudo foi utilizado o
econazol. As formulacbes foram estaveis contra coalescéncia e comportamento
reologico adequado para aplicacdo topica, quando comparadas a formulagcéo
comercial (Pevaryl®). Porém na avaliacdo da atividade antifingica in vitro contra C.
albicans apenas E1, E2, E4 e E5 apresentaram atividade e est4 foi semelhante a
formulacdo comercial (Pevaryl®).

JA Noomen e colaboradores (2008) produziram uma emulsdo aquosa
combinando B-CD, polimero de silicone e 4gua para encapsulamento de farmacos
antifingicos. As B-CD foram enxertadas com o polimero poli(metilhidrossiloxano) ou
copolimero poli(metilhidro-siloxano-co-dimetilsiloxano) por hidrossililacdo, que foram
emulsificados por emulsificacdo espontanea obtendo emulsGes estaveis com
tamanhos de particulas entre 200 e 500 nm, onde incorporaram a griseofulvina
(antifungico de baixa solubilidade) dentro da cavidade da 3-CD formando um ClI.

Além desses estudos Santana (2016) analisaram a encapsulacdo de um
composto natural que apresentou atividade antifUngica frente a dermatofitos e
leveduras (Candida e Cryptococcus) em CD. O 6leo essencial de Eugenia brejoensis
(OEEb) embora apresente atividade antifingica possui alguns problemas como
baixa solubilidade em &gua, facilidade de oxidacao e alta volatilidade que dificultam
sua utilizagdo como medicamento, dessa maneira uma solugao de agua e [(B-CD foi
formada e o OEEDb foi adicionado e mantido em agitacdo seguindo para liofilizacao e
apoOs caracterizado por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), analises de
termogravimetria (ATG) e difracdo de raios X (DRX) confirmou-se a formacéao de um
Cl e um percentual de retencdo do OEEb pela B-CD de cerca de 87% foi
evidenciado por headspace estatico acoplado a cromatografia de fase gasosa.
Porém mais estudos ainda s&o necessarios para avaliar a estabilidade desses Cl e
atividade antifungica.

Com base em todo o0 exposto 0s estudos conseguiram resultados
interessantes, em sua grande maioria aumento de solubilidade e melhora de
estabilidade e em alguns casos formulacdes com grande potencial de acao
antifingica foram obtidas. Nota-se que varios tipos de CD foram utilizados, uma vez

gue, o tipo vai proporcionar tamanhos de cavidade e substituintes diferentes que
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podem influenciar na afinidade e interacdo com os farmacos produzido alteracdes
gue podem ser vantajosas ou nao.

2.2 ESMALTES

As onicomicoses séo infeccbes fungicas crbnicas que acometem as unhas
causando desconforto e que séo de dificil tratamento uma vez que, a lamina ungueal
€ muito queratinizada. Nesse sentido Yang e colaboradores (2020) assim como Pael
e Vora (2016) desenvolveram sistemas transungueal (esmalte para unhas) para
entrega de cloridrato de terbinafina (TB) para tratamento de onicomicoses. O
primeiro obteve um sistema de formacéo de filme in situ a base de Eudragit® RLPO
para co-entrega de TB e ureia, a uréia carregada no filme exibiu efeitos de aumento
significativos na retengédo de TB nas membranas do casco bovino e na penetragao
através das membranas demonstrado superar a barreira ungueal para tratar a
onicomicose, a formulacdo teve sua atividade antifingica in vitro testada
contra Trichophyton rubrum , Microsporum canis , Fusarium e Aspergillus fumigatus
os resultados indicaram que a formulagdo desenvovida aumentou a atividade
antifingica de TB .

E o segundo formulou uma preparacdo a base de Eudragit® RL 100, HPMC
E15, etanol, agua e 2-mercaptoetanol como intensificador de permeacdo, para
entrega de TB e a partir dos estudos de permeacéo in vitro e ex vivo observou-se
gue o esmalte permaneceu mais tempo em contato com a lamina ungueal e liberou
o farmaco acima da concentragdo inibitoria minima. Ambos os resultados
demonstram que as formulacfes sdo promissoras para o tratamento eficaz de
onicomicoses.

2.3 GEIS

Os géis sao formas farmacéuticas semissolidas estaveis, com boa
propriedade de aplicacdo sendo conveniente para administracao de farmacos por via
tépica, como antifingicos, atualmente novos géis vem sendo estudados como os
hidrogéis, organogeéis e microgéis visando a entrega de farmacos. Kenechukwu e
colaboradores (2018) produziram um microgel mucoadesivo de nitrato de miconazol
(NM) (antifingico) a base de microparticulas de fitolipidios sélidos com ou
sem polietilenoglicol (PEG)-4000, utilizando policarbéfilo como polimero bioadesivo,
que teve eficaz da candidiase vulvovaginal (CV). Onde os microgeéis peguilados
exibiram resultados promissores, como liberacéo prolongada, estabilidade por cerca

de 6 meses, com atividade anti-Candida (86%) in vivo (ratas infectadas com C.
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albicans) maior que a formulagdo comercial Daktarin® (75%) e que um hidrogel
carregado de NM. Sendo uma formulacao potencial para tratamento da CV com NM.

Gopalan e José (2020) prepararam organogéis de AnB, a base de
monoestearato de sorbitana e lecitina plurénica, uma vez que os organogéis tem alto
poder de penetracdo atraves na pele sem utilizar intensificador quimico, sao de facil
preparacdo e podem acomodar composto hidrofilicos e lipofilicos. Nesse estudo o
organogel preparado com monoestearato de sorbitana desempenhou maior
liberacdo em 8 horas, maior permeacdo ex vivo em orelha de porco e melhor
atividade antifungica C. albicans in vitro, além disso, todas as formulacbes foram
consideradas estaveis e seguras durante os 3 meses de estudo.

E Sultan e colaboradores (2019) apresentaram um hidrogel bioadesivo para
aplicacdo tépica a base do peptideo modificado de histatina-5, um peptideo
produzido naturalmente pelas glandulas salivares, que por ter demonstrado potente
atividade contra C. albicans esta sendo utilizado como tratamento alternativo para
candidiase oral. O hidrogel foi obtido a partir do peptideo modificado liofilizado, PBS
e HPMC, e demonstrou ser eficaz contra cepas de C. albicans resistentes aos
antifangicos tradicionais in vitro e ainda o peptideo foi capaz de induzir a proliferacéo
celular e a rapida migracdo celular de queratinécitos orais humanos, o que pode
indicar acdo na cicatrizacdo de feridas.

2.4 DISPERSOES SOLIDAS

Muitos farmacos apresentam fraca solubilidade em &gua, o que limita a
dissolucdo aquosa dos mesmos, dificultando sua absorcdo através do trato
gastrointestinal e interferindo diretamente na biodisponibilidade e eficacia desses
farmacos (PARIKH et al., 2016). Visando o aumento da solubilidade dos farmacos e
o melhoramento das propriedades de dissolucdo varias técnicas foram
desenvolvidas, como o uso de surfactantes, polimorfos, conjugados poliméricos,
transportadores e dispersdes solidas (YOO et al., 2000).

As dispersdes solidas, também chamadas de solugdes sélidas, constituem um
sistema de farmaco-polimero molecularmente dispersos, onde o farmaco é
incorporado de forma homogénea a uma matriz polimérica produzindo um solido
(Figura 2) (RAMBALI et al., 2003). Esse tipo de sistema vem sendo utilizado como
estratégia de formulacdo para o aumento da taxa de solubilidade e extensédo da
dissolucéo de farmacos pouco soluveis em agua. Uma série de polimeros pode ser

utilizada na constituicdo de uma disperséo solida, como polietilenoglicois, derivados
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de celulose (celulose microcristalina e hidroxipropilmetilcelulose), copovidona, acido
citrico e acido metacrilico, dentre outros (CHOWDARY; RAQO, 2000).

Figura 2.Representacdo esquematica da estabilizacdo de disperséo solida amorfa incorporando a

droga na matriz polimérica.

Insumos farmacéuticos
ativos amorfos
Wi API
e
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e . ’

Dispersdo solida amorfa

Polimero transpor‘cadolrer

Fonte: Adaptado de VAKA et al., 2014.

Além dos diferentes tipos de materiais que podem ser utilizados o sistema de
dispersdes solidas pode ser preparado por diferentes métodos, dentre eles tem-se:
método de extrusdo a quente, método de secagem por pulverizagdo ou método do
solvente, revestimento de leito fluido, técnica de liofilizacdo, comoagem e
coprecipitacdo, sendo os dois primeiros 0os mais aplicados na industria farmacéutica.
No método de extrusdo de fusdo a quente o calor € utilizado para dispersar ou
dissolver o farmaco no polimero de escolha (FULE; AMIN, 2014). Ja o método de
secagem por pulverizacdo um solvente organico € utilizado para dissolver o farmaco
e 0 polimero que posteriormente passam por uma secagem por pulverizacao
(RAMBALI et al., 2003).

Em uma busca por artigos relacionados a formula¢des antifingicas contendo
dispersbes solidas encontrou-se 12 estudos que utilizaram o farmaco Itraconazol,
sendo um deles associado ao Posaconazol. O Itraconazol é um agente antifingico
triazolico de amplo espectro, atualmente apresenta amplo uso clinico para o
tratamento de dermatomicoses, micose visceral, aspergilose, candidiase e infec¢des
por Tinea unguium (OSHIMA et al., 2003).

Os estudos realizados por Oshima e colaboradores (2007), Keen e
colaboradores (2017), Bhardwaje colaboradores (2018), Rambali e colaboradores
(2003), Tsinmane colaboradores (2018), Parke colaboradores (2007) e Parikh e
Serajuddin (2018), produziram dispersdes solidas pelo método de extrusédo a quente,
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que utiliza o calor para formacdo da dispersdo farmaco-polimero. Diversos
excipientes podem ser empregados no sistema de dispersdes solidas, o0s
encontrados nos estudos foram: copovidona e hidroxipropilmetilcelulose,estando
sozinha ou associada a polivinilpirrolidona, ciclodextrinas, polietilenoglicol e &cido
fosforico.

Ja os estudos realizados por Yoo e colaboradores (2000), Chowdary e Rao
(2000), Jung e colaboradores (1999) e Parikh e colaboradores (2016) utilizaram a
técnica de secagem por pulverizagéo para formacao das dispersdes solidas, método
que utiliza um solvente orgéanico para formacéo da dispersédo, seguido de posterior
secagem por pulverizacdo. Os excipientes inteligentes utilizados nesses artigos
foram hidroxipropilmetilcelulose, polivinilacetal, polivinilpirrolidona, Poloxamer®,
polietilenoglicol, lactose e Eudragit®.

Um dnico estudo, realizado por Mugheirbie colaboradores (2017) utilizou o
meétodo de formacao das dispersdes solidas por leito fluido, onde ocorre a formacgéao
do sistema disperso por meio do movimento ascendente do liquido através de
particulas solidas. Para esse estudo a formacdo da dispersdo utilizou como
excipiente o polimero entérico Eudragit®.

O estudo realizado por Fule e Amin (2014) utilizou o farmaco Posaconazol,
indicado para o tratamento de infeccbes invasivas por espécies de Candida e
espécies de Aspergillus em pacientes gravemente imunogénicos. Esse farmaco
possui uma solubilidade aquosa muito baixa, o que prejudica sua dissolu¢cdo no
fluido gastrico. Tendo em vista a baixa solubilidade do farmaco o estufo utilizou o
polimero anfifilico caprolactampolivinil acetato-polietilenoglicol copolimero de
enxerto, Soluplus®, para formacdo das dispersGes solidas com o Posaconazol
através do método de extruséo de fusédo a quente.

No estudo realizado por Muehlenfeld e colaboradores (2013) utilizando
Griseofluvina, antifingico pertencente a classe Il do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade, foi aplicada a técnica de
comoagem no preparo das dispersdes solidas, essa técnica consiste na moagem
continua utilizando jato de ar para micronizagdao. Para o preparo das dispersoes
sélidas desse estudo foi utilizado o polimero hidrofilico manitol.

Em suma, os estudos encontrados na busca apresentaram resultados
significantes no quesito de incremento de solubilidade e aumento da taxa de

dissolugdo dos farmacos apos formulagdo contendo o sistema de dispersfes
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solidas.

2.5. POLIMEROS

Os polimeros sdo excipientes farmacotécnicos extremamente versateis,
podendo ser aplicados em diferentes formas farmacéuticas. Desde suas aplicacoes
como diluente ou aglutinantes em pos, compridos e capsulas, solubilizantes e
estabilizantes em medicamentos liquidos, emulsionantes e geleificantes em formas
farmacéuticas topicas, co-solventes em formas farmacéuticas parenterais e como
formadores de filmes para aplicagdo bucal, vaginal, oftdlmica, por exemplo.

Polimeros naturais e sintéticos com propriedades bioadesivas tem despertado
grande interesse para producéo de produtos farmacéuticos. Para elaboracdo de um
sistema bioadesivo o farmaco € incorporado a polimeros com afinidade de adeséo a
superficies mucosas. Alguns dos polimeros com propriedades bioadesivas sao o
carbopol, hidroxipropilmetilcelulose, carboximetilcelulose, polivinilpirrolidona e
quitosana (FITAIHI et al., 2018).

O uso de formas bioadesivas é particularmente recomendéavel para o
tratamento de infec¢bes fungicas, especialmente para aplicacio em mucosas, como
a mucosa vaginal e bucal, por exemplo (ROJEWSKA et al., 2019). O contato da
forma farmacéutica com a superficie mucosa permite que formulacdo permaneca
mais tempo no local de administracdo, o que aumenta a biodisponibilidade farmaco,
melhorando assim a eficacia clinica da terapia e promove administracdo menos
frequente do medicamento, podendo contribuir para reducdo dos efeitos colaterais
(DOBARIA et al., 2019).

Estudos realizados por Rojewska e colaboradores (2019) e Fitaihi e
colaboradores (2018), com o farmaco Fluconazol, antifangico utilizado no tratamento
contra infecgdes por C. albicans, desenvolveram formulagbes muco adesivas para
entrega local do antifungico. O primeiro estudo citado desenvolveu comprimidos
mucoadesivos com o excipiente interligente Kollidon®, jA o segundo estudo
desenvolveu um gel mucoadesivo contendo quitosana, um derivado hidrolisado da
quitina amplamente distribuido em natureza.

O estudo realizado por Dobaria e colaboradores (2009), utilizou o farmaco
Itraconazol, antifungico triazélico com um amplo espectro de atividade aplicado para
o tratamento de candidiase vaginal. Foi desenvolvido nesse estudo um filme vaginal
mucoadesivo contendo dispersdo solida, sendo constituido dos polimeros

hidroxipropilmetilcelulose e hidroxietilcelulose.
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Além das aplicacbes mucoadesivas os polimeros podem ser aplicados como
excipientes inteligentes em matrizes para aumento de solubilidade de farmacos por
via oral. O estudo realizado por Al-Obaidi e colaboradores (2019), utilizou celulose
microcristalina, polivinilpirrolidona e hidroxipropilmetilcelulose como excipientes para
aumentar a solubilidade aquosa da griseofluvina, comumente usada para tratar
dermatofitose causada por T. rubrum.

O polimero quitosana vem sendo bastante utilizado, a quitosana néo é toxica,
€ biocompativel e biodegradavel e possui atividade antimicrobiana contra fungos,
leveduras e bactérias, sendo capaz de ser um agente ativo anti-Candida (FITAIHI et
al., 2018).

Kurniasih e colaboradores (2018) desenvolveram uma gaze, contendo a
carboximetilquitosana, forma solUvel da quitosana, para ser aplicada sobre a pele no
tratamento de infec¢des por C. albicans. Akakuru e colaboradores (2019), utilizou a
quitosana como excipiente inteligente associadas ao polietilenoglicol na formulacéo
de esferas de liberacao solida, para veiculagdo do farmaco clotrimazol, um derivado
do imidazol que previne infecgBes micoticas do trato gastrourinario e € eficaz contra

dermatofitos, Candida, Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton e Malassezia.

3 CONCLUSAO

Os estudos utilizaram farmacos e candidatos a farmacos antifingicos
veiculados em complexos de inclusdo com ciclodextrinas, polimeros, dispersdes
sélidas. Além de formulacdes antifungicas como esmaltes para as unhas e novos
géis, hidrogéis, organogéis, microgel. Os resultados encontrados foram promissores
e as formulacbes sé&o potencias, demonstrando principalmente incremento de
solubilidade e melhora de estabilidade, como também melhora de permeacao,
liberacdo prolongada, aumento da taxa de dissolucdo e acao intensificada. Aspectos

interessantes para administracéo eficaz de medicamentos antifingicos.
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RESUMO: As infecgbes fungicas (IFs) sdo uma das doencas de maior agravo no
ambito clinico, causando a morte de mais de um milhdo de pessoas por ano,
havendo recentemente, mais 150 milhées de novos casos de alta gravidade em todo
o mundo. De acordo com os dados epidemiolégicos, a grande maioria das infec¢cbes
fungicas sdo ocasionadas por cepas do género Candida e Aspergillus, que somadas
ocasionam mais de 1 milhdo de IFs por ano em todo o mundo. Dessa forma,
diversas terapias macro e micromoleculares vém sendo investigadas, tendo como
principal objetivo, atuar sobre os mecanismos de resisténcia produzida por estas
cepas ou afetar alvos que comprometam diretamente essa resposta adaptativa dos
patégenos. Dentre as diversas alternativas existentes, a abordagem computacional
vem se mostrando bastante promissora, devido a realizacdo de um conjunto de
estratégias previamente estabelecidas realizadas através da abordagem fisiologica,
um planejamento racional de farmacos com base nas estruturas do alvo
farmacolégico, permitindo o desenvolvimento de substancia com maior seletividade
e menores efeitos colaterais. Sendo assim, este capitulo aborda algumas
ferramentas computacionais de facil acesso, que podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de novos farmacos antifingicos com base nessa abordagem.

ABSTRACT: Fungal infections (IFs) are one of the most serious diseases in the
clinical scope, causing the death of more than one million people per year, with
recently, more than 150 million new cases of high severity worldwide. According to
epidemiological data, the vast majority of fungal infections are caused by strains of
the genus Candida and Aspergillus, which together cause more than 1 million FIs per
year worldwide. Thus, several macro and micromolecular therapies have been
investigated, with the main objective of acting on the resistance mechanisms
produced by these strains or affecting targets that directly compromise this adaptive
response of pathogens. Among the various existing alternatives, the computational
approach has shown itself to be very promising, due to the realization of a set of
previously established strategies carried out through the physiological approach, a
rational planning of drugs based on the structures of the pharmacological target,
allowing the development of a substance with greater selectivity and fewer side
effects. Therefore, this chapter addresses some computational tools that are easily
accessible, which can be used for the development of new antifungal drugs based on
this approach.
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1. INTRODUCAO

As infec¢Oes fungicas (IFs) sdo umas das doencas de maior agravo no ambito
clinico, causando a morte de mais de um milhdo de pessoas por ano, havendo
recentemente, mais 150 milhdes de novos casos de alta gravidade em todo o
mundo. Dentre os diversos fatores associados a esse aumento no numero de casos,
destaca-se 0 uso inadequado dos medicamentos antifingicos que acabam
promovendo o0 desenvolvimento de mecanismos de resisténcia capazes de
inviabilizarem a acdo de medicamentos eficientes no tratamento (KAINZ et al.,
2020).

Além do aumento no numero de casos, temos também uma elevacdo das
taxas de mortalidade da doenca, sendo esse fato justificado pelo aumento no
namero de pessoas acometidas que ja apresentam alguma comorbidade como por
exemplo a sindrome da imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS), doenca que
compromete de forma contundente o sistema imunolégico dos pacientes,
promovendo uma resposta mais agressiva por parte dos microrganismos (LIMPER et
al., 2017).

Outro fator cada vez mais recorrente que esta relacionado com o aumento da
viruléncia fungica, consiste na deposicdo destes microrganismos em alguns
acessorios utilizados na administracdo parenteral como os catéteres e também em
valvulas cirlrgicas, que sé@o objetos propicios para a fixacdo dos fungos através da
formacao de biofilmes, sendo esse um dos principais mecanismos responsaveis pelo
aumento da gravidade da infeccdo (RUBIN; HARI; NITHYANAND, 2020; WALKER et
al., 2020).

Todos esses fatores tem como consequéncia uma grande perda de eficacia
terapéutica dos diversos medicamentos utilizados, havendo inclusive algumas cepas
principalmente do género Céandida que ja sdo resistentes a praticamente todos o0s
medicamentos utilizados na clinica. Esse € o caso da Candida auris, descrita
recentemente como a primeira cepa multi-resistente no territério nacional
(CHAABANE et al., 2019; PASQUALOTTO; SUKIENNIK; MEIS, 2019; SPETTEL et
al., 2019).

De acordo com os dados epidemioldgicos, a grande maioria das infeccdes
fungicas sao ocasionadas por cepas do género Candida e Aspergillus, que somadas
ocasionam mais de 1 milhdo de IFs por ano em todo o mundo. Outro ponto a ser

levado em consideragéo, consiste na quimioterapia utilizada no tratamento, no qual
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grande parte das classes medicamentosas tratam-se de farmacos presentes ha
bastante tempo no mercado, ndo havendo, portanto, o surgimento de novas
entidades quimicas que permitiram uma maior versatilidade de mecanismos acéo
(BAJPAI et al., 2019; KAINZ et al., 2020).

Todos esses fatores demonstram a necessidade de que novas substancias
sejam desenvolvidas para o tratamento das IFs, visto que grande parte da terapia
utilizada na clinica j& ndo apresenta a eficiéncia necessaria. Dessa forma, diversas
terapias macro e micromoleculares vém sendo investigadas, tendo como principal
objetivo, atuar sobre os mecanismos de resisténcia produzida por estas cepas ou
afetar alvos que comprometam diretamente essa resposta adaptativa dos patdégenos
(DE ALMEIDA et al., 2019).

Dentre as diversas alternativas existentes, a abordagem computacional vem
se mostrando bastante promissora, devido a realizacdo de um conjunto de
estratégias previamente estabelecidas, que permitem o desenvolvimento de novas
moléculas com base nos fragmentos moleculares presentes nos microrganismos
patogénicos. Esta atividade realizada através da abordagem fisiologica, consiste em
um planejamento racional de farmacos com base nas estruturas do alvo
farmacoldgico, permitindo o desenvolvimento de substancia com maior seletividade
e menores efeitos colaterais (HOWARD et al., 2020).

Além disso, essa estratégia permite uma determinacdo preliminar de
propriedades fisico-quimicas (FQ), farmacocinéticas (FC) e farmacodinamicas (FD),
antes mesmo da realizacdo de qualgquer sintese de compostos e sua avaliagdo em
testes experimentais. Esse fator € uma das principais vantagens atreladas as
ferramentas de modelagem molecular, evitando que uma variedade de moléculas
com baixa atividade e/ou alta toxicidade venham ser sintetizadas, reduzindo o tempo
e custo associado ao desenvolvimento de novos candidatos (SHAZAN; GIRIJA;
PRIYADHARSINI, 2019).

Esse fato justifica, 0 emprego da quimica computacional em laboratérios de
pesquisa académicos bem como por parte da industria farmacéutica, que investem
grande parte de seus recursos no planejamento de farmacos auxiliados por
computador. Com 0s avanc¢os obtidos no isolamento de estruturas cristalograficas e
também pela engenharia genética, € possivel obter informacfes cada vez mais
fidedignas sobre as macromoléculas diretamente relacionadas com a doenca (ROY
et al., 2019).
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Entretanto, os testes teoricos realizados através das ferramentas in silico ndo
sao exatos o suficiente para que os testes experimentais sejam abolidos, haja vista a
complexidade existente em um sistema biolégico que apresenta uma enorme
quantidade de variaveis que estéo fora do escopo da modelagem molecular, que se
baseia diretamente nas caracteristicas da propria molécula ou em sua interacao
apenas com o alvo investigado (KAR; LESZCZYNSKI, 2020).

Além disso, existe uma variedade de metodologias que podem ser aplicadas,
no qual nem todas as ferramentas disponibilizadas apresentam resultados
estatisticamente significativos capazes de prever as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas de novos compostos (IWANIAK et al., 2019; DASTI et al., 2020;
SHARMA et al., 2020).

Sendo assim, a escolha do método a ser utilizado depende de uma variedade
de fatores que devem ser levados em consideracdo, como por exemplo, 0s custos
associados ao uso desses softwares. Embora a maioria dos programas mais
eficazes de previsdo possuam um elevado custo para sua utlizacdo, existem
programas disponiveis gratuitamente que possuem um robusto banco de dados,
contendo uma variedade de parametros FQs, FCs e FDs que permitem realizar
previsdbes destas importantes propriedades, servindo como uma ferramenta
indispensavel para pesquisadores interessados na realizacdo de um planejamento
racional de farmacos (JIA et al., 2020).

Estes resultados podem fornecer informacdes importantes para a realizacéo
de ensaios posteriores que podem ser aplicados a estes compostos para o
desenvolvimento de novos derivados ou analogos, permitindo a obtencdo de novas
substancias para o tratamento das IFs em menor tempo e com as propriedades
desejadas. Sendo assim, este capitulo aborda algumas ferramentas computacionais
de facil acesso, que podem ser utilizadas para o desenvolvimento de novos

farmacos antifungicos.

2. AVALIACAO IN SiLICO DAS PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS (FQ)

Antes que qualquer substancia possa ser ter suas propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas investigadas, se faz necessario avaliar
parametros relacionados inerentemente as moléculas investigadas, sendo estas
caracteristicas determinadas a partir do estudo FQ dos compostos (HASHIDA,
2020).
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Estas propriedades permitem avaliar se as moléculas em estudo podem ser
direcionadas para os testes pré-clinicos e clinicos, visto que as caracteristicas de
cada molécula tém um papel fundamental na propria solubilidade dos compostos,
que precisam apresentar uma afinidade adequada para os solventes ou veiculos
utilizados nos testes posteriores, ter uma afinidade ou biodisponibilidade adequada,
bem como apresentar elementos quimicos que contribuam de maneira significativa
na interacdo com seu alvo farmacolégico (LIMA et al., 2020).

Dessa forma, para o estudo e desenvolvimento de farmacos existem uma
variedade de parametros que podem ser utilizados, no qual grande parte dos
trabalhos realizados através da abordagem computacional utilizam principalmente os
seguintes parametros: peso molecular (PM), area de superficie polar (PSA),
coeficiente de particdo (P), coeficiente de difuséo (D), fracdo de carbonos do tipo
sp?, coeficiente de solubilidade (S), nimero de doadores (DH) e aceptores (AH) de
ligacdo de hidrogénio e refratividade molar (RM) (MIGNANI et al., 2018).

Mesmo que 0s parametros sejam restritos as caracteristicas gerais de cada
molécula, seu papel acaba sendo preponderante para as propriedades FC e FD,
pois cada parametro interfere diretamente nas acfes que o organismo realiza sobre
o farmaco durante seu periodo de transporte até o local de acdo bem como nas
acles que o farmaco realiza sobre 0 organismo através da sua poténcia e atividade
intrinseca (ALQAHTANI, 2017).

O PM tem uma influéncia importante na fase de absor¢cdo pela barreira
intestinal, que é caracterizada por apresentar juncdes firmes que regulam a
passagem de substancias de acordo com o seu peso. Dessa forma, moléculas de
baixo PM sdo capazes de atravessar mais facilmente essa barreira pela via
paracelular, enquanto substancia com PM mais elevado s6 conseguem atravessar
essa barreira através do transporte transcelular, exigindo um maior custo energético
do organismo, que deve promover essa passagem com o auxilio de estruturas
carreadoras presentes na membrana dos enterocitos (KARASOV, 2017).

A PSA descreve a capacidade de solvatacdo de moléculas pequenas, sendo
esse parametro determinante para solubilidade dos compostos bem como sua
posterior biodisponibilidade, sendo estes ambos parametros farmacocinéticos
também determinados através dos coeficientes de particdo (P) e difusdo (D), que
descrevem a afinidade das moléculas por solventes organicos em relagcdo a sua

afinidade pela agua, seja para as moléculas nos estados neutros (P) ou ionizados
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(D). Ja o coeficiente de solubilidade (S) descreve apenas as caracteristicas de
solubilidade dos compostos em relacdo aos solventes utilizados, baseando-se no
ponto de fusdo das moléculas (DAINA; MICHELIN; ZOETE, 2017).

Em relagédo interagbes intermoleculares, temos as ligagdes de hidrogénio,
uma das propriedades FQ de maior utilidade para o desenvolvimento de farmacos,
pois essa interacdo contribui tanto para solubilidade, biodisponibilidade, permeacéo,
e principalmente na fase FD através da interagdo entre o farmaco e o receptor. A
RM embora menos relevante, também é bastante utilizada pois descreve a
polaridade da molécula, uma propriedade que se correlaciona com a grande maioria
dos parametros descritos anteriormente (SHAFIEI; ESMAEILI, 2019).

Todos estes parametros podem ser facilmente detectados instantaneamente
através da abordagem in silico, sendo esse fator algo bastante vantajoso quando
comparado aos métodos experimentais, que precisam realizar diversas etapas de
preparo e isolamento dos compostos para que o0 estudo das propriedades FQ
possam ser realizados (ZHANG; PEI; LAI, 2017; BIAN; XIE, 2018).

A abordagem computacional conta com um robusto banco de dados
depositados sobre as propriedades FQ dos compostos que foram determinadas
previamente em ensaios experimentais, sendo esses dados utilizados para
construcdo de modelos de previsdo que fazem parte das ferramentas utilizadas
pelos quimicos medicinais para determinar forma preliminar as propriedades teoricas
dos compostos investigados.

Existem diversas ferramentas utilizadas para determinagcdo preliminar das
propriedades FQ, sendo algumas ferramentas disponiveis gratuitamente e que
apresentam bons resultados teéricos. Esse é o caso das ferramentas SwissADME e
pkCSM, que realizam a previsdo de varias moléculas ao serem desenhadas no
préprio Front end da plataforma utilizando apenas as estruturas no formato SMILES.
As figuras abaixo demonstram exemplos de alguns farmacos antifungicos ja
conhecidos que foram utilizados como moléculas testes para comparacao em ambas
as plataformas (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015; DAINA; MICHELIN; ZOETE,
2017).
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Figura 1. Previsao das propriedades FQ do cetoconazol através das ferramentas pkCSM e
SwissADME

Molecule properties:
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Fonte: Imagens diretas das plataformas pkCSM e SwissADME.

Como € possivel visualizar a plataforma SwissADME fornece uma maior
variedade de informacdes além das propriedades FQ basicas, realizando inclusive a
construcdo de um grafico de propriedades classificados através das propriedades de
lipossolubilidade, tamanho, polaridade, flexibilidade, insaturacfes e insolubilidade.
Sendo assim, farmacos com as caracteristicas FQ apropriadas devem estar
presente na regido em rosa claro, que descreve o score de biodisponibilidade oral,
uma metodologia utilizada por esta ferramenta que permite predizer se as moléculas

apresentam caracteristicas FQ apropriadas para serem administrados pela via oral.

3. AVALIACAO EM IN SIiLICO DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS (FC)
As propriedades farmacocinéticas abordam todos os fatores relacionados ao
transporte do farmaco no meio biolégico, desde fase de administracdo até a

excrecdo, tendo como principal objetivo descrever as acbes que organismo realiza
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sobre o farmaco durante seu movimento no meio biologico (JABLONKA et al., 2019).

Os fendbmenos FCs sao sistematicamente divididos nas fases de absorcéao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) devendo estas etapas serem
investigadas antes mesmo das propriedades FDs, visto que as substancias
administradas principalmente pela via oral durante estas fases, podem promover
respostas fora da janela terapéutica, seja devido a uma reducdo da sua
concentracdo desejada por conta de uma baixa biodisponibilidade pré ou pro-
sistémica, ou devido ao excesso de concentracdo plasméatica do farmaco, que pode
desencadear respostas toxicas para o organismo (YANG et al., 2019).

Esse ultimo fator esta relacionado diretamente com a etapa de metabolismo
ou biotransformacdo, que é um conjunto de reacdes quimicas realizadas por
biomacromoléculas capazes de modificar as estruturas dos compostos
administrados, gerando metabdlitos ativos, inativos ou toxicos, havendo também a
possibilidade de interacdo sinérgica ou antagbnica com o0s sitios de
biotransformacéo pelos fendmenos de inibicdo ou indugcdo enzimatica que sao um
dos principais responsaveis pela ocorréncia de interacdes medicamentosas
(FERREIRA; ANDRICOPULO, 2019).

Dessa forma, fica bastante clara a importancia de se determinar previamente
as propriedades FC dos compostos, principalmente em relagdo as moléculas
antifingicas, que sao bastante descritas na literatura pela sua capacidade de
atuarem como inibidores enzimaticos. Este fendbmeno foi correlacionado com as
interacdes intermoleculares existentes entre 0os elementos eletrofilicos presentes no
sitio ativo das estruturas de biotransformacdo com os grupos nucleofilicos presentes
em farmacos antifingicos (ANDRADE et al., 2019).

Os azois, uma das principais classes utilizadas no tratamento de IFs sdo um
grande exemplo de moléculas que atuam como inibidores enzimaticos irreversiveis,
devido a presenca de atomos de nitrogénio basicos em sua estrutura, a exemplo do
cetoconazol, que é um dos principais compostos que interagem com o complexo do
citocromo P450 (CYP450), inibido a capacidade de biotransformacéo destas
enzimas microssomais hepaticas (DE ALMEIDA et al., 2019; VERMA et al., 2020).

Desta forma, grande parte das ferramentas computacionais de previséao,
utilizam esse complexo CYP450 como um dos parametros de maior importancia
para as propriedades FC, visto que grande parte dos farmacos administrados pela

via oral sdo metabolizados pelas enzimas desse complexo presentes na membrana
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do reticulo endoplasmatico dos hepatécitos (LI) (GUENGERICH, 2020).Para
avaliacdo desta e outras propriedades FC também temos diversas ferramentas de
facil acesso, como o SwissADME, ja descrito anteriormente, bem como outras
ferramentas gratuitas como SMARTCyp e MetaPrint e MetaPred, todos capazes de
prever a interacdo de qualquer composto desenhado com o CYP450, detectando
principalmente quais 0s grupamentos estdo suscetiveis a primeira fase do
metabolismo denominada de oxidacdo. As figuras abaixo mostram os resultados
obtidos em relacdo a predicédo das propriedades FC do cetoconazol utilizando as
ferramentas descritas (OLSEN et al., 2019).

Além da interacdo com o citocromo, algumas ferramentas como o
SwissADME e pKCSM também sdo capazes de avaliar outras propriedades FC
como permeabilidade em barreiras intestinais, hematoencefalicas e pele a partir da
capacidade das substancias em serem absorvidas in vitro em células de
adenocarcinoma de célon humano tipo 2 (Caco-2), ou in vivo utilizando dados
obtidos de absorcdo em modelo de roedores (ratos), e também a partir de dados de
permeabilidade cutanea (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015; DAINA; MICHELIN;
ZOETE, 2017).

Ambas as plataformas também avaliam a capacidade das substancias em
interagirem com a glicoproteina P (gp-P), uma proteina responsavel por expulsar
ativamente as moléculas do farmaco que chegam da corrente sanguinea durante o
processo de distribuicdo tecidual (OTSUKA et al., 2020).

A figura abaixo demonstra os resultados tedricos obtidos das propriedades FC

do cetoconazol feitos com todas as ferramentas descritas aqui
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Figura 2. Avaliacao in silico das propriedades FC do cetoconazol utilizando as ferramentas pkCSM,
SwissADME, SMARTCyp, MetaPrint e MetaPred respectivamente.
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Fonte: Retirado diretamente das plataformas SwissADME, pkCSM e SMARTCyp.

Fazendo uma comparacao entre as trés ferramentas em relacdo a todas as
fases relacionadas a FC, percebe-se que nem todas descrevem os mesmos tipos de
parametros, no qual as duas primeiras plataformas (SwissADME e pkCSM)
englobam muitas fases do processo de transporte, enquanto que a ultima ferramenta
(SMARTCyp), tem como foco apenas a fase de metabolizagdo pelas enzimas
microssomais. Entretanto, esta Ultima, consegue inclusive predizer quais sdo 0s
sitios labeis metabolicamente que estdo presentes nas moléculas, sendo esse
parametro bastante norteador para otimizacdo dos compostos estudados que

apresentem propriedades indesejadas (MONTEFIORI et al., 2019).

239



Ainda assim, existem alguns parametros semelhantes calculados pelas
ferramentas, podendo ser feita uma comparacdo entre os préoprios softwares e
também uma comparacdo destes resultados com os experimentais. Em relacdo as
fases de biodisponibilidade, permeabilidade e distribuicAo podem ser feitas
comparacoes entre as ferramentas SwissSADME e pkCSM, no qual descreveram uma
alta absorcéo para o cetoconazol pelo trato intestinal e uma baixa permeabilidade no
tecido cutaneo (SCHNECKERNER et al., 2019).

Além disso, outro ponto semelhante entre as plataformas foi demonstrado
pela interacdo do cetoconazol com a gp-P, no qual tanto a ferramenta SwissADME
(ndo mostrado) quanto a ferramenta pkCSM descrevem o cetoconazol como um
ligante inibitério para esta proteina, de modo que sua entrada em barreiras
especializadas acaba sendo facilitada, podendo ocasionar por exemplo toxicidade a
nivel do sistema nervoso central (LEOPOLDO et al., 2019).

Outro resultando semelhante foi obtido na comparacdo feita entre a
ferramenta SwissADME e SMARTCyp com relacdo a fase metabolizacdo pelas
isoformas do CYP450, no qual ambas as ferramentas descreveram que o
cetoconazol apresenta a isoforma 3A4 como a principal subfamilia responsavel pela
interacdo com esse farmaco que é capaz de promover a inibicdo enziméatica desse
complexo, o que pode ocasionar em interagdes medicamentosas caso essa
substancia seja administrada em conjunto com outras substancias que sejam
metabolizadas por esta mesma isoforma (LI et al., 2020).

Independentemente de qual plataforma seja utilizada, vale destacar que o0s
resultados tedricos encontrados estdo de acordo com os resultados experimentais,
podendo entdo serem utilizados na previsdo de novas moléculas, norteando a
escolha dos melhores compostos que devem ser ensaiados. Estes resultados
também fornecem dados suficientes para que novas modificacBes das estruturas ja
sintetizadas possam ser realizadas, no qual os resultados obtidos a partir destas
ferramentas podem ser considerados como um fator decisivo para otimizacdo de
compostos hits ou leads (KRITSI et al., 2019).

4. AVALIACAO IN SiLICO DAS PROPRIEDADES FARMACODINAMICAS (FD)
A farmacodindmica, embora seja uma fase muitas vezes dependente das
propriedades farmacocinéticas, apresenta da mesma forma, grande relevancia para

o estudo de qualquer molécula bioativa. Nesta fase tem-se como principal objetivo
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descrever as acfes que o farmaco desempenha sobre o organismo. Para isso, se
faz necessario entender qual ou quais séo os alvos farmacolégicos envolvidos com a
resposta bioldgica das moléculas, sendo este fator fundamental para determinar qual
deve ser o mecanismo de acao do farmaco em estudo (RODRIGUES et al., 2020).

E nesta fase que podemos ver claramente a grande contribuicdo feita pela
abordagem computacional, pois grande parte dos mecanismos de acdo que Sao
descobertos bem como o desenvolvimento de novos compostos sdo feitos
principalmente a partir da analise interacdo entre o ligante e o alvo farmacologico
diretamente. Essa abordagem é possivel gracas aos avancos obtidos nas técnicas
de isolamento de estruturas por meio da engenharia genética e biologia molecular
bem como na eficiéncia das elucidacdes estruturais proteicas que sao promovidas
pelos estudos cristalograficos que permitem identificar os principais sitios e dominios
de importancia para promocao da atividade farmacolégica (KAIRYS et al., 2019).

A partir de bancos de dados mundiais de estruturas cristalograficas que estao
disponiveis gratuitamente como o Protein Data Bank (PDB) é possivel a realizar
ensaios computacionais que simulam a interagcdo direta entre os farmacos (ligantes)
com seus possiveis alvos farmacologicos, sendo os valores destas interacfes
descritos em termos de energia livre, um parametro termodinamico bastante
empregado pelo quimicos medicinais para avaliar afinidade das moléculas
investigadas (CARRARA et al., 2017).

Essa estratégia chamada de ancoramento ou docking molecular, € sem
davida a principal ferramenta utilizada pela abordagem computacional para
determinar as propriedades dos compostos em estudo, tendo como principal
finalidade determinar qual deve ser o principal alvo relacionado com as atividades de
compostos ja estudados em ensaios experimentais, sendo, portanto, uma técnica
implementa com o objetivo de justificar ou corroborar com alvos previstos no ensaio
experimental (TORRES et al., 2019).

Dessa forma, essa metodologia acaba nédo sendo tdo favoravel quando
utilizamos moléculas novas que se quer passaram por ensaios pré-clinicos, sendo
necessario realizar um grande levantamento bibliografico para estimar qual alvo
farmacoldgico deve ser utilizado nos estudos de interacdo com moléculas
completamente inovadoras. Além disso, no caso de novos farmacos antifungicos,
esse fator pode se tornar um grande obstaculo, devido a grande variabilidade de

alvos presentes nas cepas que podem interagir com o mesmo ligante (CELY-
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VELOZA; COY-BARREIRA, 2019).

Entretanto, ja existem ferramentas capazes de prever quais Sd0 possiveis
alvos que as novas moléculas desenhadas podem alcancar, baseando-se nas
técnicas de homologia, estes softwares sdo capazes de estimar a probabilidade de
uma nova estrutura interagir com certos alvos ja descritos experimentalmente. Uma
das ferramentas de grande utilidade € o SwissTargetPrediction que é capaz de
estimar previamente quais sdo 0s possiveis alvos sobre 0s quais as moléculas em
investigagcdo podem atuar. A figura abaixo também realizada com o cetoconazol
demonstra a previsdo dos principais alvos nos quais esta molécula pode interagir,
sendo os alvos de maior probabilidade relacionados possivelmente com seu

mecanismo de acao.

Figura 3. Uso da ferramenta SwissTargetPrediction para previsdo dos alvos do cetoconazol
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Fonte: Retirado diretamente da ferramenta SwissTargetPrediction.

Os resultados tedricos dos alvos preditos corroboram bem com os resultados
experimentais acerca de quais sao 0s principais alvos proteicos do farmaco utilizado
como exemplo. No caso do cetoconazol, seu principal alvo farmacolégico que é
descrito pela FD acaba sendo justamente um alvo que faz parte da fase FC
(citocromo P450), no qual este farmaco apresenta uma grande afinidade pelas
isoformas de CYP presentes nas cepas fungicas, inibindo um dos processos
metabolicos como a desmetilagdo, uma etapa essencial para transformacéo do
lanosterol no metabolito ergosterol. Esse tipo de lipideo é o principal componente da
membrana fungica, onde a inibicdo da atividade metabdlica causa uma

desestabilizacdo da membrana plasmatica das células dos fungos, causando uma
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variedade de alteracdes que resultam em sua apoptose (VUPPALA et al., 2019).
Esses resultados podem entdo ser utilizados para investigacdo de como
ocorre de fato a interagdo do farmaco com seu alvo farmacolégico, sendo esta
atividade avaliada através da técnica de docking molecular. Esta metodologia pode
ser aplicada com o auxilio de diversas ferramentas que também estdo disponiveis
gratuitamente e sao de facil acesso. Uma revisdo recente feita por Kumar e Kumar
em 2019 descreve uma lista contendo cerca de 40 ferramentas de docking
molecular, sendo grande parte desses softwares disponivel para uso seja por
pesquisadores ou estudantes interessados em realizar este tipo de abordagem.
Entre as ferramentas descritas, destacamos o uso das ferramentas DockThor
e Swissdock, ferramentas on-lines, gratuitas e de facil utilizagdo, no qual o usuario
ndo precisa de nenhum treinamento especifico para realizacdo de cada etapa,
bastando apenas selecionar as variaveis (ligantes, cofatores e o alvo desejado) de
maneira bastante intuitiva. Diversos trabalhos publicados recentemente em estudos
de modelagem molecular para o desenvolvimento de novos farmacos antifingicos
vém utilizando estas ferramentas mostrando a praticidade e eficiéncia dos seus
resultados de previsdo (SAHNOUN et al., 2018; FERRAZ et al., 2019; MELO et al.,
2019; TIGHADOUNINI et al., 2019; TOUBI et al., 2019; TILAKVIJAY; BABU; UMA,
2019; SIQUEIRA; MARTINEZ, 2019;). A figura abaixo mostra dois trabalhos
publicados recentemente que realizaram um docking molecular nas ferramentas
DockThor e Swissdock utilizando o farmaco fluconazol e derivados imidazdlicos

respectivamente.
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Figura 4. Docking molecular feito com o uso das ferramentas DockThor e Swissdock.

DockThor Swissdock

(vizualizado pelo Pymol) (visualizado pelo UCSF Chimera)

Fonte: SIQUEIRA; MARTINEZ, 2019; BOUCHAL et al., 2019.

Os resultados séo avaliados em termos de energia livre de ligagao (AG), um
parametro termodindmico que descreve a energia relacionada a interacdo entre o
farmaco com seu sitio ativo. Quanto menor o valor da energia (mais negativo) maior
sera a estabilidade e consequentemente maior sera a interacdo entre o alvo e o
ligante, sendo assim os valores calculados pelas ferramentas sao utilizados
comparando-se as energias do mesmo ligante com as isoformas presentes no
microrganismo e no hospedeiro humano. No primeiro trabalho, os autores
demonstraram um baixissimo valor de AG (-11,898 kcal/mol) para interacdo do
fluconazol com a isoforma fungica quando comparada a isoforma presente no Homo
sapiens (-0,432 kcal/mol), sendo esses valores suficientes para comprovar uma
afinidade do fluconazol pela enzima fungica (SIQUEIRA; MARTINEZ, 2019).

J4 o segundo estudo teve como objetivo o desenvolvimento de novos
derivados a partir do fluconazol, sendo feita agora uma comparacéo da interacéo do
derivado com o fluconazol frente as cepas de Sacharomyces cerevisae. O derivado
apresentou um AG de -6,791 kcal/mol enquanto que o fluconazol (ndo mostrado)
apresentou um AG de -7,337 kcal/mol, tendo o derivado, portanto, uma menor
afinidade. Ainda assim esses valores sdo proximos o suficiente para considerar esse

candidato promissor.
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5. CONCLUSAO

De acordo com o que foi visto nesse capitulo, as IFs sdo consideradas um
dos grandes problemas de saude no Brasil e no mundo, havendo constantes relatos
de surgimento de cepas resistentes a uma grande quantidade de medicamentos
considerados bem eficientes no tratamento. Dessa forma a busca por novos
compostos antifingicos € imperativa para que possa haver uma mudanca de
panorama em relacdo a farmacoterapia, que € composta em sua grande maioria por
medicamentos com baixa seletividade e efeitos colaterais diversos.

Sendo assim, o desenvolvimento de farmacos baseados diretamente nas
estrutras relacionadas com a doenca a partir da abordagem fisiolégica permite que a
producdo de novos medicamentos possa ser feita com bases nas carateristicas de
cada cepa, evitando que estes microrganismos consigam se desvencilhar dos
mecanismos de a¢édo de novas drogas.

Isto s6 € possivel devido a uma meticulosa analise preliminar de um grande
conjunto de varidveis que devem ser analisadas em todas as fases de
desenvolvimento de um novo candidato, algo que s6 pode ser feito com o auxilio da
abordagem computacional, que permite a realizacdo de ensaios prévios in silico
cada vez mais acurados, capazes de descrever quais sao 0s principais fatores que
podem melhorar ou atrapalhar as acdes farmacologicas de novos compostos. Desta
forma, fica bastante evidente que o emprego da quimica computacional, mostra-se
cada vez mais como uma das abordagens de maior valia para a inovacao

terapéutica.
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COMPLEXO Sporothirx schenkii E ESPOROTRICOSE: UMA
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RESUMO: Sporothrix corresponde a um género de fungos cosmopolitas
pertencentes ao filo Ascomycota, que incluem individuos saprébios e parasitas de
vertebrados e plantas. O complexo de espécies Sporothrix schenckii sdo fungos
dimorficos que possuem parede celular e produzem melanina. Algumas espécies
pertencentes ao complexo S. schenckii sdo causadores da criptococose, uma
micose subcutanea aguda ou crénica causada pelo contato traumatico com material
contaminado com esporos ou por animais doentes. O diagndstico para a doenca é
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realizado através de cultura e o tratamento envolve a terapia com itraconazol,
anfotericina B, terbinafina e uma solucdo saturada de iodeto de potassio. No
entanto, devido a toxicidade e ao aumento da resisténcia, as terapias usuais podem
ser drasticamente comprometidas. Desse modo, terapias alternativas utilizando
compostos naturais de plantas e o desenvolvimento de uma vacina sao
possibilidades interessantes. Assim, pesquisas que visem o desenvolvimento de
novas drogas, sintéticas ou naturais, séo significativamente importantes.

ABASTRACT: Sporothrix corresponds to a genus of cosmopolitan fungi belonging to
the Ascomycota phylum, which include saprobic individuals and parasites of
vertebrates and plants. The complex os Sporothrix schenckii species are dimorphic
fungi that have a cell wall and produce melanin. Some species belonging to the S.
schenckii complex cause cryptococcosis, an acute or chronic subcutaneous mycosis
caused by contact with material contaminated with spores or by sick animals. The
diagnosis for the disease is made by culture and treatment involves therapy with
intraconazole, amphotericin B, terbinafine and a saturated solution of potassium
iodide. However, due to toxicity and increased resistance, the usual therapies can be
dramatically compromised. Thus, alternative therapies using natural plants
compounds and the development of a vaccine are interesting possibilities. Thus,
research aimed at the development of new drugs, synthetic or natural, is significantly
important.
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1. COMPLEXO Sporothrix schenkii

Sporothrix corresponde a um género de fungos cosmopolitas pertencentes ao
filo Ascomycota, que incluem individuos saprébios e parasitas de vertebrados e
plantas (LOPEZ-ROMERO et al., 2011). Das 51 espécies descritas para o género, a
maior parte delas corresponde a individuos ndo patogénicos de habitos ambientais
que se desenvolvem em madeira em decomposicéo, plantas e no solo (GREMIAO et
al., 2017).

Sporothrix schenckii lato sensu € um complexo de espécies formado por
Sporothrix brasiliensis, Sporothrix luriei, Sporothrix schenckii stricto sensu e
Sporothrix globosa eambascompdem o denominado clado clinico, espécies de
importancia médica, por serem mais virulentas em mamiferos. Do outro lado, tem-se
a Sporothrix mexicana e a Sporothrix pallida, espécies moderadamente patogénicas
gue integram o clado ambiental (HAN; KANO, 2020).

O complexo de espécies S. schenckii sdo fungos dimoérficos, ou seja,
possuem duas formas sendo uma filamentosa e outra leveduriforme. Inicialmente, S.
schenckii formam colbnias brancas que se tornam marrons ou pretas ao passo que
os conidios sdo produzidos. Ja na fase parasitaria, apresentam-se como leveduras
ovais (Figura 1) (OLIVEIRA et al., 2011). A capacidade de mudar sua morfologia de
acordo com a temperatura, passando de um estilo de vida saprofitico micelial a 25
°C para um estado de levedura quando em contato com o hospedeiro de sangue
quente (35-37 °C), corresponde a um dos principais fatores para o sucesso da
infeccdo em mamiferos (RODRIGUES, HOOG; CAMARGO, 2016).

Esses fungos possuem parede celular e produzem melanina, que € um dos
fatores de viruléncia desses microrganismos. As espécies que produzem mais
melanina sdo mais infectantes do que as menos produtoras (TEXEIRA et al., 2010).
Ainda néo foi totalmente elucidado o processo de biossintese de melanina entre as
espécies de Sporothrix spp. No entanto, a producdo desse pigmento ocorre de
maneira mais rapida e mais abundante em S. brasiliensis do que em S. schenckii
(WALLER et al., 2020).
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Figura 1. Fotomicrografia do fungo (400x). (A) E possivel observar os conidiéforos contendo conidios
como um buqué na ponta (seta). (B) Forma leveduriforme de S.schenckii (Exame direto. 10x.
Coloracdo Romanowsky). (C) Imagem de S. schenckii. (D) Colénia melanizada de S. schenckii
(25°C).

Fonte: Barraza et al. (2018); Silva et al. (2018); Jiao et al. (2019) e Barros; Paes; Schubach ( 2011).

Infec¢cBes invasivas causadas por fungos tém contribuido para aumento das
taxas de morbimortalidade, principalmente de pacientes imuncomprometidos,
chegando a representar até 60% das causas de 6bitos (HAMILL, 2013).

Nos Ultimos anos, o0s casos de esporotricose tém aumentado
consideravelmente em zonas tropicais e subtropicais (LYON et al., 2003; KOVARIK;
NEYRA; BUSTAMANTE, 2008), inclusive no Brasil (SCHUBACH;BARROS;
WANKE, 2008; BARROS et al., 2010; MADRID et al., 2012).

2. ESPOROTRICOSE

A esporotricose é uma infec¢do causada por fungos do complexo Sporothrix,
gue acomete principalmente gatos e humanos. Esta infeccéo apresenta-se com altas
incidéncias no Brasil e na China, tornando-se um alerta global (RODRIGUES,
HOOG; CAMARGO, 2015).

Trata-se de uma micose subcutanea aguda ou crbénica causada pelo contato
traumatico com material contaminado com esporos ou por animais doentes (LOPEZ-
ROMERO et al.,, 2011). A esporotricose em humanos manifesta uma grande
variacao clinica e pode ser classificada como esporotricose cutanea (leséo restrita),
linfocutdnea (mais comum), cutanea disseminada (varias lesdes no corpo),
extracutanea (atinge varios 6rgaos e tecidos) e esporotricose pulmonar primaria,
neste Ultimo caso quando ocorre a inalacdo de conidios (OLIVEIRA et al., 2014).
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Infeccbes  sistémicas podem ocorrer em individuos imunodeprimidos,
comprometendo inameros o6rgdos (ZHOU et al.,, 2013). Uma vez dentro do
hospedeiro, a fase de conidios se transforma em levedura em resposta a
temperatura corporal, sendo esta a fase dominante nas infecdes (BONIFAZ;
VAZQUEZ-GONZALEZ, 2010).

Sabe-se que fungos se adaptam bem a areas quentes e Umidas e esses
fatores favoreceu a disseminacdo desses microrganismos em lugares que
apresentam tais caracteristicas como a Australia, China, India, Estados Unidos,
México e Panama (BRILHANTE et al., 2017). No Brasil, a espécie mais prevalente
nos casos de esporotricose felina € a S. brasiliensis e é considerada a mais virulenta
(WALLER et al.,, 2017), com capacidade de infectar cachorros e humanos
(THOMSON et al.,, 2019). Além disso, S. brasiliensis éepidémico eencontra-se
geograficamente restrito ao pais (RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2012). S.
schenckii stricto sensu, S. globosa e S.mexicana também estdo associadas aos
casos de esporotricose (BRILHANTE et al., 2017).

O estado do Rio de Janeiro vem sofrendo, nos ultimos anos, surtos de
esporotricose transmitidas diretamente de gatos para humanos. Esse surto
epizootico continua crescente no estado e em expansao para as demais regifes do
Brasil (QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD, 2019). Um estudo realizado por
Silva et al. (2018), relatou o primeiro surto de esporotricose em felinos na regiao
metropolitana do Recife.

2.1 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O padrdo-ouro utilizado para diagnéstico da esporotricose é a cultura, no
entanto, outras ferramentas como andlises soroldgicas, histopatolégicas e
moleculares podem ser utilizadas para auxiliar na deteccdo dessas infeccbes
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). O sucesso do tratamento depende
diretamente de um diagndstico rapido e seguro, pois os padrées de sensibilidade
aos antifungicos sao diferentes entre as espécies do complexo Sporothrix
(GREMIAO et al., 2017). Independentemente da espécie causadora da infeccéo, a
esporotricose pode ser tratada com itraconazol, anfotericina B, terbinafina e uma
solucdo saturada de iodeto de potassio por até 6 meses (Figura 2) (KAUFFMAN;
HAJJEH; CHAPMAN, 2000).
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Figura 2.Estrutura quimica dos antifungicos Anfotericina B e Itraconazol.
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Fonte: Nett; Andes (2016).

O Itraconazol € um antifingico triazélico com amplo espectro de atividade. Ele
age inibindo a 14a-desmetilase, enzima dependente do citocromo P450, resultando
na diminuigcdo do ergosterol e acumulo de 14a-metilesterdis causando defeitos na
membrana e afetando sua permeabilidade. Comporta-se como uma droga
fungistatica, ou seja, inibe o crescimento flngico, no entanto, doses altas podem
causar a morte desses patdogenos (JAIN; SEHGAL, 2003). A terbinafina é um
farmaco sintético derivado da alilamina sendo utilizado desde 1996, no tratamento
de micoses. Atua especificamente na biosintese de ergosterol (AJIT, et al., 2003).

Ja a anfotericina B é um antifangico macrolideo da classe dos polienos,
utiizado na clinica desde 1959, e produzido através da fermentacdo pelo
Streptomyces nodosus (HAMILL, 2013). Seu uso € indicado em casos de infeccfes
mais severas com altas taxas de sucesso, no entanto, h4 casos em que o0s
pacientes respondem lentamente ao tratamento ou a terapia € ineficaz e 0s mesmos
desenvolvem uma infecgéo cronica (ALMEIDA-PAES, et al., 2016), comprometendo
drasticamente o quadro clinico desses individuos. Seu mecanismo de acéo ocorre
por interacdo com o ergosterol, um dos principais componentes da membrana
fungica, comprometendo a permeabilidade da mesma (HAMILL, 2013).

A anfotericina B apesar de ser um potente antifingico, seu uso é restrito em
decorréncia de alguns efeitos colaterais, incluindo toxicidade renal e hepatica
(NETT; ANDES, 2016).

Vale ressaltar que devido o alto risco das terapias antifungicas sistémicas, é
importante isolar e identificar corretamente o patdgeno, tal pratica auxilia na escolha
do tratamento terapéutico mais adequado (JAIN; SEHGAL, 2003).
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3. RESISTENCIA FUNGICA

De acordo com as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) padronizadas
pelo Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, em inglés) e pelo Comité
Europeu de Testes de Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST, em inglés), cepas
fungicas com valores da CIM = 8ug / mL sao consideradas resistentes (WALLER et
al., 2020).

A escolha adequada da terapia antifingica tem relacdo direta com o agente
causador da infeccdo e seu perfil de susceptibilidade, desse modo, € crucial o
conhecimento sobre o mecanismo de acdo e perfil de resisténcia as drogas
antifangicas. Muitas cepas ja sao resistentes as drogas da classe dos triazolicos,
como o itraconazol, em consequéncia do seu imenso uso clinico (CUENCA-
ESTRELLA, 2010).

Um estudo realizado por Gutierrez-Galhardo e colaboradores (2010), verificou
a susceptibilidade antifangica de 91 linhagens de S. schenckii e os resultados
mostraram resisténcia para fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e
terbinafina. Cepas de S.brasiliensis j& sdo descritas como resistentes aos
antifangicos comumente utilizados no tratamento da esporotricose (WALLER et al.,
2017). Almeida-Paes et al., (2016), investigaram se a producdo de melanina
interfere na acdo do antifungico terbinafina e concluiram que a melanina produzida
por S. brasiliensis e S. schenckii protegem esses patégenos da acao da droga.

O aumento de casos de infeccbes fungicas é preocupante devido ao niumero
limitado de drogas antifungicas, pois tanto a toxicidade quanto a resisténcia
comprometem significativamente seu uso e eficacia. Todas as espécies do complexo
S. schenckii de importéancia clinica ja foram relatadas em infeccbes persistentes, o
que pode indicar resisténcia antifingica (SANCHEZ-HERRERA, et al., 2020).

Um fator relevante que contribuiu para a resisténcia antimicrobiana e colabora
com a reducédo da eficacia terapéutica é a capacidade que muitos microrganismos
possuem inclusive os fungos, em formar biofilmes (BRILHANTE, et al., 2017). A
adesdo a uma superficie € um fator fundamental para a formacdo do biofilme, e
espécies do complexo S. schenckii na forma de leveduras possuem alta capacidade
de aderéncia as células do epitélio. Assim, esses fungos conseguem aderir aos
tecidos do hospedeiro e até em dispositivos médicos implantados e formar o biofilme
(BRILHANTE, et al., 2018).
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4. AVANCOS TERAPEUTICOS

O aumento de cepas resistentes € um alerta para a saude publica, pois, reduz
drasticamente as opgoOes terapéuticas. Assim, sdo importantes pesquisas que visem
a descoberta de novos agentes antifingicos inclusive, de origem natural. Extratos
vegetais sdo ricos em compostos com acdo medicinal. Essas substancias ja séo
bem descritas na literatura com caracterizacdo e atividades biolégicas bem
definidas. Os flavonoides como a quercetina e rutina, e alguns acidos fendlicos,
apresentam atividade antifangica contra Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium
spp., Candida albicans e também para S. schenckii (WALLER et al., 2017). Desse
modo, € importante que outros compostos produzidos pelas plantas também possam
ser explorados quanto a atividade antifingica.

O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a esporotricose é uma
alternativa interessante. A producao de uma vacina é um caminho possivel uma vez
gue uma resposta humoral especifica contra Sporothrix ja foi relatada. Sporothrix 3-
carboximuconato ciclase (Gp70 e Gp60) emerge como um alvo promissor para
estudos de vacinacdo uma vez que essas glicoproteinas ja foram reconhecidas por

anticorpos no soro de felinos infectados (GREMIAO et al., 2017).

5. CONCLUSAO

Fungos do complexoS. schenckii sdo patdégenos causadores da espororicose,
uma infeccdo fudngica invasiva que pode ser fatal. Esses microrganismos
apresentam diversas caracteristicas associadas aos seus fatores de viruléncia
inclusive, resisténcia aos antifungicos. Assim, devido a limitada disponibilidade de
agentes antifangicos, pesquisas que visem o desenvolvimento de novas drogas,

sintéticas ou naturais, sao significativamente importantes.
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