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RESUMO

Fungos ambientais podem causar infec¢des em plantas, humanos e animais. Na agricultura
pela exposicao prévia aos fungicidas agricolas, eles tém se tornado resistentes e na interface campo
cidade, muitos tém o potencial de infectar humanos e ocasionar infecgbes de dificil tratamento, o
gue tem gerado uma busca incessante por novas alternativas de combate as infec¢cbes fungicas.
Nesse contexto, o objetivo principal do presente trabalho foi investigar a atividade antifingica ou
antibiofiime de farmacos com potencial de reposicionamento associados a diferentes agentes
antifngicos recomendados para o combate de fungos envolvidos em micoses superficiais. Também
foi contextualizado a resisténcia do complexo de espécies de Fusarium graminearum aos fungicidas
agricolas; o perfil de suscetibilidade de fungos envolvidos em micoses humanas e a busca por novos
alvos terapéuticos por docking molecular. Para tanto, diferentes metodologias foram utilizadas a fim
de encontrar a CIM, CAM e CMEB dos farmacos, bem como estabelecer as combinacdes e o tempo
de morte das células fungicas na forma planctbnica ou séssil. Também foram avaliadas a
alergenicidade e citotoxidade das associagfes, bem como realizadas analises in vitro de toxicidade
para as combinacgdes, e previsdo de novos alvos terapéuticos por meio dos web servidores PASS,
SwissTargetPrediction, e Cortellis Drug Discovery Intelligence. NOs observamos que as
associagdes CLIO-VRC e CLIO-CPX impediram a formag&o de biofilme por Fusarium spp., bem
como a associagdo CLIO-CPX foi capaz de remover in vitro os biofilmes dos dermatofitos. Além
disso, nenhuma das associagfes foi alergénica ou citotoxica in vitro e resultados positivos foram
encontrados nos ensaios in vitro. Quanto a resisténcia aos fungicidas agricolas ela pode influenciar
na elevagdo da producdo de micotoxinas, e embora exista um arsenal terapéutico disponivel para
0 combate das infec¢des fungicas na clinica médica humana, nem todos os antifingicos séo
eficazes na eliminacdo de todos os microrganismos fungicos, sendo o teste de suscetibilidade uma
ferramenta importante para revelar a melhor opcéo terapéutica. Por fim, encontramos pelos
programas computacionais Switt target e PASS novos alvos terapéuticos para a nitroxolina, um
antibacteriano com potencial de reposicionamento. Finalmente, concluimos que o tratamento para
as micoses humanas e agricolas envolve a adocao de medidas que visem impedir a resisténcia,

uma vez que ela é um dos principais problemas relacionados as doencgas fungicas.
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ABSTRACT
Environmental fungi can cause infections in plants, humans, and animals. In agriculture, due to
previous exposure to agricultural fungicides, they have become resistant and at the field-city
interface, many have the potential to infect humans and cause difficult-to-treat infections, which has
generated an incessant search for new alternatives to combat fungal infections. In this context, the
main objective of the present work was to investigate the antifungal or antibiofilm activity of drugs
with repositioning potential associated with different antifungal agents recommended for combating
fungi involved in superficial mycoses. The resistance of the Fusarium graminearum species complex
to agricultural fungicides was also contextualized; the susceptibility profile of fungi involved in human
mycoses and the search for new therapeutic targets by molecular docking. For that, different
methodologies were used to find the MIC, CAM, and CMEB of the drugs, as well as to establish the
combinations and the death time of the fungal cells in the planktonic or sessile form. The allergenicity
and cytotoxicity of the associations were also evaluated, as well as in vitro analyzes of toxicity for
the combinations, and prediction of new therapeutic targets through the PASS,
SwissTargetPrediction, and Cortellis Drug Discovery Intelligence web servers. We observed that the
CLIO-VRC and CLIO-CPX associations prevented the formation of biofilms by Fusarium spp., as
well as the CLIO-CPX association was able to remove dermatophyte biofilms in vitro. Furthermore,
none of the associations were allergenic or cytotoxic in vitro and positive results were found in vitro
assays. As for resistance to agricultural fungicides, it can influence the increase in mycotoxin
production, and although there is a therapeutic arsenal available to combat fungal infections in
human medical clinics, not all antifungals are effective in eliminating all fungal microorganisms, being
the susceptibility testing an important tool to reveal the best therapeutic option. Finally, we found by
computer programs Switt Target and Pass new therapeutic targets for nitroxoline, an antibacterial
with repositioning potential. Finally, we conclude that the treatment for human and agricultural
mycoses involves the adoption of measures to prevent resistance since it is one of the main problems

related to fungal diseases.
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1. INTRODUGAO

A busca pela sobrevivéncia € uma corrida complexa, todos 0s seres vivos sem
excecao, buscam se estabelecer e perpetuar suas espécies. Do menor ao maior, do
pequeno ou grande, todos eles estabelecem interacdes que podem ser benéficas ou
ndo. Os fungos sdo um dos microrganismos mais antigos na terra e sdo responsaveis
por diversas interacdes, estabelecem por exemplo, interagdo com as raizes das
plantas e formam as micorrizas ou entdo colonizam a pele de humanos e juntos com
outros microrganismos constituem a microbiota. Pode-se dizer que s&o
imprescindiveis, a vida na terra inclusive é dependente deles, alguns sé&o
decompositores, outros sdo patogénicos, mas e quem disse que a patogenicidade é
ruim, ja que estamos todos predestinados a morte? Para um bidlogo chamado Charles
Darwin, isso apenas seria a selecao natural.

Obviamente que nenhuma planta, animal humano ou n&o, gostaria de ser
infectado por um fungo. Quando ocorre, a infec¢cao geralmente € muito dificil de tratar,
nas plantas os conidios germinam e expandem suas hifas fungicas ao longo do tecido
vegetal, devorando tudo que vem pela frente, caso ndo combatido, a morte € certa.
Como resultado, a agricultura mundial pode ser afetada e milhdes de ddlares sdo
perdidos anualmente, como €é o caso da fusariose em trigo. Por outro lado, milhdes de
dolares sdo perdidos anualmente com as infec¢des fungicas em humanos. Embora
nao seja grande o numero de microrganismos fungicos patogénicos, estima-se que
cerca de 300 espécies estao envolvidas, quando acometem humanos podem levar
eles a morte, seja pela viruléncia ou resisténcia do microrganismo, ou entdo pelas
debilidades do sistema imunoldgico.

No corpo humano, eles podem ser encontrados infectando varios sitios
anatdmicos, como pele, unhas, 6rgédos, tecidos, alguns, podem inclusive espalhar-se
via corrente sanguinea e ocasionar uma infec¢do fangica generalizada, outros,
infectam sitios anatdmicos especificos formam uma estrutura de resisténcia e
viruléncia que garante sua sobrevivéncia e permanecem ali por anos. Esses sédo 0s
casos dos géneros Fusarium, Tricophyton e Microsporum que ocasionam infec¢des
superficiais, mas dificeis de combater, como por exemplo a ceratite, a onicomicose e
a infecgcéo do couro cabeludo.

Quando esses fungos adotam o estilo de vida séssil, sdo cerca de 1000 vezes

mais resistentes e 0 pouco arsenal terapéutico disponivel ndo é capaz de elimina-los,



ja que existem varias limitacdes dentro da arquitetura fangica que impedem a forte
acao antifungica. Sendo assim, uma das melhores opc¢des para combater os biofilmes
ou impedir a formacédo deles, € através de combinacdes entre farmacos, sejam
antibacterianos, anti-inflamatorios, antiparasitarios ou até mesmo antifingicos. E
sabido que quando dois ou mais farmacos sédo associados, consideraveis reducdes
na concentragcdo ocorrem, além de baixa toxicidade, combate de resisténcia e
eliminacao de biofilmes. Nesse contexto, n0s realizamos uma combinacao entre o
clioquinol e diferentes antifingicos a fim de observar o potencial antibiofilme ou
removedor de biofilme quando os mesmos foram associados.

Além disso, devido a resisténcia que os organismos fungicos tém exibido nos
altimos anos, assim como o aparecimento de espécies emergentes e muitas vezes
resistentes a maioria dos agentes antifingicos, técnicas in vitro de predi¢cdo de novos
alvos terapéuticos sdo uteis para o redirecionamento de novos farmacos, e portanto
as abordagens in vitro também podem ser utilizadas para a descoberta de novos alvos
terapéuticos. No presente trabalho, por docking molecular nés realizamos a predilecéo
dos possiveis alvos terapéuticos da nitroxolina e também analisamos o perfil de
suscetibilidade de fungos envolvidos em micoses humanas, além de observar a
resisténcia do complexo de espécies de Fusarium graminearum aos fungicidas

agricolas e relacionamos com expressao de micotoxinas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade antifungica ou antibiofilme de farmacos com potencial de
reposicionamento associados a diferentes agentes antifUngicos recomendados para

0 combate de fungos envolvidos em micoses superficiais.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o perfil de suscetibilidade antifungica do clioquinol e demais antifingicos
indicados para o tratamento de onicomicose, ceratite ou tinea capitis causadas por

Trichophyton rubrum, Fusarium spp. e Microsporum canis.

Investigar o potencial de formacéo de biofilme por Fusarium spp., Trichophyton rubrum

e Microsporum canis.

Determinar in vitro a Concentracdo Antibiofilme Minima (CAM) e a Concentracdo
Minima Erradicadora de Biofiime (CMEB) dos antifungicos selecionadas frente a

dermatofitos e ndo-dermatofitos.
Determinar por Checkerboard (CK) e por Time Kill Combination (TKC) as mais
eficazes combinacdes para a acdo preventiva e/ou removedora de biofilmes fangicos

causados por fungos filamentosos.

Determinar o potencial citotoxico e alergénico da melhor combinacao frente a espécies

de Fusarium causadoras de onicomicose e ceratite.

Investigar os mecanismos de agéo da nitroxolina in vitro e in vitro.

Avaliar o impacto da resisténcia do complexo de espécies de Fusarium graminearum

aos fungicidas agricolas.



e Reunir os diferentes perfis de suscetibilidade de fungos envolvidos em infeccbes

fungicas.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O Reino fungi e as infecgoes fungicas

O reino fungi é considerado um dos maiores reinos de organismos vivos, é
encontrado em todas as zonas de temperatura da terra, e composto por
aproximadamente 6 milhdes de espécies fungicas que juntas constituem um grupo
diverso, formado por uma ampla variedade de ciclos de vida, metabolismo,
morfogénese e ecologia (Choi & Kim, 2017). Por conta disso, os fungos séao
considerados os principais atores ha maioria dos ecossistemas, além disso, enquanto
uns sao extremos, outros sdo muito comuns (Magan, 2007; Janbon et al., 2019).
Alguns inclusive ocasionam doencas em plantas, como também podem evoluir de
maneira que sejam capazes de infectar humanos e animais, outros podem ser
saprébios do solo ou viver sobre matéria organica em decomposi¢do e quando em
contato com humanos podem ocasionar infec¢des (De Chaves et al., 2020; De Chaves
et al., 2022).

Estima-se que diariamente, os seres humanos inalam entre 1.000 a 10 bilhdes
de células reprodutivas fangicas (American Academy of Microbiology, 2017) e apesar
da grande quantidade, felizmente nem todas sdo patogénicas. No entanto, cerca de
600 espécies fungicas estdo associadas a humanos em processos comensais, Como
parte do microbioma ou em casos de patogenia, sendo que destas, cerca de 300
infectam humanos (American Academy of Microbiology, 2017; Lionakis & Levitz,
2017). Contudo, poucas sdo graves, uma vez que a temperatura corporal € um forte
impedimento para patdgenos fungicos (Robert & Casadevall, 2009). Todavia,
individuos com debilidades no sistema imunol6gico podem ser acometidos por
infec¢des fungicas com maior frequéncia do que aqueles que sdo saudaveis, que por
sua vez também correm o risco de ser afetados por patdgenos fangicos,
especialmente os emergentes (American Academy of Microbiology, 2017). Porém, séo
varias as infecgcbes fungicas que esses microrganismos podem ocasionar e elas
variam desde infec¢des superficiais a invasivas e disseminadas (Sidrim & Rocha,
2012).

Nesse contexto, acredita-se que cerca de 1 bilhdo de pessoas sao afetadas
anualmente por micoses superficiais, 4,9 milhdes por infec¢des invasivas e 20 milhdes
apresentam doencas fungicas alérgicas, e estima-se que elas matam mais de 1,5

milhées de pessoas por ano (Bongomin et al., 2017). Sendo assim, o impacto dos



fungos para a saude humana e a economia é alarmante, pois as infecgdes flngicas
custaram para os EUA em 2019 mais de 7,2 bilhdes de ddlares (Benedict et al., 2019).
Ao passo que no Brasil, infelizmente, as infec¢des fungicas sdo negligenciadas pelas
autoridades de saude publica, uma vez que ndo se tem um banco de dados oficial
sobre infec¢Bes fungicas notificadas, o que acaba por prejudicar a aquisicdo de dados
epidemioldgicos e mascara a prevaléncia de infecgdes fangicas superficiais ou
invasivas no pais (Giacomazzi et al., 2016). Apesar disso, a pesquisa de Giacomazzi
et al. (2016) estima que 3,8 milhdes de brasileiros sao afetados por infec¢des fungicas
graves.

Obviamente que alguns desses microrganismos causadores de infeccfes
desenvolveram mecanismos que 0s capacitassem para infeccdes em humanos ou
animais, tais como os dermatofitos que utilizam a queratina presente na pele, cabelo
e unhas (Costa-Orlandi et al.,, 2014). Por outro lado, outros em situacbes de
oportunismo multiplicam-se em demasia espalhando-se por todo o corpo e
ocasionando infec¢des fungicas sistémicas, como é o caso de algumas espécies de
Candida vinculadas a endoftalmite enddégena (Zhuang et al., 2020). Enquanto outros,
emergiram do campo, por meio da forte utilizacdo de agroquimicos utilizados para
combaté-los como fitopatdégenos de culturas agricolas e tem ocasionado doencas de
dificil tratamento na clinica médica humana, algumas espécies de Fusarium, por
exemplo (Batista et al., 2020). Contudo, por mais alarmante que seja a ameaca direta
que os fungos representam a saude humana, ela é superada pelo efeito indireto das
doencas fungicas das plantas que comprometem a seguranca alimentar mundial. Os
fungos sdo responsaveis por epidemias capazes de matar ou reduzir a producao de
alimentos basicos, tais como arroz, trigo e milho, além disso podem produzir
micotoxinas que quando ingeridas podem resultar em problemas imunolégicos,

teratogénicos ou até mesmo cancer (American Academy of Microbiology, 2017).

3.2 O género Fusarium e as infec¢goes fungicas em plantas e em humanos

3.2.1 Caracteristicas gerais do género
Fusarium sp. pode ser observado em diversos ambientes, como solo, agua, ar,
detritos organicos ou até mesmo plantas (Al-Magtoofi & Thornton, 2016;

Tupaki-Sreepurna & Kindo, 2018). Como € um microrganismo ubiquo, algumas



espécies sdo saprofiticas e outras ocasionam doencas em plantas, logo, algumas
também sdo patogénicas de humanos e animais, como F. solani, F. oxysporum, F.
fujikuroi entre outras (Galletti et al., 2015; Al-Hatmi et al., 2016; Halfeld-Vieira et al.,
2016; Herkert et al., 2019).

Embora seja um género emergente quando se trata de infec¢cdes em humanos,
as células em formato de bananas foram observadas pela primeira vez em 1809, no
entanto apenas em 1821 foram chamadas de Fusarium (Summerell, 2019). Nos anos
seguintes, amplas revisfes taxondmicas foram realizadas até que em 1971 o género
foi reconhecido e incorporado a ele 44 espécies, as quais foram analisadas quanto as
caracteristicas morfologicas, como microconidios e estruturas reprodutivas sexuais,
gue poderiam ser utilizadas para diferencia-las (Summerell, 2019). Atualmente o
género conta com cerca de 300 espécies que estdo incluidas no reino Fungi, sub-
reino Eumicota, filo Ascomycota, subfilo Pezizomicotina, classe Sordariomycetes,
subclasse Hypocreomycetidae, ordem Hypocreales, familia Nectriaceae (Munkvold,
2017; Taheri, 2018).

Ainda que tenha um numero bem significativo de espécies, devido as
similaridades genéticas e fenotipicas que elas exibem entre si, as mesmas estao
distribuidas em complexos de espécies (SC) e até o momento sédo reconhecidos 22
complexos, sendo que dez deles tém maior importancia para a saude humana ( F.
solani - FSSC, F. oxysporum - FOSC, F. sambucinum — FSSC, F. dimerum - FDSC,
F. fujikuroi - FFSC, F. lateritium FLSC, Fusarium incarnatum-equisetti- FIESC, F.
tricictum (FTSC), F. dimerum - FDSC e F. chlamydosporum - FCSC (Al-Hatmi et al.,
2016; Najafzadeh et al., 2020). Enquanto para a agricultura um dos mais importantes
€ o F. graminearum - FGSC que esta envolvido em perdas econdmicas altissimas
tanto para os agricultores quanto para diversos setores envolvidos na comercializacéo
de diferentes cereais (De Chaves et al., 2022).

Todavia, quando se trata de reproducdo, o género é bem versatil, algumas
espécies se reproduzem de maneira assexuada (F. sporotrichioides, F. succisae, F.
venenatum, etc), enquanto outras exibem os dois tipos de reproducdo, como é o caso
de F. graminearum, F. solani, F. verticillioides e F. proliferatum. No entanto, para que
0 cruzamento ocorra, um conidio ou fragmento de hifa doa o nucleo para um
protoperitécio de uma cepa com reproducdo oposta, quando a fertilizacado ocorre, 0
desenvolvimento do peritécio se inicia, levando a meiose e a formacéao do asco e dos

ascosporos (Leslie & Summerell, 2006). Durante o processo infeccioso no trigo por



exemplo, o microrganismo produz ascésporos e conidios para suportar as condigdes
ambientais desfavoraveis e aumentar seu numero e distribuicdo na planta (Son et al.,
2014). Ainda que a reproducdo assexuada seja a maneira mais importante de
reproducao fungica e auxilie na dispersdo do fungo e manutencéo de uma epidemia,
a reproducado sexual € importante para garantir a variagdo genética (Qi et al., 2018).

Em condicdes laboratoriais, as espécies que compdem 0 género crescem em
meios de cultura sem cicloheximida e variam em cor, além de algumas produzirem
pigmentos violaceos que se difundem sobre 0 meio de cultura, tais como as que
compdem o FSSC (Tupaki-Sreepurna & Kindo, 2018). No agar batata dextrose, por
exemplo, podem exibir colénias com uma superficie aveludada ou algodoada, com
coloracdo variada na superficie (branco, amarelo, roxo, rosa, salmdo ou cinza),
enguanto gue no reverso, pode ser observada coloracdo pélida, vermelha, violacea,
marrom ou até mesmo azul (Figural) (Tupaki-Sreepurna & Kindo, 2018).

Quando analisada a micromorfologia, observam-se hifas hialinas, septadas e
ramificadas, cujo micélio aéreo é capaz de produzir diferentes tipos de conidios
denominados macroconidios ou microconidios (Tupaki-Sreepurna & Kindo, 2018). Os
macroconidios sédo classicos para a identificacdo de Fusarium sp. e como ja
mencionado, remontam ao formato de canoas ou bananas multisseptadas falcadas
com um apice em bico e uma célula basal pedicelada, e sdo originados em
monofialides ou polifialides presentes em estruturas conhecidas como esporodéquios.
Por outro lado, os microconidios sdo curtos, com formato piriformes, fusiformes ou
ovais e podem ter uma ou duas septacdes (Al-Hatmi et al., 2016; Lainhart et al., 2018).
Uma outra caracteristica importante, é a producdo de clamiddésporos que sao
estruturas de reproducdo localizadas lateralmente ou entre as hifas
(Tupaki-Sreepurna & Kindo, 2018).



Figura 1. Representacao das estruturas macro e micromorfolégicas de Fusarium

spp.. (a-b) verso, (c) reverso, (d) macroconidios multisseptados, (e) microconidios em

polifialides, (f) clamidoésporos. Fonte: Micology Online.

No laboratdrio clinico, a identificacdo de Fusarium ocorre até o nivel de género,
uma vez que a identificacdo ao nivel de espécie é bem dificil por conta das
similaridades que as espécies exibem entre si, dessa maneira, quando necessario
identificar a espécie, opta-se pela identificacdo molecular, que geralmente envolve a

utilizagdo de PCR seguido por sequenciamento (Lainhart et al., 2018).

3.2.1.1 InfecgBes fungicas de Fusarium em plantas

N&o sédo poucas as plantas que Fusarium pode infectar, sdo descritas na
literatura, infeccbes em abacaxi, tomate, ervilha, pepino, banana, arroz, cevada,
centeio, etc (EI-Sharkawy et al., 2020; Zhao et al., 2021). Mas uma das infec¢des que
tem muito destaque por interferir na saiude dos consumidores e por questdes
econbmicas, uma vez que traz prejuizos a agricultura mundial, envolve o complexo de
espécies de Fusarium graminearum (FGSC), este por sua vez tem se destacado
guanto ao seu potencial de patogenia, resisténcia e producdo de micotoxinas em
graos de trigo (De Chaves et al., 2022).



3.2.1.2 Infecc¢des fungicas por Fusarium em humanos

Nos humanos é um verdadeiro patégeno oportunista e foi reconhecido por
ocasionar fusarioses na década de 50. Embora as infec¢cdes ocorram principalmente
em areas tropicais e subtropicais, Fusarium foi considerado um patégeno global
apenas nas Ultimas trés décadas (Al-Hatmi et al., 2016). E um fungo capaz de
ocasionar uma ampla gama de infec¢des e todas elas sao de dificil tratamento,
estando envolvido em casos de fungemia, micetoma, infeccio de pele, doengas nos
pulmdes (incluindo doencas alérgicas e pneumonia), entre outras (Lainhart et al.,
2018; Thomas et al., 2020). Algumas séo raras, como endocardite, infeccdes do trato
urindrio e osteomelite, outras, porém sdo mais frequentes, como a ceratite e a
onicomicose (Tupaki-Screenpurna et al., 2018; Lainhart et al., 2018). Por conta da
ampla gama de infeccdes, as fusarioses estao classificadas como a terceira causa
mais comum de infec¢cdes por fungos filamentosos, antecedidos apenas por
aspergilose e zigomicose (Tupaki-Screenpurna et al., 2018).

Obviamente que as espécies sdo muito versateis e tém diferentes predilecdes
por determinadas regifes no corpo, por exemplo, F. falciforme e F. keratoplasticum
sao frequentemente recuperadas de infec¢des superficiais, enquanto F. petroliphilum
€ comum em infec¢des disseminadas (Al-Hatmi et al., 2016; Muraosa et al., 2017).
Contudo, independente do sitio anatbmico, a maioria das espécies de relevancia
clinica estéo incluidas dentro dos principais complexos de espécies que sdo o FSSC
e 0 FOSC, representando aproximadamente 80% das infeccdes (Al-Hatmi et al.,
2016). Todavia, as infec¢bes dependem muito das condi¢ées de saude do hospedeiro,
por exemplo, pacientes imunocompetentes, podem ser acometidos por infec¢des
superficiais como onicomicose e ceratite, geralmente infeccbes localizadas
ocasionadas por trauma e raramente se disseminam. Enquanto individuos
imunocomprometidos que podem ter deficiéncias hematologicas como
imunodeficiéncia grave das células T, ou que passaram por transplantes de 6rgaos ou
exibem neutropenia prolongada podem desenvolver fusariose invasiva, que ocorre
principalmente pela inalacdo dos conidios com subsequente disseminagao
hematogénica (Lainhart et al., 2018; Rosa et al., 2019).

Como observado acima, ha uma ampla gama de infeccbes que sao

ocasionadas por Fusarium spp., contudo este trabalho se limitara apenas a
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abordagem e aprofundamento das doencas superficiais, como por exemplo ceratite e

onicomicose.

3.3 Os géneros Trichophyton e Microsporum e as infeccées fungicas em

humanos

3.3.1 Caracteristicas gerais dos géneros Trichophyton e Microsporum

Enquanto Fusarium spp. € um género emergente em humanos, Trichophyton
sp. e Microsporum sp. pertencem a um grupo antigo de microrganismos que sao
considerados um problema de saude publica por conta do alto poder de
transmissibilidade que eles possuem (Dabas et al., 2017; Martinez-Rossi et al. 2017).
Esses fungos foram observados pela primeira vez em 1841 por Robert Remak e David
Gruby, e sdo chamados de dermatofitos porque compdem um grupo de
microrganismos constituido por fungos filamentosos, hialinos, septados, algumas
vezes artroconidiados, queratinofilicos e que se assemelham filogeneticamente
(Mezzari e Fuentefria, 2012; Sidrim e Rocha, 2012; De Hoog et al., 2017). Dessa
maneira, estdo incluidos no Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Euascomycetes,
Ordem Onygenales e familia Arthrodermataceae (Rouzaud et al., 2016).

Sao fungos que possuem habitat variavel, e podem ser classificados como
fungos gedfilicos, zoofilicos ou antropofilicos. Espécies que séo antropofilicas,
colonizam naturalmente os humanos, sendo transmitidas entre eles e geralmente
ocasionam infeccBes crbnicas, leves, nao-inflamatoérias, atingindo proporcdes
epidérmicas, tais como Trichophyton rubrum. Por outro lado, as espécies zoofilicas
vivem em associacdo com animais e podem infectar humanos através de seus
reservatorios, ou seja, podem estar na pele dos animais tanto sintomaticamente
guanto assintomaticamente (Microsporum canis). JA os dermatofitos geofilicos tém
seu habitat no solo, vivendo sobre tecidos queratinosos em decomposi¢cédo. Quando
transmitidas aos humanos, as espécies geofilicas (M. gypseum) e zoofilicas
ocasionam micoses inflamatérias agudas (De Hoog et al., 2017). Ainda que as
espécies variem gquanto ao habitat, acredita-se que a origem dos dermatdfitos
patogénicos seja proveniente de espécies ancestrais geofilicas, que poderiam ser prée-
adaptadas a patogénese cutanea, uma vez que eram capazes de decompor queratina

de pelos ou penas presentes no solo (Weitzman & Summerbell, 1995).
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Atualmente estdo incluidas no género Microsporum aproximadamente 14
espécies, com M. canis representando uma das principais relacionadas ao género.
Por outro lado, Trichophyton sp. possui cerca de 20 espécies com T. rubrum sendo
um dos principais representantes (Mezzari e Fuentefria, 2012, Rocha e Sidrim, 2012).
No que tange aos aspectos macro e micromorfolégicos, M. canis apresenta
crescimento rapido em agar Sabouraud que pode variar entre 6 e 10 dias. As colonias
apresentam aspecto algodonoso, com discreto relevo umbilicado e radiado, de
tonalidade branca, cujo reverso exibe coloracdo amarelo-liméo que com o passar do
tempo pode-se difundir no meio e torna-lo castanho. No microscépio éptico, M. canis

apresenta grande quantidade de macroconidios fusiformes de paredes grossas e com

varios septos, geralmente entre 5 a 7 (Figura 2) (Sidrim e Rocha, 2012).

Figura 2. Representacdo das caracteristicas macro e micromorfologicas de
Microsporum canis. (a) verso, (b) reverso, (c) macroconidios. Fonte: Mycologia

online.

Diferentemente de M. canis que produz grande quantidade de macroconidios,
Trichophyton spp. produz uma grande quantidade de microconidios, e estes podem
ser piriformes, ovalares ou redondos, dispostos em acladium ou em cachos, 0s

macroconidios por sua vez, quando presentes, exibem aspecto de clavas alongadas
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com duas a noves septacOes, cujas paredes sao lisas e podem estar dispostos
lateralmente, diretamente nas hifas ou em pedicelos curtos (Figura 3). Comparado a
M. canis, T. rubrum por exemplo, exibe crescimento intermediario desenvolvendo-se
entre 12 e 16 dias em agar Sabouraud, as colénias aparentam textura algodonosa ou
velutosa cujas pregas radiais formam uma pequena saliéncia no centro da colonia
(Kidd et al., 2016; Sidrim e Rocha, 2012).

Figura 3. Representacdo das caracteristicas macro e micromorfolégicas de

Tricophyton rubrum. (a) verso, (b) reverso, (c-d) macroconidios e microconidios.
Fonte: Mycologia online.

No laboratorio clinico, o padrédo-ouro para o diagnostico desses
microrganismos envolve a observacao das estruturas fangicas por microscopia optica,
que sao clarificadas com hidroxido de potassio (KOH) 40%, e posterior observagéo
das estruturas fungicas por meio do cultivo do microrganismo. Além disso, pode-se
adotar a utilizacdo de técnicas de diagnostico molecular para melhorar a sensibilidade
e diminuir a espera do resultado (Ross et al. 2020). Nesse contexto, varias técnicas
baseadas em DNA podem ser utilizadas, por exemplo, PCR espécie-especifica, PCR-
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RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo de reagcdo em cadeia

da polimerase), além de PCR em tempo real (Ahmadi et al. 2015).

3.3.1.1 Infecg¢Bes fungicas por Trichophyton rubrum e M. canis

Diferentemente de Fusarium sp. que pode infectar varios tipos de tecidos
anatdbmicos, os dermatofitos séo restritos a tecidos queratinizados pois sdo capazes
de invadir e sobreviver nessas estruturas, onde utilizam a queratina como fonte de
nutriente e ocasionam preferencialmente micoses cutaneas que sdo chamadas de
tineas e classificadas de acordo com a regido onde sao encontradas (Andrade et al.
2019).

Dentre os dermatdfitos, Tricophyton sp. € um dos fungos de maior importancia
médica, e como ja mencionado T. rubrum é a espécie mais relevante pois é
responsavel por aproximadamente 80% de todas as infec¢bes por dermatofitos, e é a
espécie mais isolada, especialmente em casos de tinea unguium (Lang et al. 2019).
A alta prevaléncia de T. rubrum deve-se ao fato de a espécie ser refrataria ao
tratamento usual devido a grande adaptacédo ao hospedeiro humano (Dalla Lana et al.
2018). Por outro lado, M. canis € a espécie mais transmitida de pequenos animais
para humanos e esta relacionada principalmente a tinea capitis, uma infeccdo do
cabelo e couro cabeludo (Zhi et al., 2020).

As infeccBes por dermatdéfitos podem afetar cerca de 40% da populacéo
humana e estima-se que entre 10 a 15% da populacdo sera infectada por esses
fungos pelo menos uma vez durante a vida (Andrade et al. 2019). As dermatofitoses
sao altamente contagiosas, uma vez que podem se disseminar por contato direto ou
indireto, seja pela exposicdo aos esporos fungicos que podem ser liberados pela
descamacdo cutanea, pelos de animais infectados ou fémites contaminados que

podem ser fonte de infeccédo e reinfeccdo (Andrade et al. 2019).

3.4 Os biofilmes e as infecgdes fungicas superficais por Fusarium spp. T.
rubrum e M. canis

Os biofilmes séo a forma de vida mais bem sucedida na terra e foram descritos
pela primeira vez em 1936 (Zobell & Anders, ANO; Flemming & Wingender, 2010).

Desde entdo, grandes avancos foram feitos e que ocasionaram mudancas
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consideraveis no entendimento sobre a forma como os microrganismos sobrevivem
em ambientes naturais ou até mesmo em tecidos de hospedeiros (Harding et al.,
2009). Hoje, sabe-se que na maior parte do tempo, 0s microrganismos vivem aderidos
a superficies bidticas ou abidticas e formam comunidades que sao revestidas por uma
matriz polimérica extracelular, capaz de os proteger dos efeitos adversos do ambiente
(Mukherjee et al. 2012). Nesse tipo de comportamento, sdo altamente resistentes aos
antimicrobianos, pois a matriz diminui a suscetibilidade aos farmacos, uma vez que
age como uma barreira fisica que dificulta a penetracao deste no biofilme (Vila et al.,
2015).

Vérios sdo os microrganismos formadores de biofilmes e nas ultimas décadas
tém sido demonstrado que muitos fungos filamentosos tém o potencial de formar
biofilmes e quando eles adotam esse estilo de vida, tém protecao celular, aumento da
viruléncia, tolerdncia aumentada ao stress ambiental e fisico, além de cooperacdo
metabdlica e expressdo diferenciada de genes quando comparados as células
planctdnicas (Brilhante et al. 2017; Cordova-Alcantara et al., 2019).

Toda essa protecdo, deve-se principalmente a matriz que é considerada um
conglomerado de diferentes tipos de biopolimeros e que tem um papel crucial na
manutencdo do biofilme, pois € constituida por varios elementos como
polissacarideos, lipideos e &cidos nucleicos, que juntos fornecem a estabilidade
mecanica para o biofilme, medeiam a adesé&o a superficies, além de formar uma rede
tridimensional coesa que interconecta e imobiliza transitoriamente as células do
biofiilme (Flemming & Wingender, 2010). Nela também estdo presentes diversas
moléculas que sdo responsaveis pela comunicacdo celular dentro do biofilme
(Azeredo et al. 2017). Dessa maneira, no biofilme a matriz polimérica extracelular
representa cerca de 90%, enquanto o microrganismo em si corresponde por menos
de 10% de massa seca (Flemming & Wingender, 2010).

Basicamente, para a formacao do biofilme ha um abandono na condicdo movel,
ou seja, na fase em que as células se encontram solitarias, também conhecida como
fase planctbnica, e a formacdo de um novo arranjo estrutural se inicia a partir das
células planctdnicas que se depositam sobre uma determinada superficie.
Estruturalmente, a formacdo do biofilme fungico filamentoso envolve seis fases
(Figura 4), sendo que a etapa | é a fase inicial e reversivel, onde os conidios ou
fragmentos de hifas se depositam e estabelecem contato fisico com a superficie
(Harding et al. 2009).
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O inicio da fixacdo é mediado por fatores ndo especificos como a
hidrofobicidade de componentes estruturais da parede celular, como por exemplo as
hidrofobinas que séo proteinas que estabilizam a adeséao dos conidios e hifas para
superficies bidticas e abidticas, e também é mediado por for¢as eletrostaticas, cuja
interacao entre os componentes estruturais da parede celular do fungo e a superficie
bidtica ou abidtica geram uma forca de atracao fraca e, portanto, reversivel (Ramage
et al. 2009; Gonzales- Ramirez et al. 2016, Cordova-Alcantara et al. 2019).

(i) =il =i} ——> () > () > (vi)

Figura 4. Fases de formacé&o de biofilme de fungo filamentoso. Fase |: Adsorgéo
de propagulo. Fase II: Fixacao ativa a superficie. Fase Ill: Formacao de microcoldnias.
Fase IV: Maturacao inicial. Fase V: Biofilme maduro e desenvolvimento reprodutivo.

Fase VI: Disperséo ou fase planctonica (Fonte: Harding et al. 2009).

Por outro lado, a etapa Il é a fase de fixacdo, nesse periodo, o microrganismo
secreta substancias adesinas produzidas pelos conidios em germinacdo, que irdo
aderi-lo fortemente ao local (Harding et al. 2009). A partir de entdo, inicia-se um tipo
de ligacéao irreversivel e permanente, onde as adesinas presentes na superficie, se
ligam ao substrato, a matriz polimérica extracelular e as demais células presentes no
biofilme (Gonzales- Ramirez et al. 2016). Para tanto, ha o envolvimento de genes que
as codificam, por exemplo, C. albicans produz adesinas que se ligam a ligantes como
fibrinogénio e fibronectina (Cérdova-Alcantara et al. 2019).

A etapa llIl, por sua vez, inicia-se com a formag&do de microcolbnias, nesse

momento, ocorre 0 alongamento apical e ramificacdo das hifas com formacgéao de
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monocamada, além da extensa producdo de matriz polimérica extracelular (Harding
et al. 2009). Enquanto a etapa IV, é caracterizada pela formacéo de varias redes de
hifas compactadas entre si, e pela formacao de canais de agua que ocorrem atraves
da repulsé@o hidrofébica entre as hifas. Por outro lado, a fase V esta relacionada a
maturacdo do biofilme, onde ha desenvolvimento reprodutivo, com formacdo de
corpos de frutificacdo e células conidiogénicas. Por fim, a etapa VI envolve a dispersao
dos conidios que irdo reiniciar um novo ciclo (Harding et al., 2009).

Em termos de tempo de formacao de biofilme, em F. solani ficou comprovado
por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) que desde o momento em que
0s conidios se depositam sobre uma superficie até a maturacéo do biofilme e liberagcéo
de novas células plancténicas, ha um periodo de 72 horas. Em 4h ocorre a adesédo
celular e coagregacdo celular, em 8h a germinacdo dos conidios, alongamento e
desenvolvimento das hifas, em 12h o entrelagamento das hifas e inicio da formacéo
de canais de agua. Entre 24-48h, o biofilme ja apresenta sinais de maturacdo com
hifas bem desenvolvidas e entrelacadas entre si, além de canais de agua formados e
abundante matriz polimérica extracelular. Por outro lado, em 72h o biofilme esta
completamente maduro e apresentando descolamento celular (Figura 5) (Cérdova-
Alcéntara et al., 2019).

17



Figura 5. Estagios de desenvolvimento de biofilme de Fusarium solani por
microscopia eletrénica de varredura. Tempos de formacdo do biofilme. O - 4h:
Adeséo celular e coagregacao; 8h: Germinacao; 12h: Extensao das hifas e formacéo
de canais de 4gua; 24h — 48h: Biofilme com sinais de maturacao; 72h: Biofilme maduro

com possivel liberacdo de células sésseis (Fonte: Cordova-Alcantara et al., 2019).

Outros géneros fungicos como Trichophyton e Microsporum também tém sido
relacionados a formacéo de biofilme (Costa-Orlandi et al., 2014; Danielli et al., 2017).
Inclusive, Brilhante et al. (2017) relatam que o potencial de formacao de biofilme por
parte dos dermatofitos pode explicar a presenca de elementos flngicos vivos como
hifas e artroconidios fortemente aderidos a lamina ungueal, por exemplo. Costa-
Orlandi et al. (2014) observaram que o biofilme de T. rubrum também passou por um
periodo de maturacéo de 72h. Diante do exposto, varios estudos tém comprovado a
capacidade de fungos filamentosos formarem biofilme. Sendo assim, tanto na clinica
médica humana como animal, os biofilmes de fungos filamentosos sdo a forma
infectiva primaria no processo de patogenia (Costa-Orlandi et al., 2014). E, embora a
arquitetura dos biofilmes filamentosos seja diferente quando comparado ao biofilme
leveduriforme, a presenca de varias camadas de hifas entrelacadas e matriz

extracelular tornam o biofilme uma importante forma de viruléncia e de
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desenvolvimento de resisténcia contra farmacos antimicrobianos (Harding et al.,
2009).

3.4.1 Onicomicose por biofilmes de Fusarium spp. e T. rubrum

O termo onicomicose, € derivado do grego “6nix” que significa unha e “mykes”
fungo (Leung et al., 2020). Refere-se a uma infeccao fungica na lamina ungueal que
pode ocasionar dor, parestesias, descolamento, descoloragédo e espessamento que
resultam em prejuizos as atividades diarias e as interacdes sociais, além disso,
dependendo a gravidade da onicomicose se faz necesséaria a remocao da placa
ungueal (Gupta et al., 2016; Lipner et al. 2019).

Os fungos podem afetar as unhas das maos ou dos pés, sendo a infeccdo nas
unhas dos pés a mais frequente (Cengiz et al., 2017). Com uma prevaléncia mundial
de 18%, entre os adultos, os idosos sdo 0s mais afetados com aproximadamente 20%
dos casos (Lipner et al. 2019). A alta prevaléncia entre os idosos esta relacionada ao
menor crescimento das unhas, pouca circulacdo sanguinea nos membros inferiores,
imunossupressao relacionada a idade, e incapacidade de higienizacdo adequada da
regido (Diongue et al., 2017). Obviamente que além da idade avancada, outros fatores
de risco estéo envolvidos no desenvolvimento de onicomicose entre os adultos, como
por exemplo, traumas nas unhas que podem ocorrer em individuos imunocompetentes
ou jovens, comorbidades como diabetes ou obesidade (Lipner et al. 2019). Entre
membros de uma mesma casa, a onicomicose pode ser comum, uma vez que é
considerada uma doenca hereditaria, e o risco de transmissdo para outros membros
da familia quando um familiar é afetado é de 44 a 47% (Ghannoum et al., 2013).

T. rubrum esta entre os principais fungos envolvidos nesse tipo de patologia
clinica sendo responsavel por cerca de 60 a 70% das infec¢des, enquanto Fusarium
spp. representa 20% (Lipner et al. 2019). Na lamina ungueal, o dermatoéfito ndo gera
dor, enquanto o ndo-dermatofito ocasiona dor, além de paroniquia e coceira (Galetti
et al., 2015; Yue et al., 2015; Veiga et al., 2018). Quando a onicomicose € relacionada
a T. rubrum variacdes na coloracdo da unha sdo encontradas, como por exemplo,
amarelo claro, branco, ou cinza escuro, 0 acumulo de detritos subungueais e
irregularidades também estédo presentes (Yue et al., 2015). Por outro lado, quando
Fusarium esta envolvido, as unhas apresentam uma coloracdo branco amarelada,

onicolise e rugosidade (Rosa et al., 2016). Além disso, nas unhas sao detectadas hifas
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septadas, hialinas, clamidésporos e microconidios (Galletti et al., 2015). Dentre as
espécies envolvidas, F. oxyporum, F. solani e F. keratoplasticum sao os principais
agentes etiologicos (Rosa et al., 2017; Toukabri et al., 2017). Todavia, quando
afetadas por T. rubrum, as hifas s&o hialinas mas nado encontram-se ramificadas e a
presenca de microconidios também é visivel na amostra clinica (Yue et al., 2015)
(Figura 6).

Figura 6. Onicomicose por T. rubrum e Fusarium. A) Dermatofitoma. B)
Onicomicose por T. rubrum cobrindo parcialmente a lamina ungueal. C-D) Unhas
distréficas com presenca de paroniquia. E) Leuconiquia (manchas branco-
amareladas) e rugosidade na lamina ungueal. Fonte: Baran et al. (1997); Ranawaka
et al. (2015); Leung et al. (2020).

Na lamina ungueal, esses dois agentes tém a capacidade de infectar e formar
biofilme, tal caracteristica deve-se ao fato deles degradarem a queratina e por isso a
alta incidéncia desses microrganismos na unha (Nusbaum et al., 2012; Vila et al.,
2015). Brilhante et al. (2016), avaliaram a capacidade de T. rubrum formar biofilme in
vitro e ex vivo, os autores observaram por MEV grande quantidade de biomassa sobre

fragmentos de unhas humanas e relacionaram os achados as caracteristicas
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antropofilicas da espécie que tem alta adaptabilidade aos tecidos do hospedeiro. Em
contrapartida, in vitro De Chaves et al. (2020) constatou a forte formacé&o de biofilme
pelas principais espécies de Fusarium envolvidas em casos de onicomicose (F. solani,
F. keratoplasticum e F. oxysporum). Enquanto Veiga et al. (2018) comprovou a
capacidade de formacédo de biofiilme por F. oxysporum nas laminas ungueais
humanas.

Para que o processo de invasdo ungueal aconteca, T. rubrum coloniza a
superficie ventral da unha, enquanto Fusarium spp. coloniza tanto a superficie ventral
quanto a dorsal, embora tenha preferéncia pela ventral (Veiga et al., 2018). Em F.
oxysporum. entre 7 dias apos o contato dos conidios com a lamina ungueal o biofilme
esta formado, sendo o primeiro, quarto e sétimo dia cruciais para o estabelecimento
do biofilme. Nesse periodo, ocorre a transicdo da forma conidial para hifas nos
primeiros dois dias de infeccdo, enquanto no sexto dia, grande quantidade de hifas
organizadas e com matriz polimérica extracelular sdo observadas (Veiga et al., 2021).

Obviamente, para que a infeccdo e biofilme em si sejam estabelecidos varias
interagBes ocorrem entre o fungo e a unha. Em T. rubrum, a aderéncia das células
conidiais ocorre em um periodo de 3 a 4 horas, para tanto, na superficie do
microconidio sdo secretas proteinas do tipo adesinas que se aderem a carboidratos
presentes na superficie das células do hospedeiro (Costa-Orlandi et al., 2014). No
entanto, para que a adesao se inicie, fibrilas curtas e longas sdo produzidas pelo
microconidio e que se estendem ao longo da superficie impedindo a desconexéo do
elemento fungico (Baldo et al., 2012). Uma vez aderidos, comec¢a 0 processo de
extensao e prolongamento das hifas, que nesse caso penetram o tecido queratinizado
(Veiga et al., 2018).

Nesse periodo, enzimas do tipo endo e exoproteases sao secretadas com a
finalidade de degradar a queratina. Esta por sua vez é quebrada em grandes
peptideos que posteriormente serdo quebrados em aminoacidos e peptideos curtos
(Baldo et al., 2012). Com a aderéncia e a extensédo das hifas em todas as dire¢oes,
grande quantidade de matriz polimérica extracelular € encontrada em um biofilme e
que representa a protecdo necessaria para a manutencdo do biofilme no local
(Brilhante et al., 2017). Uma vez estabelecido o biofilme, o diagndstico micoldgico para
a confirmacéo do fungo envolvido, contempla a coleta da amostra no laboratério
clinico seguido pela observacao das estruturas fungicas no material e identificacéo do

microrganismo por cultura (Baran, 2019; Gupta et al., 2020).
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3.4.2 Ceratite por biofilme de Fusarium spp. e forma de combate

A ceratite por Fusarium ssp. € uma infeccdo ocular severa que acomete a
cOrnea e ocorre quando ela € submetida a algum tipo de trauma, cirurgia ou pela
exposicdo a lentes de contato contaminadas com o microrganismo (Boucier et al.,
2017). Por ser extremamente agressiva, € a causa comum de cegueira monocular em
paises tropicais e subtropicais (Szalinski et al., 2021). Durante a época de colheita, a
incidéncia de trabalhadores rurais que contaminam suas corneas através de uma
lesdo aumenta, por outro lado, quando associada ao uso de lentes de contato, o risco
de contaminacdo € ainda maior do que na agricultura (Chen et al., 2006). Estima-se
gue nos EUA mais de 50 milhdes de pessoas sdo usuarias de lentes de contato e em
uma estimativa mundial, aproximadamente 150 milhdes. As lentes de contato sé&o
amplamente utilizadas para corrigir diferentes tipos de erros de refracdo e como ja
mencionado, podem ser fonte de infec¢do (Khan et al., 2021).

Dentre os fatores de risco para a contaminacdo da cOrnea, estdo o0 uso
prolongado de lentes gelatinosas, uso noturno e baixa adeséo a lentes recomendadas,
além de falta de cuidados com o0 armazenamento e manuseio da lente. Esses fatores
contribuem para que o risco de desenvolvimento de ceratite aumente cerca de 80
vezes entre os usuarios de lentes de contato quando comparado a ndo usuarios
saudaveis (Chang et al., 2006). Além disso, o estudo de Stapleton et al., (2012)
demonstrou que entre os fatores de risco para o desenvolvimento de ceratite
moderada e grave estéo a falta de higiene e a substituicdo infrequente dos estojos de
armazenamento das lentes.

Em marco de 2006, o CDC (Centro para o controle de doencas e prevencgao)
recebeu 318 relatos de ceratite por Fusarium em individuos usuérios de lentes de
contato nos EUA. Destes, 55 foram encaminhados para o transplante de cornea por
complicacBes ocasionadas pelo microrganismo na regido ocular, outros tiveram que
se submeter a remocédo do olho. O que ambos os pacientes tinham em comum era o
uso de uma solugcéo de armazenamento para lentes de contato conhecida como ReNu
Multiplus, quando a solucéo foi retirada do mercado em 2006, 0 numero de pacientes
declinou ao nivel normal em junho do mesmo ano (Chang et al., 2006).

Na cornea, a lente de contato modifica o epitélio da cornea, além de carregar o
microrganismo para a superficie ocular. De acordo com Sousha et al. (2013), as lentes

de contato causam brechas nos mecanismos protetores locais do olho e dessa
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maneira, ocasionam o comprometimento do metabolismo e integridade da cornea,
diminuem a espessura epitelial e a taxa metabdlica, além de causar o afinamento do
estroma, vermelhiddo, vascularizacdo, entre outros. Quando ocorre um dano a
cOrnea, a pouca interacdo entre o cristalino e o epitélio da cérnea induz alteracdes
locais causando hipoxia e hipercapnia, que prejudicam o epitélio de tal forma que ele
nao responde ao dano, com isso, a troca do fluido lacrimal é afetada entre os lados
posterior e anterior do cristalino, alterando a composicdo do fluido lacrimal na
superficie ocular e limitando as propriedades antimicrobianas (Bispo et al., 2015).

Cabe ressaltar que os fungos somente causam ceratite quando ha
arranhaduras na cérnea, o estudo de Sousha et al. (2013), demonstrou que lentes de
contato infectadas com Fusarium somente causaram infecgcdes em ratos quando a
cornea foi raspada e o estroma foi exposto, sugerindo inclusive que as células de
reconhecimento inicial de Fusarium estdo localizadas no estroma. No que tange a
resposta imunologica do hospedeiro, acredita-se que um curso grave de infeccdo por
Fusarium seja proveniente da resposta imune, pois as cepas de Fusarium induzem a
ativacao de macroéfagos, infiltracéo por leucécitos polimorfonucleares e o aumento dos
niveis de citocinas, que desencadeiam uma forte opacificacdo da cornea, resultando
no comprometimento da resposta tecidual e consequentemente o crescimento
descontrolado do microrganismo que perfura a cérnea (Sousha et al., 2013; Szalinski
et al., 2021).

Quando comparada a ceratite bacteriana, a ceratite fangica apresenta o pior
progndéstico, pois na maioria dos casos, o diagnostico é tardio e a dificuldade de
tratamento eleva a probabilidade de afetar a integridade do globo, estendendo-se a
infeccdo até a camara anterior do olho (Sousha et al., 2013). O diagnéstico de ceratite
por Fusarium envolve a realizacdo de esfregacos, culturas, além de microscopia
confocal de varredura e PCR (reacdo em cadeia da polimerase), embora os dois
primeiros testes sejam considerados o padrdo-ouro (Mahmoudi et al., 2018). Dentre
0s sintomas ocasionados pela presenca do fungo na regido ocular, estdo a
inflamacé&o, dor, eritema conjuntival, visao reduzida ou até mesmo perda da viséo (Al-
Hatmi et al., 2018).

Durante o exame fisico serdo detectados hiperemia conjuntival, além de
infiltrado corneano branco ou creme (lesdes satélites) que resultam em opacidade da
cornea, além de irregularidades na cornea (80%), ulcera, bordas elevadas e

crescimento em extensdo e profundidade (Figura 7). Os sinais clinicos podem ser
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visualizados com a utilizagdo de uma lanterna com ou sem lupas, auxiliada por filtro
azul e tiras de teste de fluoresceina. Também pode ser utilizado biomicroscoépio de
lampada de fenda, que produz sinais mais sutis e que permite ajudar na diferenciacéo
entre os agentes causadores de ceratite. Além disso, quando se trata de ceratite
fungica a cor é diferente do amarelo, as margens da cérnea séo serrilhadas e tem-se

tecido epitelial morto no local (Hoffman et al., 2021).

Figura 7. Ceratite por Fusarium spp.. A) Abscesso na cornea. B) Ulcera com
envolvimento da esclera. C) Desmetocele da cérnea. Al-Hatmi et al. (2014); Bernal et
al. (2015); Amadasi et al. (2017).

Entre as espécies envolvidas nesse tipo de infecgdo, o complexo de espécies
de F. solani e de F. oxysporum sao 0s principais complexos relacionados. Contudo,
ao comparar os dois complexos em casos de ceratite, 0 FGSC prevalece, pois em um
estudo na Alemanha, as espécies que compdem o FGSC foram os principais agentes
etiolégicos envolvidos na maioria dos casos clinicos relacionados a ceratite por
Fusarium, assim como em outros paises como Tunisia, india e México (Vanzini Zago
et al., 2010; Homa et al., 2013; Cheikhrouhou et al., 2014; Walther et al., 2017). No
entanto, independente do complexo, da mesma forma que na lamina ungueal, esses
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microrganismos formam biofilme e varias séo as interagfes estabelecidas entre eles
gue garantem a adesao e invasdo na coOrnea, dentre elas algumas enzimas como
proteases, proteinas quinases, proteinas multifuncionais e colagenases (Coérdova-
Alvantara et al., 2019). Uma vez estabelecido, o biofilme é considerado um fator chave
para a patogenicidade do Fusarium e contribui para a resisténcia aos antifungicos
(Szalinski et al., 2021).

3.4.3 Tinea capitis por biofilme de M. canis

A tinea capitis € uma infeccao do foliculo piloso no couro cabeludo e na pele
circundante. A infeccao € diagnosticada pela presenca de erup¢des cutaneas no couro
cabeludo, manchas eritematosas escamosas com crostas espessas de coloracao
amarelo-acinzentadas, manchas de alopecia, presenca de cabelos quebrados e
formacéo de cicatrizes graves (Figura 8) (Zhi et al., 2020; Yang et al., 2021). E um tipo
de infeccdo que acomete principalmente criancas em idade escolar, e esta
relacionada ao contato direto com animais, contudo, a transmisséo pode ocorrer de

pessoa para pessoa ou por fomites contaminados (Xiao et al., 2021).

Figura 8. Infeccdo por M. canis em diferentes regides anatdmicas. A) Lesado do
couro cabeludo do tipo kerion por M. canis e T. mentagrophytes em associacao. B—C)
Lesédo corporal por M. canis em adulta idosa. D) Les&o por M. canis do tipo kerion.
(Fonte: Nakagawa et al., 2018; Yang et al., 2020; Yang et al., 2021).
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Em adultos ela € incomum, e tal caracteristica deve-se as alteracdes de pH e
aumento de acidos graxos no couro cabeludo adulto. No entanto, em mulheres idosas,
em periodos pés-menstruais e que apresentam reducdo na producdo de sebo
fungistatico a infec¢ao tem sido frequente (Yang et al., 2021). O que tem colocado em
evidéncia a tinea capitis em adultos idosos € a presenca de alguma doenca adjacente,
como por exemplo infeccédo por HIV ou doencas crbnicas sistémicas como diabetes
mellitus (Yang et al., 2021).

Entre os dermatofitos, M. canis € um dos agentes mais frequentes nesse tipo
de acometimento e € encontrado principalmente na Europa, América do Sul e China
(Yang et al., 2020; Xiao et al., 2021). No estudo de Zhi et al. (2020), M. canis foi o
patégeno mais isolado de casos de tinea capitis em criancas, representando cerca de
38,5% dos casos (250 de 650 casos), seguido de T. mentagrophytes, T. violaceum e
T. tonsurans. Segundo os autores, a infeccao tem prevaléncia mundial e o espectro
do patégeno depende de variacdes geogréficas, assim como idade, sexo, estado geral
de saude, além da condicao socioecondmica das populacdes afetadas.

Recentemente, foi relatado uma infeccdo do couro cabeludo do tipo Kerion
(forma inflamatdria grave que gera reacdes de hipersensibilidade), cujos agentes
envolvidos foram M. canis e T. mentagrophytes. A infeccdo foi detectada em um
menino de cinco anos de idade que apresentou uma grande Ulcera acompanhada de
pustulas foliculares circundantes no couro cabeludo, a evolucao foi rapida, duas
semanas antes, as lesfes eram caracterizadas como pustulas foliculares pruriginosas
gue aumentaram gradativamente formando um abscesso e tiveram inicio a partir de
arranhdes no couro cabeludo. Acredita-se que a origem da infec¢éo foi o contato com
animais como gato e coelho, uma vez que a residéncia do menino era na zona rural
(Yang et al., 2020).

O diagnéstico em si para a detec¢do de M. canis no cabelo e couro cabeludo,
envolve a utilizacdo de lampada de wood que emite fluorescéncia verde brilhante
sobre a area afetada, também s&o detectados no exame fisico, fragmentos
quebradicos de cabelo em formato de virgula, saca-rolhas, ziguezague e cédigo
Morse. Embora a utilizacdo de fluorescéncia ja seja um indicativo, o padrao-ouro do
diagnéstico micoldgico contempla o exame microscopico direto e a cultura fangica
(Yang et al., 2021). Alguns estudos relacionam a tinea capitis por M. canis a biofilmes,

por exemplo Danielli et al. (2017) verificou por MEV a presenca de extensa matriz
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polimérica extracelular circundando a rede de hifas de M. canis. Por outro lado, Abdel-
Aziz et al. (2020) confirmou a capacidade de M. canis formar biofilme sobre

fragmentos de cabelos.

3.5. Terapia antifungica contra micoses superficiais, mecanismos de agao dos
antifungicos e dosagens recomendadas

O arsenal terapéutico € composto por aproximadamente 40 agentes
antifangicos, destes, apenas trés (natamicina, voriconazol e anfotericina B) s&o
utilizados como primeira linha para o tratamento de ceratite por Fusarium. No que
tange ao tratamento, ele pode ser realizado topicamente e € utilizado como primeira
linha com dosagem intensiva de hora em hora nas primeiras 48 h, nesse caso, a
natamina 5% € opc¢do escolhida. Além disso, também pode ser por via oral ou
intravenosa, subconjuntival, estromal corneana ou injecdo intracameral. No entanto,
guando se opta pela aplicacdo topica, os antifiUngicos atuais ndo séo eficazes e a
infeccdo pode progredir apesar do tratamento, resultando na perfuragdo da cornea ou
até mesmo na perda total do globo ocular e para que isso ndo ocorra, uma das op¢des
€ a terapia cirdrgica onde a cérnea doente serd removida e substituida por tecido
corneano doado, contudo, a ceratoplastia é reservada para casos em que a infec¢cao
é refrataria ao tratamento ou entdo pela perfuracéo da cérnea (Hoffman et al., 2021).

No caso de onicomicose por esse microrganismo, as opgoes terapéuticas ainda
sdo mais restritas e concentram-se na utilizacao de itraconazol oral e por ser um
tratamento empirico, ndo surte efeito, ja que é confirmado pela comunidade cientifica
que o itraconazol ndo é ativo contra Fusarium spp. (Rosa et al., 2018; Szalinski et al.,
2021). Por outro lado, a terbinafina e o ciclopirox olamina sdo recomendados como
antifangicos topicos a serem aplicados na lamina ungueal (Leung et al., 2020).
Todavia, quando se trata de onicomicose por dermatofitos como T. rubrum, o
tratamento oral envolve a utilizacdo de terbinafina e itraconazol, enquanto o topico a
aplicacao de esmaltes ou solu¢des para unhas com os antifungicos ciclopirox olamina
(8%), amorolfina (5%) e terbinafina (8%) (Leung et al., 2020). A adocéo de antifungicos
orais para o combate da onicomicose é efetuada quando ha o comprometimento de
mais de 50% da lamina ungueal, também quando varias unhas sao afetadas, a matriz
ungueal esta envolvida ou em casos de dermatofitoma (uma infeccdo mais severa e

relacionada a biofilme).
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Por outro lado, a aplicacdo de antifingicos topicos na unha é utilizada quando
a onicomicose é considerada leve a moderada, ou seja, quando menos de 50% da
unha foi afetada, ndo houve o envolvimento da matriz ungueal e menos de 3 unhas
foram infectadas. Todavia, quando se refere ao tratamento de tinea capitis, o combate
a infeccdo geralmente envolve a utilizacdo de antifungicos orais, j& que os antifingicos
topicos sdo incapazes de penetrar suficientemente na haste do cabelo e eliminar a
infeccdo. Em um contexto geral, griseofulvina, terbinafina, cetoconazol, fluconazol e
itraconazol sdo os antifungicos mais utilizados (Xiao et al., 2021).

Os compostos que sao atualmente utilizados na clinica médica para o combate
das infec¢Bes fungicas sao divididos dentro de classes e de acordo com 0 mecanismo
de acao de cada um deles, por exemplo, sdo responsaveis por inibir a biossintese da
parede celular, interferir no metabolismo do ergosterol ou das pirimidinas, inibem a
biossintese dos microtibulos ou entdo quelam ions (Hokken et al., 2019). Os azéis
sao classificados em dois grupos, imidazois (cotrimazol, miconazol e cetoconazol) e
triazois (fluconazol e itraconazol, voriconazol e posaconazol), ambos inibem a enzima
lanosterol 14a-demetilase e impedem o lanosterol de ser convertido em ergosterol,
resultando no acumulo de esteréis 14-metilados dentro da célula. Por outro lado, as
alilaminas possuem um forte representante que é a terbinafina, que também atua
sobre a biossintese de ergosterol, contudo inibe a enzima esqualeno epoxidase e
impedem ela de catalisar a conversao de esqualeno a 2,3-esqualeno epoxidase, com
isso, h& o acumulo de esqualeno na célula e dessa forma ocorre a ruptura dela
(Campoy & Adrio, 2017).

Os polienos por sua vez, se ligam ao ergosterol e perturbam a integridade da
membrana causando desequilibrio osmotico e extravasamento celular, enquanto o
ciclopirox um antifangico da classe das hidroxipiridona atua na quelacdo de ions
metalicos trivalentes, por outro lado, a amorolfina, uma morfolina atua sobre a rota de
biossintese do ergosterol nas enzimas 14A-redutase e 7 A-8A isomerase, enquanto
griseofulvina se liga aos microtubulos e interfere na montagem dos microtiubulos
inibindo a mitose (Tauber & Muller-Goymann, 2014; Campoy & Adrio, 2017; Hokken
et al., 2019).

3.6 Resisténcia aos antifungicos na forma plancténica e de biofilme
N&o sado poucas as dificuldades que os antifUngicos encontram ou apresentam

até alcancarem o alvo, por exemplo, a natamicina € uma molécula grande e néo
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permeia a cornea, a anfotericina B apresenta varios efeitos colaterais e é considerada
nefrotdxica, o voriconazol € carissimo, e como ja mencionado o itraconazol ndo tem
atividade contra Fusarium. Na lamina ungueal os antifGngicos encontram muita
dificuldade de permeacao, assim como no cabelo, sendo assim ja encontram varias
limitagBes para eliminar as doencas fangicas.

Aliado a isso, esses mesmos microrganismos tém se tornado resistente a
maioria dos agentes antifingicos prescritos, ou entdo carregam no seu DNA genes
que conferem resisténcia aos agentes antifingicos (Gupta & Venkataraman, 2021).
Esse € o0 caso de Fusarium spp., que € intrinsicamente resistente aos azéis, cuja
resisténcia deve-se a presenca de trés genes paralogos (CYP51A, B e C), sendo o
clado C responsavel pela resisténcia especifica ao fluconazol (FAN et al., 2013).
Fusarium spp. também tém exibido resisténcia intrinseca as equinocandinas, e dessa
forma, é atualmente considerado pela clinica médica um dos fungos mais resistentes
e, portanto, um problema de saude publica (Taj-Aldeen, 2017). De acordo com
Tortorano et al. (2014), o tratamento ideal para casos de fusariose envolve a utilizacdo
de anfotericina B, voriconazol e natamicina, contudo, Taj-Aldeen et al. (2016)
relataram espécies de Fusarium resistentes ao voriconazol e anfotericina.

Dentre os mecanismos que os fungos tém exibido e que tornam a utilizacao
dos antifungicos invalida, tém-se as alteracBes no alvo do farmaco que incluem
mutacdes pontuais e a super expressado de genes alvo, quando as mutacdes estao
envolvidas, elas sdo responsaveis por diminuir a capacidade do antifingico se ligar
ao alvo e, portanto, enfraquecem os efeitos do farmaco. Por outro lado, o aumento na
expressdo de genes requer um nivel mais elevado de farmaco para atingir o efeito
antifangico, além disso, as bombas de efluxo e os biofilmes sdo grandes aliados na
luta pela sobrevivéncia do microrganismo (Zhao et al., 2021).

Dermatéfitos com sensibilidade reduzida aos agentes antifiungicos tém sido
encontrados em diferentes regides do mundo. Na Suica por exemplo, 17 isolados
clinicos de T. rubrum exibiram resisténcia a terbinafina por mutacdes pontuais no gene
gue codifica a enzima esqualeno epoxidase (envolvida no passo inicial do caminho de
biossintese do ergosterol) (Monod et al., 2019). Por outro lado, foi relatado que a
expressdo elevada do gene salicylato 1-monooxygenase aumentou a resisténcia a
terbinafina em T. rubrum, o estudo inclusive apresentou uma outra via de resisténcia,
ja que as mutacdes pontuais no gene que codifica a enzima esqualeno epoxidase sao

as principais responsaveis pela resisténcia ao antifungico (Santos et al., 2018).
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O estudo de Monod et al. (2019) demonstrou que a resisténcia aos azois por T.
rubrum é mediada pela expressdo de bombas de efluxo, especialmente a familia de
transportadores ABC, no microrganismo foram encontrados quatro transportadores,
TruMDR1, TruMDR2, TruMDR3 e TruMDRS5, sendo que o TruMDR3 foi capaz de
transportar cinco azois. Em M. canis a resisténcia a terbinafina também esta vinculada
ao transporte por bombas de efluxo, e nesse caso envolveu os transportadores PDR1,
MDR1, MDR2 e MDR4 (Kano et al., 2018).

Quando o microrganismo esta na forma séssil, varios sdo os mecanismos que
estdo envolvidos e que conferem resisténcia no biofilme, dentre eles estdo o aumento
na expressao de bombas de efluxo, producdo de matriz polimérica extracelular,
quiescéncia metabdlica e sistema imune do hospedeiro (Mukherjee et al., 2003). Além
disso, diversas mudancas genéticas acontecem no biofilme, junto com a expressao
de proteinas que levam a filamentacdo e que favorecem a resisténcia (Borghi et al.,
2017; Danielli et al., 2017; Brilhante et al., 2019, Zhao et al., 2021).

Por exemplo, durante o processo de adesdo e/ou inicio da formacdo do
biofilme, tipicamente as bombas de efluxo desempenham um papel fundamental na
resisténcia fungica, pois tém sua atividade potencializada na fase inicial de formagéo
do biofilme, ou seja, quando a matriz ainda nao foi totalmente produzida, as bombas
sdo responsaveis por expulsar o antifungico da célula e, portanto, conferem
resisténcia (Mukherjee et al., 2003). Por outro lado, quando a matriz polimérica
extracelular jA estd estabelecida, ela protege as células fungicas dos antifingicos
levando ao desenvolvimento de células tolerantes, assim como resisténcia, ja que a
permeacdo do agente é reduzida, além disso, a matriz também protege contra as
células do sistema imunoldgico, pois em biofilmes in vivo, o sistema imunolégico age
em conjunto com o antifangico para erradicar a infeccao (La Fleur et al., 2006; Wuyts
et al., 2018).

Em concomitancia, no biofilme maduro a expressao de genes que expressam
o ergosterol é diminuida, assim como o conteddo de ergosterol em si, e tais
caracteristica podem contribuir para a resisténcia, ja que os azois e 0s polienos tém
preferéncia sobre esse alvo (La Fleur et al., 2006). Sendo assim, as infec¢des fungicas
podem n&o responder ao tratamento e esse resultado deve-se principalmente ao estilo
de vida que adotam, pois, estima-se que a concentracdo de antifingicos necessaria

para erradicar um biofilme €& aproximadamente 1000 vezes maior do que a
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concentracdo necesséria para erradicar as células planctdnicas (Kowalski et al., 2020;
Wille & Coenye, 2020).

3.7 Estratégias para o combate de infec¢oes fungicas

Para que um novo medicamento seja desenvolvido e liberado para
comercializacdo, estima-se que o0 gasto médio antes dos impostos € de
aproximadamente 2,558 bilhdes de ddélares e leva cerca de 10 a 15 anos, portanto,
devido as varias dificuldades inerentes ao processo de desenvolvimento assim como
o tempo demandado, outras estratégias sdo adotadas para o combate de doencas,
assim como as doencas fungicas. Dentre elas tém-se o reposicionamento de
medicamentos ja existentes no mercado, este por sua vez, baseia-se no
redirecionamento do farmaco para uma nova indicacdo (Pippi et al., 2017; Fuchs et
al., 2021).

Notavelmente, a histéria da medicina foi marcada por muitos exemplos de
medicamentos que foram reposicionados, alguns inclusive muito antigos, e dentre os
farmacos que foram reposicionados tém-se aqueles que falharam na fase clinica de
seu desenvolvimento por conta de sua toxicidade, eficacia ineficiente ou aqueles que
foram retirados do mercado por questdes de seguranca (Jourdan et al., 2020).Embora
se tenham pontos negativos, ha aqueles que ja foram considerados suficientemente
seguros em modelos pré-clinicos e em humanos, portanto o risco de falha é menor
gquando comparado a um farmaco novo por exemplo, também o prazo de
desenvolvimento é reduzido, além de revelar novos alvos que podem ser mais
explorados (Pushpakom et al., 2019).

Dentre os farmacos que ja foram retirados do mercado, tém-se o clioquinol (5-
cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina), um derivado da 8-hidroxiquinolina que foi
amplamente utilizado como antiparasitario para o tratamento e prevencdo de
amebiase intestinal nas décadas de 50 a 70. Contudo, nos anos 70 as solucdes orais
foram removidas do mercado devido a relatos de neurotoxicidade em japoneses,
sendo considerado inclusive o agente causador da neuropatia mielo-6ptica aguda,
uma sindrome responsavel pelo aparecimento subagudo de disturbios sensoriais
motores dos membros inferiores e comprometimento visual. O quadro clinico inicial
era de dor abdominal e diarreia, seguido de enfraquecimento na sensibilidade

sensorial. Naquela época, mais de 10.000 japoneses foram diagnosticados com a
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doencga, o que resultou na proibicdo de venda do clioquinol e o desaparecimento de
Nnovos casos, contudo o desaparecimento ocorreu antes que o farmaco fosse retirado
do mercado farmacéutico (Bareggi & Cornelli, 2012; Pippi et al., 2017).

No entanto, embora o clioquinol tenha sido o culpado pela sindrome, relatos
epidemioldgicos sugerem que ele ndo foi o responsavel, jA que nenhuma outra
populacao exibiu resposta adversa semelhante (Wehbe et al., 2017). Ainda, acredita-
se que a deficiéncia em vitamina B12 exibida pelos pacientes que apresentaram a
doenca foi a responséavel pelo quadro, contudo, foram realizadas pesquisas para
avaliar se o clioquinol era capaz de alterar o metabolismo da vitamina e os
pesquisadores chegaram a conclusdo de que ele tem o potencial de reduzir a
absorcéo e o acumulo da vitamina no corpo. Entretanto, uma outra hipotese abordada
para relacionar os efeitos colaterais neuroldgicos associados ao clioquinol, refere-se
a suscetibilidade genética entre os japoneses ja que a incidéncia da doenca em outros
paises era praticamente nula (Bareggi & Cornelli, 2012).

Hoje em dia, h& controvérsia relacionadas a associacdo entre o clioquinol e a
sindrome, uma vez que como ja mencionada ela ocorreu apenas no Japéo e tem sido
relacionada a deficiéncia em vitamina B (Bareggi & Cornelli, 2012). Por outro lado, em
estudos com animais foi encontrada neurotoxicidade como um efeito colateral do
antiparasitario, no entanto, as doses responsaveis pelo dano excederam a necessaria
para o tratamento de doengas como Alzheimer e tumores (Mao & Schimmer, 2008).
Inclusive no ano 2000, o interesse pelo clioquinol ressurgiu como um potencial
tratamento para Alzheimer, Parkinson e doenca de Huntington. Atualmente, o
clioquinol esta disponivel como uma formulacéo tépica para o tratamento de infeccbes
fungicas e antiparasitarias, além de ser utilizado em associacdo com outros farmacos,
quando direcionado para combater infeccdes fungicas, acredita-se que atue sobre a
parede celular causando danos na mesma, sendo que em espécies de C. albicans
inibiu a formacao de pseudohifas, além de estar vinculado a quelacdo de metais como
cobre, ferro e zinco (Bareggi & Cornelli, 2012; Pippi et al., 2019).

Um outro farmaco que tem se destacado nos ultimos anos quanto ao seu
potencial de redirecionamento é a nitroxolina. A nitroxolina demonstrou recentemente
atividade antifangica contra cepas de Candida auris (Fuchs et al., 2021). Esse farmaco
também pertence a classe das 8-hidroxiquinolinas, e € um antibacteriano utilizado
para o tratamento de doencas infecciosas na bexiga, principalmente bactérias Gram-

negativas como Eschericha coli e Neisseria gonorrhoeae, contudo a sua utilizagao
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ocorre principalmente na Alemanha (Fuchs et al., 2019; Schwarze-Zander et al.,
2019). Alguns estudos tém relatado os possiveis mecanismos de acdo da nitroxolina,
alguns dizem que ela tem o poder de quelar ions metélicos, outros relacionam o
antibacteriano como um removedor de biofilme, no entanto nenhum deles determinou
0 exato mecanismo de acao do farmaco na célula fangica (Petrow et al., 2018; Wijma
et al., 2018).

Como observado acima, a busca por novas opcdes terapéuticas tem sido
constante, além do redirecionamento de farmacos utilizado como estratégia
terapéutica, tem-se a associacdo entre farmacos, e ela também tem provado ser
promissora para combater infeccées por fungos resistentes e formadores de biofilme
(De Chaves et al., 2020). Ademais, o estudo da interacdo entre farmacos tem uma
longa histéria para os antimicrobianos, a adocdo de associacdes duplas ou triplas
entre eles mostram interacdes positivas quando se trata de inibir o crescimento de um
microrganismo, pois quando dois ou mais medicamentos sdo associados e leva-se
em consideracédo os diferentes mecanismos de atuacéo deles, os resultados tendem
a ser mais satisfatérios quando comparados aos resultados obtidos com um Unico
agente (Odds, 2003, Johson et al., 2004).

Além disso, sao diversos 0s beneficios apresentados pelas associa¢cfes, como
por exemplo, quando associados os farmacos impedem o desenvolvimento de
resisténcia, pois reduzem a pressao seletiva e diminuem o risco de mutacgfes, além
disso, a concentracao € diminuida, resultando na reducdo da dosagem terapéutica e
reducdo da toxicidade. Um outro fator muito relevante é que o efeito fungistatico &
potencializado de maneira que atuem como fungicidas (Fuentefria et al., 2017,
Jezikova et al., 2019). Ainda, estudos tém demonstrado que quando associados, eles
atuam fortemente sobre a formacéao de biofilme, impedindo a aderéncia ou até mesmo
removendo 0S mesmos.

Por exemplo, De Chaves et al. (2020) relataram o impedimento da formacao de
biofilme quando associado o clioquinol com os antifingicos voriconazol ou ciclopirox
olamina, sendo a eficacia das associacfes altissima, cerceando a faixa de dano
celular acima de 90%. Os autores também observaram que na presenca dos
antifingicos sozinhos, como o voriconazol, a concentracdo necessaria para impedir a
formacao de biofilme por F. solani foi de aproximadamente 100 vezes maior do que
gquando comparada a concentracdo exigida para eliminar as células fungicas

plancténicas.
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Em contrapartida, Da Costa et al. (2020) observaram que quando associados
o clioquinol com terbinafina e ciclopirox olamina in vitro, eles foram efetivos em
eliminar a forma plancténica de T. rubrum e M. canis em concentracdes extremamente
baixas (valores entre 0,0156 pg/mL — 0,125 pg/mL). Por outro lado, quando avaliado
0 potencial da associacdo em remover o biofilme formado sobre cascos suinos e
pelos, a mesma associacao foi capaz de remover 100% dos biofilmes sobre os
modelos ex vivo (Da Costa et al., 2020). O estudo de Santos et al. (2003) demonstrou
que a utilizagdo das associagdes entre ciclopirox com cetoconazol e ciclopirox com
itraconazol sdo mais efetivas do que a monoterapia. Assim como Perrins e Bond
(2003) demonstraram que a associacao entre miconazol e clorexidina pode ser um

potente antimicético contra M. canis.

3. 8 Abordagens in vitro

Os primeiros computadores digitais programaveis surgiram na década de 70 e
a partir de entdo, programas de modelagem e simulacdo vem sendo cada vez mais
utilizados a fim de garantir a eficacia e seguranca de novos medicamentos ou com
potencial de reposicionamento (Pappalardo et al., 2018). Esse tipo de abordagem, que
€ denominada abordagem in vitro tem demonstrado capacidade de gerar previsées
confiaveis, bem como revelar novos modos de acao, assim como efeitos colaterais
(Pinero et al., 2018). No caso de farmacos em situagdo de reaproveitamento, as
abordagens in vitro revelam ser eficientes, além de econémicas e estima-se que cerca
de 75% dos medicamentos ja existentes poderiam ser reposicionados para varias
doencas (Singh et al., 2020).

Dentre as estratégias in vitro utilizadas tém-se a docking molecular, que € uma
abordagem computacional capaz de prever a complementariedade do sitio de ligacéo
entre o ligante (farmaco) e o alvo (receptor), ou seja, € utilizada para prever a posicao,
orientacdo e as pontuacdes de ligacdes de pequenas moléculas a proteinas (Torres
et al., 2019). Todavia para que o teste seja efetivo, € necessario o conhecimento
prévio de um alvo receptor, dessa maneira varios farmacos podem ser testados contra
esse alvo especifico, por outro lado, uma biblioteca de farmacos pode ser testada
contra uma série de receptores alvo para identificar possiveis novas interacdes
(Pushpakom et al., 2019).
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O primeiro passo para o estudo de docking envolve a obtencéo da estrutura
alvo que geralmente contempla uma grande molécula biol6gica como proteina, RNA
ou DNA que podem ser recuperadas do “Protein Date Bank”, este por sua vez, fornece
as coordenadas atdbmicas 3 D do alvo (Pushpakom et al., 2019). Vérios estudos tém
descoberto alvos terapéuticos para farmacos que podem ser reposicionados, por meio
de docking molecular, por exemplo, Lehrer e Eheinstein (2020) constataram in vitro a
efetividade da ivermectina contra SARS-COV2 mas nao descartaram a confirmacéo
por testes in vitro e in vivo. Por outro lado, Mhatre e Patravale (2021) revelaram a
atividade in vitro de quatro antifingicos (pramiconazol, itraconazol, posaconazol e
cetoconazol) contra mucormicose. A mucormicose é uma infeccéo fangica respiratoria
e que tem se destacado em pacientes com covid-19, o tratamento atual envolve a
utilizacao de anfotericina B e isavuconazol.

Da mesma forma, abordagens in vitro também tém sido direcionadas para
avaliacao de toxicidade, por exemplo, De Chaves et al. (2020) observaram na previséo
gue o clioquinol ndo demonstrou ser hepatotdxico assim como a natamicina, enquanto
o0 voriconazol, terbinafina e ciclopirox poderiam causar danos para enzimas hepaticas,
caso administrados por via sistémica. Em contrapartida, os autores relataram que as
associacdes entre clioquinol e voriconazol ou ciclopirox poderiam ser administradas
por via tépica ja que ndo demonstraram nenhum tipo de alergenicidade pelo método
in vitro.

A toxicologia computacional, é utilizada para estimar o nivel de toxicidade de
um composto especifico, ou seja, tem como finalidade simular ou prever a toxicidade
de um determinado farmaco ou produto, e possui o0 beneficio de minimizar a
necessidade de testes em animais, dessa forma reduz o tempo e o custo dos testes
de toxicidade, melhorando a previsdo de toxicidade e a avaliagdo de seguranga
(Kaminski et al., 2020). Séo varios os softwares online que preveem o risco toxico,
dentre eles tém-se 0 LAZAR Toxicity Predictions que é utilizado para prever potenciais
carcindgenos, assim como o preADMET que se baseia na identificacdo de agentes
toxicos capazes de ocasionar cancer, enquanto o software pkCSM é responsavel por

avaliar o potencial de mutagenicidade (Helma et al., 2006; Zuravski et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de realizagao da Pesquisa

Os ensaios realizados nesse estudo contemplaram o envolvimento do
Laboratorio de Pesquisa em Micologia Aplicada (LPMA), localizado na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), o qual realizou grande parte dos
experimentos, também envolveu o Laboratério de Bioquimica e Toxicologia do
Instituto Federal de Santa Catarina (Concérdia, Brasil), que realizou os ensaios de
citotoxicidade, assim como da Universidade Federal do Pampa, que avaliou a
toxicidade in vitro dos antifungicos quando combinados e do Laboratorio de Quimica
Farmacéutica e Medicinal da Universidade Federal do Amapa (Brasil) que determinou

por andlises in vitro o mecanismo de acéo da nitroxolina.

4.2 Cepas Fungicas

Para a realizacéo dos experimentos foram utilizadas 30 cepas fangicas (tabela
1). Todas as cepas sdo provenientes da micoteca do Laboratério de Pesquisa em
Micologia Aplicada (LPMA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Tabela 1. Cepas fungicas.

Espécie Cdédigo

C. albicans CAMTO3

C. tropicalis CTMT18

F falciforme F9, F20 e HCF19

F. keratoplasticum F21, HCF17, HCF20, HCF25, HCF26
F. incarnatum F16

F. oxysporum F24, F35, HCF22 e HCF46

F. petroliphilum HCF13 e HCF24

F. proliferatum F2

F. solani F28, F33, F34, HCF41, ATCC 36031
M. canis MCAO01, MCA29 e MCAHCPA11

M. gypseum MGY58

T.rubrum TRU45, TRU47 e TRU51
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4.3 Antifungicos e preparo das solugoes

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados os seguintes antimicrobianos:
anfotericina B (Pfizer, New York, NY), clioquinol (Sigma-Aldrich), terbinafina (Sigma-
Aldrich), ciclopirox olamina (Medley), micafungina (Sigma-Aldrich), natamicina
(Sigma-Aldrich), voriconazol (Sigma-Aldrich) e nitroxolina (Sigma-Aldrich). Todos
foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich) e diluidos em RPMI
1650 na concentracdo de 2%. O preparado das solu¢cdes contendo os antifingicos
seguiu as orientagOes estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
- CLSI (2008).

4.4 Avaliagcdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos farmacos
antifungicos

A CIM foi determinada pelo Método de Microdiluicdo em Caldo RPMI 1640 e
seguiu as orientacdes dos protocolos M38-A2 para fungos filamentosos e M27-A3
para leveduras, conforme proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute-
CLSI, 2008. Resumidamente, o indculo foi preparado de maneira que se obtivesse a
concentracdo final de 5X10* conidio/mL para Fusarium, 1 a 5 x 10° blastoconidio/mL
para Candida spp. e 2 a 6 x 10° conidio/mL para dermatéfitos.

Para a realizacdo do ensaio foi utilizado microplacas de 96 pocos estéreis e a
elas foram adicionados 100 ul de caldo RPMI em cada po¢o, com excec¢ao do primeiro,
gue neste, foi adicionado 100 pl do antifingico que passou por microdiluicao seriada,
descartando-se o volume final apés o décimo poco da microplaca. Posteriormente,
aos pocos foram adicionados 100 pl de in6culo fungico e as microplacas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas. A CIM foi definida como a menor concentracao capaz
de inibir totalmente o crescimento fangico. Para a realiza¢do do ensaio foi incluido um
controle negativo (controle de esterilidade) e um controle positivo (caldo RPMI e

suspensao fungica). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.5 Investigacao in vitro da formacdao de biofilme de Fusarium spp. e
dermatofitos pelo método do cristal violeta

Para a avaliacdo da formacdo de biofilme foi feita uma adaptacdo das
metologias de Shin et al (2002), Stepanovic¢ et al. (2007) e Galletti et al. (2017), para
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adequé-las aos modelos fangicos. Brevemente, o inéculo foi preparado de maneira
que contemplasse a concentragédo final de 1x10° conidio/mL no poco da microplaca.
ApoOs o preparo do indculo, aliquotas de 20 pL da suspenséo final foram transferidas
para microplacas de 96 pocos e completadas com 180 pL de caldo TSB. As
microplacas foram entdo incubadas a 32 °C por 72 h. Passado o periodo de
incubacéo, o contetdo dos pocos foi removido com o auxilio de uma micropipeta e 0s
pocos foram lavados com salina estéril a fim de remover as células ndo aderentes.
Em seguida, foram adicionados 150 puL de metanol (99,9%) que permaneceram nos
pocos durante 20 minutos para propiciar a fixagdo do biofilme. Posteriormente, o
composto quimico foi retirado e as microplacas foram invertidas por 30 minutos com
0 intuito de permitir a secagem dos pocos.

Sequencialmente, aos pocos foram acrescentados 150 pL de cristal violeta na
concentracdo de 1%, que permaneceu no local por 15 minutos em temperatura
ambiente. Apds, o0 excesso de corante nos pocos foi removido e eles foram lavados
com salina estéril. Em seguida, o corante ligado as células foi ressolubilizado por meio
da adicao de 150 L de etanol (100%), e este permaneceu por 30 minutos em contato
com o corante. Por fim, a avaliacdo da formacdo de biofilme, foi feita em
espectrofotometro (SpectraMax, KAZUAKI) por meio da medicdo da absorbancia em

um comprimento de onda de620 nm (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagéo da producao de biofilme de acordo com a faixa de absorbancia

exibida quando submetida ao método do cristal violeta.

Produtor de Biofilme Faixa de absorbéancia
Nao produtor < 0,070
Fraco 0,070 e 0,170
Médio 0,170-0,279
Forte > 0,280

Fonte: Shin et al. (2020)

4.6 Analise da Concentragao Antibiofilme Minima dos antifungicos selecionadas
frente a espécies de Fusarium e dermatoéfitos

Apos determinar a CIM das cepas de Fusarium spp. e dermatdfitos, foi avaliada
a Concentracao Antibiofilme Minima (CAM) dos antifiUngicos. Basicamente, para as

cepas de Fusarium oriundas de casos de ceratite (artigo 1), foi avaliado os antifungicos
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natamicina, voriconazol, anfotericina B e clioquinol. Por outro lado, para as cepas de
Fusarium e T. rubrum provenientes de onicomicose, a terbinafina, clioquinol e
ciclopirox foram testados, assim como para as cepas de M. canis causadoras de tinea
capitis.

Resumidamente, para a realizacéo deste ensaio, foi feita uma adaptacdo das
metodologias de Vila et al. (2015) e Carbone et al. (2018), a fim de adequéa-las aos
microrganismos em questdo. Primeiramente, o inéculo foi preparado de maneira que
contemplasse a concentracdo final de 1x10° conidio/mL. Na sequéncia, foram
adicionados nas microplacas 100 pL dos antifungicos previamente dissolvidos em
caldo TSB. Posteriormente, foram adicionados 100 pL da suspenséo fungica final, em
cada poco da microplaca. Adicionalmente, as microplacas foram incubadas por 72 h
a 35 °C. Em seguida, o contetdo de cada poco foi removido e os pocos foram lavados
com salina estéril. Adicionalmente, a inibicao da formacé&o do biofilme foi quantificada
pela adicdo do reagente colorimétrico MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio; Sigma).

O MTT associa-se as células viaveis do biofilme, uma vez que estas acumulam
por endocitose o sal de tetrazélio (MTT), que na célula é reduzido por desidrogenases
mitocondriais a cristais de formazan solGveis em alcool. Para tanto, foram adicionados
aos pocos da microplaca 150 pyL de uma solucédo de MTT (0,5 mg/ml), e em seguida
as microplacas foram incubadas por 5 h a 35 °C. Passado o periodo, a solu¢éo foi
retirada e os cristais de formazan foram homogenizados com 150 pyL de &lcool
isopropilico. Na sequéncia, a leitura das amostras foi realizada no comprimento de
onda 620 nm. O ensaio foi efetuado em triplicata e lido em espectrofotdmetro. Foi
considerado como resultado positivo 0 antifingico que inibiu >80% da formacéo do
biofilme. O percentual de inibicdo foi calculado por meio da seguinte férmula:

% de Inibicdo= [(OD controle de crescimento — OD amostra)/OD controle de

crescimento] X100
Para a realizacdo deste ensaio, foi utilizado um controle negativo (apenas o

TSB) e um controle positivo (TSB e in6culo fungico). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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4.7 Avaliagao da Concentragao Minima Erradicadora de Biofilme (CMEB) das
moléculas selecionadas frente a espécies de Fusarium, T. rubrum e M. canis
Para a avaliacdo da CMEB foi realizada uma adaptacdo das metodologias de
Ramage et al. (2001) e Carbone et al. (2018) com o intuito de adequé-las ao modelo
fangico. Brevemente, 100 pL de in6culo (1x10° conidio/mL) e 100 pL de caldo TSB
foram adicionados aos pocos da microplaca. As microplacas foram incubadas por 72
h a 32 °C e apdés a maturacao do biofilme, o sobrenadante foi aspirado e as células
ndo aderentes foram removidas por lavagem com salina estéril (150 pL).
Posteriormente, foram adicionados 100 pL de caldo TSB aos pocos da
microplaca, para renovar o meio de cultivo e 100 pL dos antifiungicos em diferentes
concentracfes. Adicionalmente, as placas foram novamente incubadas por 48 h a
32°C. O remanescente foi removido e 0s pocos enxaguados com solucdo salina
estéril. Em seguida, aos pocos das microplacas foram adicionados o corante MTT
seguido de isoprapanol (conforme item 4.6) e a absorbancia foi determinada em leitor
de placas no comprimento de onda de 620 nm. A CMEB sera definida como a menor
concentracdo capaz de remover pelo menos 80% das células viaveis. O percentual

de remocao foi avaliado conforme a férmula abaixo:

% de remocéo= (ODcontrole de crescimento — OD da amostra/OD controle de

crescimento) *100

Para a realizacdo deste ensaio, foram utilizados um controle negativo (apenas
o TSB) e um controle positivo (TSB e indculo fungico). Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.8 Determinacao da atividade antibiofilme dos antifliingicos comerciais pelo
método de checkerboard

Para a realizagao deste ensaio, foram utilizadas as recomendagdes de Johnson
et al. (2004) com modificacbes. Foram utilizadas microplacas de 96 pocos para
determinar o efeito da associacdo entre os antifungicos sobre a formacé&o do biofilme,
para tanto, foram estabelecidas combinacgdes entre eles de maneira que totalizaram

nas microplacas 36 combinacfes com concentracdes variadas.

40



As solugbes de trabalho (antifungicos) foram preparadas em caldo TSB, de
modo que se obtivesse uma solucdo quatro vezes mais concentrada do que a
concentracédo final desejada e volumes de 50 pl do clioquinol foram adicionados aos
pocos da microplaca e combinados com 50 ul dos diferentes antifiingicos (anfotericina
B, voriconazol, natamicina, ciclopirox olamina ou terbinafina). Posteriormente foi
adicionado o indculo fangico na concentracédo de 1x10°8 conidios/mL e as microplacas
foram incubadas por 72h a fim de propiciar a formacao do biofilme. Apds, os demais
processos de lavagem e coloracao do biofilme, foram realizados conforme o item 4.6.

A andlise da interac@o entre os dois farmacos foi determinada por meio do
indice de Concentracéo Inibitéria Fracionada (ICIF), no qual escolheu-se as menores
concentracbes das amostras testes e que foram capazes de inibir a formacdo do
biofilme. Esse indice foi calculado através da soma das concentracdes inibitérias
fracionadas (CIF) de cada antifungico para cada combinacéo:

ICIF: CIFA+ CIFB

ICIF: CAM A em combinag&o com CAM B/ CAM A sozinho + CAM B em
combinacdo com CAM A/ CAM B sozinho

A interacao foi considerada sinérgica quando ICIF < 0.5, aditiva para 0,5< ICIF
<1, indiferente para 1 < ICIF < 4 e antagdnica quando o ICIF for 24.

4.9 Determinagao da atividade removedora de biofilme pelo método de
checkerboard

Com o intuito de observar se os antifangicos em combinacdo eram eficazes em
remover o biofilme formado e poderiam ter efeito sinérgico entre si, foram combinados
os antifungicos entre si. Para tanto, foram determinadas nos poc¢os de microplacas de
fundo chato, 36 combinac¢bes que contemplaram concentracdes quatro vezes maiores

e oito vezes menores que a CMEB.
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Resumidamente, o biofilme passou pelas etapas de formacgéo e remocédo das
células ndo aderentes, posteriormente foram acrescidos as microplacas 50 pl do
antifangico A (em diferentes concentracdes) combinado com o antifingico B (em
diferentes concentracdes), seguido de 100 pl de caldo TSB, para renovagéo do meio
de cultura. As microplacas foram novamente incubadas e as etapas posteriores foram
conforme o item 4.6. O ensaio foi realizado em triplicate e foi avaliado o dano celular
dos pocos que nao apresentaram nenhum crescimento fungico. O percentual de dano

celular foi calculado por meio da seguinte equacéao:

( A620 with drug
[ A620 without drug

> * 100]

Foram consideradas sinérgicas as associacdes que exibiram indice de
concentracao inibitéria fracionada (FICI) 0.5, indiferenga >0.5, antagonismo >4. Para
tanto, o FICI foi calculado da seguinte maneira: FICIamica+emica) + FICIsmics+amics)
(De Chaves et al., 2020).

4.10 Time-Kill Combination sobre Fusarium na forma plactoénica

O ensaio de time-kill combination tém trés finalidades, a primeira esta
relacionada a confirmacao de que o teste de checkerboard realmente funcionou, ou
seja, por meio do ensaio é possivel confirmar se a associagao foi sinérgica ou nédo, a
segunda envolve a interpretacdo dos graficos que confirmam se a associagao teve
atividade fungicida ou fungistéatica, enquanto a terceira, demonstra o tempo de morte
da célula fungica. Resumidamente, o ensaio foi realizado conforme Natesan et al.
(2008) com modificacdes. Para tanto, foram escolhidas as melhores associacées com
atividade sinérgica, ou seja, 0 menor valor de ICIF e que nesse caso representou a
associacao entre CLIO-VRC (1.25 pyg/mL/12 pg/mL) e CLIO-CPX (1.6 pg/mL/20.8
Mg/mL), os antifungicos sozinhos também foram incluidos nas respectivas
concentracoes.

O ensaio contemplou a utilizacdo de microplacas de 12 pogos com e sem 0s
antifingicos junto com o inéculo fungico (1x108 conidio/mL). As microplacas foram
incubadas a 32°C e em diferentes intervalos de tempo (0, 4, 8, 12 e 24h), uma aliquota
de cada poco foi seriadamente diluida (10%, 102, 103) em &gua estéril e

posteriormente adicionadas a placas de Petri contendo agar batata dextrose, onde foi
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realizado o espalhamento em superficie. As placas foram incubadas a 32°C por 48 h
a fim de determinar o numero de UFC/mL.

Apos o periodo de incubacao, foi realizada a contagem das colonias fangicas e
0s resultados foram expressos por meio da plotagem dos valores de logio UFC/mL. A
associacao foi considerada fungicida quando houve reducédo = 99,9% do numero de
células em relacdo ao indculo inicial (controle sem tratamento em tempo 0). A
interacao foi considerada sinérgica quando houve o decréscimo = 2-logio, indiferente
(decréscimo < 2-logio) ou antagonista (aumento = 2-logio) apés 24 h de tratamento
com a combinagédo, comparado ao composto mais ativo sem combinac¢do. Todos os

ensaios serao realizados em triplicata.

4.10.1 Time-Kill Combination sobre biofilme de dermatéfitos

O ensaio foi realizado de acordo com as orientacfes de Soares et al. (2019) e
De Chaves et al., 2020. Basicamente, foram preparados em eppendorfs (1.5 mL)
solugdes contendo o meio de cultivo RPMI 1640 junto com 1x10° conidios/mL que
foram cultivados por 72h a 32°C para a formacéo de biofilme. Apéds, os biofilmes foram
lavados com salina estéril (0.85%), que permitiu 0 desalojamento das células nao
aderentes por vortex, sonicados por 8 min e na sequéncia microdiluidos (101, 102,
10%) e desafiados com os antifingicos sozinhos CLIO (16 pg/mL), CPX (32 ug/mL) e
em combinagdo CLIO/CPX (16 pg/mL/32 pg/mL). Os mesmos foram novamente
incubados em estufa de crescimento e a contagem das células viaveis foi realizada
por meio da técnica de spread plate apés 0, 24, 48 e 72h.

Apbs o periodo de incubacao, foi realizada a contagem das coldnias fangicas e
os resultados foram expressos por meio da plotagem dos valores de logio UFC/mL.
Conforme o item 4.10. Ao experimento foram adicionados um controle de crescimento
(indculo fungico com meio de cultivo) e um controle de esterilidade (meio de cultivo).

O ensaio foi realizado em triplicata.

4.11 Determinacgao do potencial alergénico das associagoes propostas para
uso em onicomicoses e ceratite por Fusarium spp.
A avaliacdo do potencial de irritacdo ou alergenicidade dos antifingicos

sozinhos e em associacdo CLIO/CPX e CLIO/VRC foi realizada através do ensaio da
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membrana corioalantéide de ovo de galinha embrionado (HET-CAM), conforme
proposto ICCVMA (2010). Resumidamente, a membrana corioalantéide € escolhida,
pois € uma membrana respiratoria vascularizada com processo inflamatoério e vascular
similar ao tecido conjuntivo ocular, e, portanto, € indicada para testes de
alergenicidade ou irritagéao.

Para a realizacdo desse ensaio, foram utilizados os antifingicos sozinhos
e em associacdo nas seguintes concentra¢des: CLIO (10 ug/mL), VRC (80 ug/mL)
CPX (125 pg/mL), em combinacéao entre CLIO-VRC (1.25 pg/mL/12 pg/mL) e CLIO-
CPX (1.25 pg/mL/17.4 pg/mL). Brevemente, foram utilizados ovos frescos, brancos e
embrionados (Lohmann selecionado Leghorn, LSL), que foram incubados por 10 dias
em uma temperatura que variou entre 38 a 39°C e umidade entre 55 a 60%. No ultimo
dia, a casca do ovo foi removida com uma ferramenta rotativa (Dremel, WI) e foram
adicionados & membrana corioalantéide 0,3 ml dos antifingicos sozinhos e em
combinac¢éo. Ao ensaio foram incluidos um controle negativo (solucéo salina 0,9%) e
um controle positivo (solu¢do NaOH 0,1 mol/L).

Em diferentes intervalos de tempo (0.5, 2 e 5 min) foi feita a observacéo
visual do efeito irritante sobre a membrana corioalantéide e os resultados foram
interpretados em uma escala de 0 a 21, onde 0 a 4,9 ndo representa irritacdo ou
praticamente sem irritacdo, 5 a 8,9 (irritacdo moderada) e de 9 a 21 refere-se a
irritacdo moderada/grave ou extrema.

O escore de irritacdo foi calculado utilizando a seguinte férmula:

Is = (301 — Tempo de hemorragia) c) 4 (301 — Tempo de Lise) ;
- 300 * 300 *

(301 — Tempo de coagulagio)
+ 300 x9

4.12 Avaliacao do potencial citotéoxico das associagoes propostas para uso em
onicomicoses e ceratite por Fusarium spp.

A avaliacdo da citotoxicidade das associacdes foi realizada por meio do teste
de viabilidade celular e seguiu as orientacdes de Montagner et al.,, (2010).
Basicamente, o0 ensaio € utilizado para avaliar se os antifungicos quando combinados
podem levar a morte celular ou causar algum tipo de dano, ou seja, a técnica verifica

a viabilidade e proliferacao das ceélulas quando expostas a diferentes concentragbes
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dos antifingicos em associacdo. Nesse ensaio foram utilizados o CLIO combinado
com VRC (1.25 pg/mL/12 pg/mL, 2.5 pyg/mL/24 pg/mL, 5 pg/mL/48 ug/mL e 10
Mg/mL/96 ug/mL) e CLIO combinado com CPX (1.6 ug/mL/20.8 pg/mL, 3.2 ug/mL/41.6
pg/mL, 6.4 pg/mL/83.2 pg/mL and 12.8 pg/mL/166.4 pg/mL). O ensaio foi realizado
em triplicata e cerca de 100 células foram analisadas para cada associacdo. Ao ensaio
foi adicionado um controle negativo que foi preparado com 500 pl de tampéao PBS 7.4,
e um controle positivo com 3 pg/ml de bleomicina.

Resumidamente, a partir de 1 mL de sangue humano, os linfocitos s&o
separados por centrifugacéo e transferidos para 9 mL de RPMI 1640, suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de estreptomicina/penicilina, a essas solucdes
sao adicionados os antifungicos combinados nas diferentes concentracdes que sao
incubados a 37°C por 72h. Apds esse periodo, uma aliquota de cada solugcédo é
retirada e acrescentado o azul de tripan (contato por 8 minutos) com posterior andlise
em microscopio optico (objetiva de 400x).

Por microscopia, as células sdo contadas em camara de Neubauer e sao
classificadas em duas categorias, (1) células viaveis e (2) células inviaveis. (1)
representa células com citoplasma claro, enquanto (2) representa células que
incorporam o corante e apresentam membranas disformes e nucleo corado de azul.
A coloracéo pelo azul de tripan é amplamente utilizada para ensaios de citotoxicidade,
pois as células danificadas absorvem o corante para o citoplasma, o que ndo acontece
com as células viaveis, que por sua vez permanecem intactas e incolores, permitindo
entdo a diferenciacdo entre células incolores e coradas (Avelar-Freitas et al. 2014).

O ensaio foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Pampa
sobre o nimero 27045614.0.0000.5323. O teste foi realizado com o consentimento de

um voluntario adulto jovem (maior de 18 anos) e sem uso de medicamentos.

4.13 Predigao da toxicidade das combinagodes eleitas para o combate de
onicomicose e ceratite por Fusarium spp.

As andlises computacionais para prever a toxicidade in vitro das associagfes
(CLIO-VRC e CLIO-CPX) foram realizadas na Universidade Federal do Pampa
(UNIPAMPA). Resumidamente, foram utilizados a partir de suas respectivas bases de
dados, cinco programas de computador on-line e de codigo aberto (pkCSM®,
PreADMET ®, Molinspiration Cheminformatics®, ChemIDPlus®, LAZAR Toxicity
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Predictions®) para simular e prever o risco téxico dos antifingicos, através da sele¢éo
de variaveis e dados fisico-quimico, in vitro e in vivo. As analises foram realizadas por
meio da aplicacao de calculos especificos entre esses programas e que geraram uma
probabilidade de risco preditivo para diferentes moléculas. Em um primeiro momento,
os codigos SMILE candnicos de cada medicamento foram obtidos através do banco
de dados PubChem. Na sequéncia, os cédigos foram utilizados para avaliar a analise
de risco. Todos os parametros estudados com suas respectivas interpretacdes estao
descritos do artigo de De Chaves et al. (2020). Para validar a analise dos resultados,
trés analises intradiarias e interdias foram realizadas nos mesmos programas de

computador por dois computadores diferentes (OECD, 2007).

4.14 Predigcao dos mecanismos de ag¢ao da nitroxolina in vitro e in vitro

4.14.1 Ligagao ao ergosterol exégeno

O ensaio de ligacéo ao ergosterol exdgeno € utilizado para avaliar a capacidade
de um antifingico ou antimicrobiano se ligar ao ergosterol exdgeno, ja que a presenca
dele no meio de cultura confunde o agente de tal forma que ocorre uma interacao
entre os dois, ligando-se eles entre si e resultando na permanéncia do ergosterol da
membrana celular fangica intacto, dessa forma, espera-se que a CIM aumente quando
o antimicrobiano € exposto a diferentes concentracdes de ergosterol exdgeno
(Escalante et al., 2008).

Resumidamente, as células fangicas foram colocadas em contato com a
nitroxolina na presenca e auséncia de ergosterol exdégeno (Sigma — Aldrich) em
diferentes concentracdes (50 a 250 pug/ml) e incubadas por 32°C por 48 h para fungos
leveduriformes e 96h para fungos filamentosos. O ensaio seguiu as orientacdes
estabelecidas pelo CLSI (2008) protocolos M27-A3 e M38-A2 para a determinacédo da
concentracéo inibitéria minima através do método de microdiluicdo em caldo. As CIMs
foram determinadas visualmente pela auséncia ou presenca de crescimento fangico.
Como controle positivo foi utilizado a anfotericina B que se liga ao ergosterol de
membrana formando poros e permitindo a saida do conteudo intracelular (Pippi et al.,
2019).
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4.14.2 Ensaio de protegao do sorbitol

A fim de verificar se a nitroxolina afeta a integridade da parece celular fungica,
foi realizado o ensaio de protecao do sorbitol (Escalante et al., 2008). Para tanto, a
CIM da nitroxolina foi determinada na presenca e auséncia do sorbitol (0.8 mol I1,
Sigma — Aldrich). Tanto a CIM quanto o preparo do indculo, seguiram as orientacfes
dos protocolos M27-A3 e M38-A2 do CLSI (2008). Resumidamente, o sorbitol foi
dissolvido em RPMI 1640 e as microplacas foram incubadas a 35°C por um periodo
de 2 a 7 dias para fungos leveduriformes e entre 4 e 7 dias para os fungos
filamentosos. A CIM foi determinada visualmente através da presenca ou auséncia de
crescimento fungicos nos poc¢os das microplacas (Escalante et al., 2008).

O ensaio foi realizado em triplicata e a anidulafungina foi utilizada como controle
positivo. Na presenca do sorbitol, a parede celular ndo é rompida, ja que ele atua como
um protetor osmético da parede e na presenca do antimicrobiano, espera-se que a
CIM aumente caso o alvo seja a parede celular. A micafungina atua sobre a parede
celular ligando-se a glucano sintase e impedindo a formacgéo da parede celular (Pippi
et al., 2019).

4.14.3 Predigao in vitro de atividade biolégica

A predicdo da atividade in vitro da nitroxolina foi realizada pelo Laboratorio de
Quimica Farmacéutica e Medicinal da Universidade Federal do Amapa (Brasil). As
analises foram efetuadas por meio do webservidor PASS (Prediction of Activity
Spectra for Substances) (Lagunin et al., 2000), que explorou a possivel atividade
biolégica da nitroxolina, tendo como base a estrutura quimica da molécula.
Resumidamente, o PASS utiliza fragmentos moleculares 2D que sdo conhecidos
como descritores de estrutura de vizinhanca dos atomos de varios niveis (MNA), e
propfe a atividade bioldgica segundo a estrutura molecular da molécula analisada.
Dessa forma, o webservidor fornece um resultado em pontuacdo de predicdo do
composto, que € calculado em razdo da probabilidade de ser ativo (Pa) e da
probabilidade de ser inativo (Pi). Uma predicdo com valor de Pa alto quer dizer
provavel atividade biolégica (Jairajpuri et al., 2021).

Na sequéncia, a nitroxolina foi avaliada no SwissTargetPrediction

(http://www.swisstargetprediction.ch/), um webservidor que realiza a predicdo de

combinacdo de similaridade 2D e 3D de pequenas moléculas com alvos
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macromoleculares. Nesse sistema de predi¢do, cada d&tomo da molécula predita é
mapeado em um espaco 5D, no qual sdo determinadas as trés primeiras coordenadas
das conformacbes 3D da molécula e as duas conformacdes que sobram sao
codificadas as suas cargas atdmicas parciais e a sua lipofilicidade (AlogP). Ao final da
predicao € gerado um valor de conformacgédo com aproximadamente 400 comparacdes
e selecionado pelo Servidor Swiss, o maior valor de similaridade (Gfeller et al., 2013).

Na sequéncia, foi utilizado o Cortellis Drug Discovery Intelligence (CDDI) no
intuito de se observar os mecanismos de agcao e os alvos utilizados da nitroxolina,
baseado em pesquisas realizadas e descritas no banco de dados dessa plataforma. o
CDDI fornece dados de estudo in vitro, in vivo e até mesmo estudos clinicos (Shih et
al., 2018).

4.14.4 Docking molecular

A molécula nitroxolina foi desenhada e otimizada pelo software HyperChem
(Gutowska et al., 2014). O programa GOLD 2020.1 (Genetic Optimisation for Ligand
Docking) foi utilizado com a finalidade de prever os melhores modelos de interagées
entre a nitroxolina e as proteinas alvo estudadas, estas por sua vez foram obtidas a
partir da plataforma Protein Data Bank (PDB) (Ortega-Carrasco et al., 2014).

A estrutura cristalografica da alcano monooxigenase (PDB ID: 3B90)
complexada com a coenzima FMN, e a estrutura cristalografica da metionina amino
peptidase (PDB ID: 2EVO) complexada com a molécula n-ciclopentil-n-(tiazol-2-il)
oxalamida foram os alvos selecionados para o estudo de docking molecular (Xie et al.,
2006; Li et al., 2008). Nesse processo, atomos de hidrogénios foram adicionados, as
moléculas de 4gua e os ligantes foram retirados, que no fim foram validados, onde
obteve-se os valores RMSD (Root-Mean-Square Deviation), os calculos de cavidade
de origem e o valor do raio de validagao.
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DISCUSSAO GERAL

No globo terrestre, nenhum ser vivo esté isolado, pode-se dizer que ha sim uma
interacdo entre 0s organismos Vivos, e uma vez que essa interagcdo é estabelecida,
todo o ecossistema terrestre € comprometido e este envolve humanos, animais,
plantas, solo, agua e ar. E impossivel ndo analisar esta inter-relagdo, um conidio que
se deposita sobre uma antera, germina e se expande ao longo dos tecidos da planta,
destruindo-a e deformando os gréos, produzindo micotoxinas que para serem
combatidas, fungicidas agricolas sdo pulverizados sobre a planta, que se depositam
nela e sobre o solo, que com a chuva é lixiviado para a agua, selecionando
microrganismos resistentes naquele ambiente e que podem ocasionar infec¢do, além
de prejudicar a vida marinha, estes mesmos insumos que quando absorvidos ou
consumidos pelo corpo humano podem ocasionar problemas de mutagenicidade e
originar cancer, em contrapartida, as mesmas micotoxinas caso ndo combatidas,
ocasionam problemas de teratogenicidade e também resultam em cancer.

Aquém, uma crianca que pelo revolvimento do solo onde brincava ou um
explorador de cavernas ou cacador de tatus, inala conidios de Paracoccidiodes
brasiliensis ou Coccicidiodes imitis, que por sua vez permanecem em seus pulmdes
latentes por anos e depois de um tempo desenvolvem infec¢des fangicas graves. Um
cha de casca de eucalipto quando consumido pode ocasionar uma meningite severa,
ou até mesmo o revolvimento de fezes de frangos em galinheiros ou tocas de arvores
habitadas por morcegos pode resultar em histoplasmose, um pequeno pedaco de
graveto que perfura a cornea do agricultor ocasiona ceratite, o trauma na unha que
gera onicomicose, 0 contato com animais pode ocasionar infecgdes por Microporum
canis, a utilizacdo de um cateter, uma infec¢ao fangica generalizada ou a insercéo de
um DIU (dispositivo intrauterino) a recorréncia em candidiase vulvovaginal, sendo
assim, ndo somos isolados, somos seres vivos e gue interagimos com o ambiente
onde estamos inseridos.

Nesse contexto, pode-se inferir que ha sim a tdo famosa “saude unica” e que
envolve os diferentes seguimentos e setores da sociedade e do ambiente como um
todo. Diante disso, para a realizacdo desse trabalho, foram contempladas duas
grandes areas da micologia, que envolveram estudos relacionadas a micologia
agricola e a micologia clinica, ambas extremamente importantes do ponto de vista

econdbmico e de saude. No que tange a micologia agricola, uma revisdo sobre o
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complexo de espécies de Fusarium graminearum (FGSC) foi realizada, o complexo
foi escolhido devido a agressividade do fungo na planta, resisténcia aos fungicidas e
producdo de micotoxinas. O mesmo género fungico (Fusarium), cujo habitat principal
€ 0 solo, é responsavel por infec¢des agressivas em humanos, cujos patégenos séo
selecionados no campo pela utilizacdo demasiada de fungicidas agricolas e
ocasionam infec¢cBes fungicas severas em humanos e dificeis de tratar devido a
resisténcia intrinseca que eles exibem aos principais agentes antifingicos, que sao
utilizados para o tratamento de doencas fungicas na clinica médica. Portanto, o
género Fusarium foi escolhido para estudos relacionados a micologia clinica e que
envolveu a avaliacdo da capacidade de formacédo de biofilme pelos principais
complexos de espécies de Fusarium relacionados a infec¢des superficiais como F.
solani e F. oxysporum, assim como foi avaliado a atividade antibiofilme e de remocéo
de biofilme de combinacbes de antifingicos com o intuito de descobrir a melhor
combinacdo capaz de impedir ou remover os biofimes em casos de ceratite e
onicomicose.

Ainda, as mesmas combinacbes (CLIO/CPX e CLIO/TBF) foram testadas
contra fungos dermatéfitos causadores de onicomicose e tinea capitis, pois nos
altimos anos estudos tém demonstrado que as infeccbes flungicas por dermatofitos
sao relacionadas a biofilmes, e por essa caracteristica também séo dificeis de tratar,
uma vez que o microrganismo (T. rubrum) se instala entre as camadas da unha que
acabam o protegendo, assim como o préprio biofiime age como um verdadeiro
santuario. Na regido capilar, o fio de cabelo impede a permeacao do antifungico que
limita a atividade do farmaco, por outro lado, M. canis € capaz de se expandir por toda
regido da cabeca e corpo degradando a queratina e ocasionando a infeccdo por
biofilme. Nesse contexto, nés avaliamos o efeito removedor de biofilme das
combinac¢des CLIO/TBF e CLIO/CPX sobre cepas de M. canis e T. rubrum.

Ademais, o perfil de suscetibilidade dos agentes antifungicos aos fungos
comumente envolvidos em infec¢gbes fungicas ainda néo foi estabelecido no Brasil e
no mundo, resultando em confusfes na comunidade cientifica e médica quanto ao
ideal tratamento para as infec¢des fungicas. Portanto, foi reunido em forma de tabela,
o perfil de suscetibilidade dos principais fungos envolvidos em casos de micoses

superficiais, cutaneas, subcutaneas e disseminadas. Além disso, foi incluido no
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trabalho, o perfil de suscetibilidade de fungos endémicos do Brasil, sendo possivel
inclusive consultar os principais tratamentos recomendados in vitro.

Devido a grande dificuldade de obtencdo de novos antifingicos no mercado
farmacéutico, seja pela sua toxicidade ou até mesmo pelo longo tempo dos ensaios
de fase clinica, o reposicionamento de farmacos é uma boa estratégia para o combate
de infeccdes fungicas, ja que por ainda ndo serem utilizados para aquela finalidade,
ainda ndo ha resisténcia, além disso, ja estdo disponiveis estudos sobre a absor¢céo
do farmaco no corpo humano assim como a sua toxicidade, o que € um ponto positivo
e que auxilia no reposicionamento de um determinado farmaco. Nesse sentido, foi
avaliado a capacidade da nitroxolina em ser reposicionada como antifingico. Para
tanto, foram realizados testes de docking molecular para a determinacéo dos alvos
terapéuticos da molécula e os resultados foram promissores.

Em um contexto geral, as infec¢des fungicas que acometem humanos, animais
e plantas tém aumentado significativamente nos Ultimos anos. Contudo,
pesquisadores que compdem o seleto grupo dos micologistas concordam entre si que
as infec¢des fungicas sao negligenciadas quando comparadas a outras doencas
infecciosas. Além disso, tanto na micologia médica humana, quanto na animal e na
prépria micologia agricola, o principal grupo de antifungicos utilizado para o combate
dessas patologias envolve os azdlis que devido ao uso frequente e muitas vezes
indiscriminado tem selecionado cepas resistentes (Silva et al., 2020). Ademais esse
mesmo grupo tem sido direcionado para a utlizacdo em revestimentos anti-
incrustantes e preservacao de madeira (Fischer et al., 2018), o que compromete ainda
mais a saude daqueles que necessitam da utilizacdo desses antifungicos.

Dessa forma, o aparecimento de fungos patogénicos ou fitopatogénicos
multirresistentes € uma ameaca consideravel para o controle de doencas fungicas
clinicas ou agricolas. Fungos destruidores de plantacdes sdo responsaveis por perdas
de rendimento de aproximadamente 20% em todo o mundo, com perdas adicionais
de 10% apos a colheita, ao passo que as taxas de mortalidades por infec¢des fungicas
na saude humana, excedem a malaria e o cancer de mama, sendo comparavel
inclusive a tuberculose e HIV (human immunodeficiency virus). Tanto no campo
guanto na cidade, o controle desses patdgenos pode ser passageiro, uma vez que 0S
fungos sao altamente plasticos e reproduzem-se rapidamente, caracteristicas

benéficas que geram variantes resistentes. A medida que as praticas de monocultura
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estdo sendo aumentadas, a quebra de protecdo antifingica € prejudicada, pois
grandes areas de culturas constituem o local ideal para o surgimento de variantes
resistentes a fungicidas (Fischer et al., 2018). De certa forma, em solos que sao
adotadas préticas de rotacdo de cultura, a resisténcia é prejudicada, pois naturalmente
ocorre a reducédo do indculo patogénico naquele ambiente (Cruz et al., 2012).

No sul do Brasil, o solo fértil favorece o crescimento de muitas culturas
agricolas, no entanto, as principais séo a soja, o trigo e o milho. Durante o periodo de
inverno o agricultor cultiva principalmente trigo, e apds a colheita 0 mesmo solo nas
préximas estacdes pode acomodar plantacées de milho, que acaba se tornando um
depasito fértil para o desenvolvimento de fusariose em gréos de trigo ou milho, pois a
grande quantidade de detritos organicos provenientes da colheita passada, age como
um verdadeiro reservatério do FGSC favorecendo grandes infeccbes na planta e até
mesmo o desenvolvimento de variantes resistentes no campo. Assim como no Brasil,
um estudo na Noruega detectou o aumento da ocorréncia de FGSC em cultivares de
aveia, cuja incidéncia aumentada foi resultante de residuos de cereais na superficie
do solo (Hofgaard et al., 2016).

Obviamente, o combate dessa infeccdo se faz com o uso de fungicidas
agricolas e como ja mencionado, os azdis sao a principal classe de produtos quimicos
recomendados para o tratamento de doencas flngicas como a fusariose ocasionada
pelo FGSC. No entanto na clinica humana, o mesmo grupo é utilizado para o controle
de doencas infecciosas fungicas, cujo uso ndo racional e em demasia de fungicidas
com modo de acéo sitio-especifico tanto no campo quanto na clinica como os triazéis,
pode aumentar o risco de aquisicdo de resisténcia, principalmente resisténcia
cruzada, contribuindo dessa forma para o aumento no espectro de resisténcia a
multiplos fungicidas e dessa forma favorecendo a perpetuacédo de cepas resistentes
no ambiente (Ribas et al., 2016).

Além disso, parece que a resisténcia cruzada ou multidroga pode ser a forca
motriz para o desenvolvimento de resisténcia entre fungos que estao nas interfaces
dos ambientes agroecossistema, doméstico e hospitalar. Por exemplo, dentre os
fungos emergentes na clinica médica humana, tem-se fungos saprofitos ou
fitopatogénicas que foram expostos a fungicidas triazélicos e se espalharam para o
meio ambiente e infectaram humanos (Ribas et al., 2016). Em um hospital no Texas,

Fusarium spp. colonizou um reservatoério de agua e ocasionou infec¢des fungicas em
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pacientes nosocomais com cancer. Por outro lado, em uma andlise filogenética de
cepas de F. solani, foram encontradas cepas relacionadas a infecces em humanos
e curcubitaceas (Zhang et al., 2006). Na clinica médica humana, as infec¢bes por
Fusarium spp. sdo de dificil tratamento, além da resisténcia adquirida, fungos que
pertencem a esse género Sao intrinsicamente resistentes aos antifungicos,
principalmente aos azoéis e equinocandinas, como ja mencionado anteriormente,
quando relacionados a biofilme a dificuldade de combate é ainda mais exacerbada
pelas caracteristicas proprias dos biofilmes.

Em solucbes de lente de contato, por exemplo, os antifUngicos ndo sao
adicionados para reprimir o crescimento fungico, dessa maneira, podem ser uma fonte
potencial de infeccdo. Na solucdo de armazenamento ReNu com MoistureLoc, o
agente antimicrobiano alexidina foi adicionado para protecao da lente, no entanto, ele
€ bactericida e ndo tem atividade contra Fusarium spp. fato que ocasionou a deteccao
de varios casos de ceratite entre os anos de 2005 e 2006 em Hong Kong, Cingapura
e Estados Unidos (Walther et al., 2017). Estudos epidemiol6gicos relataram que os
representantes envolvidos no surto se originaram do préprio ambiente ao qual o
paciente estava inserido, cujos fungos (FSSC e FOSC) contaminaram os estojos de
lentes, lentes de hidrogel e as superficies externas dos recipientes que armazenavam
a solucéo de lente de contato multiuso (Zhang et al., 2007).

Em nosso estudo, ndés observamos que uma combinacdo entre CLIO/VRC
poderia facilmente impedir a formacé&o de biofilmes por espécies de Fusarium. In vitro
nos obtivemos excelentes resultados que poderiam ser incrementados com estudos
posteriores a fim de adicionar essa combinacdo em solucdes de lente de contato ou
até mesmo, por meio do desenvolvimento de um colirio com utilizacdo de
nanotecnologia para facilitar a permeacao através da cérnea. Além disso, em nosso
estudo, nés observamos que ambos os complexos FSSC e FOSC sao fortes
formadores de biofilme in vitro. No entanto, ao comparar os complexos, parece que
as infec¢cdes em cornea por FSSC sdo mais complexas e dificeis de tratar quando
comparadas as espécies ndo-solani, sendo que exibem um curso de tratamento
maior, além da necessidade exacerbada de ceratoplastia (Oechsler et al., 2013).

Segundo Walther et al. (2017) a presenca de FOSC em solugdo de
armazenamento de lentes de contato ou até mesmo nas proprias lentes, nao resulta

necessariamente em uma infec¢éo na cornea, pois de acordo com os autores, o FOSC
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nao € tao eficaz em se fixar e penetrar cérneas ou lentes de contato quanto o FSSC,
0 que poderia resultar em potencial patogénico menor quando comparado ao FSSC.
Contudo, ainda que essas informacdes sejam relevantes, a detecgéo de formacao de
biofilme pelo FOSC, significa relacionar o microrganismo a formagéo de biofilmes,
inclusive em lentes de contato e uma vez formado, pelas abrasfes que a lente
ocasiona ha cornea, o microrganismo pode sim infectar a cornea e formar biofilme na
regido ocular. Zhang et al. (2007) demonstrou a formacao de biofilme in vitro por FOSC
em varios tipos de lentes de contato, sendo a rede de micélios observadas
visualmente em algumas das lentes, além disso, ao avaliar os tipos de lentes, os dois
complexos (FSSC e FOSC) penetraram as lentes de contato testadas, sendo que as
lentes de contato com médio teor de agua (34% a 36%) foram mais suscetiveis a
penetracdo das hifas.

No que tange a associacdo entre CLIO/CPX ela provou ser efetiva em impedir
a formacéo de biofilme in vitro para as cepas de Fusarium relacionadas a onicomicose,
assim como demonstrou ter atividade removedora de biofilmes sobre as cepas de T.
rubrum e M. canis, mas nao foi capaz de remover os biofilmes de Fusarium. Portanto,
podemos inferir que as diferentes composices da matriz polimérica extracelular
podem influenciar na atividade antifingica da combinac¢éo. Segundo Koo et al. (2017),
h&a uma variabilidade de composicdo da matriz polimérica extracelular e diversos
componentes que interagem entre si que agregam um alto nivel de complexidade e
muitos desafios para o desenvolvimento de terapéuticas direcionadas. Em dois de
nossos estudos, ndés encontramos resultados diferentes para fungos diferentes
expostos a uma mesma associacao que foi o CLIO/CPX, o que nos leva a inferir que
essa variacdo na composicdo da matriz foi a responsavel pelas divergéncias nos
resultados de remocéao de biofilme.

A matriz tem como componentes principais, acidos nucléicos, lipideos,
proteinas e carboidratos, sendo que uma das maiores divergéncias esta relacionada
as proteinas pois elas sdo muito variadas (Chatterjee & Das; 2019). No entanto, outros
constituintes também podem influenciar na composi¢cado da matriz, por exemplo, em
biofilme de C. albicans, a glicose foi 0 componente principal, ao passo que em C.
tropicalis foi a hexosamina (Al-Fattani & Douglas, 2006). Ainda nessa linha, Pippi et

al. (2018) demonstraram que o clioquinol foi capaz de reduzir a quantidade de células
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aderentes e prevenir mais de 90% da formacao do biofilme de Candida spp. quando
dispositivos intrauterinos foram revestidos com o farmaco.

Em nosso estudo, nés inferimos que o clioquinol pode prejudicar o elongamento
das hifas e de acordo com Baillie et al. (1999), as hifas sdo unidades fundamentais
para garantir a integridade estrutural e a arquitetura multicamada dos biofilmes
maduros. Sendo assim, uma vez impedidas de se prolongarem e avancarem na
maturacdo do biofilme, ndo ha a formacdo de biofiime e consequentemente
desenvolvimento de uma infecgéo fungica. O clioquinol com potencial de quelar metais
como cobre, zinco e ferro, assim como o clioquinol, o ciclopirox possui afinidade por
quelar céations metalicos trivalentes como ferro por exemplo, e juntos os dois
antifingicos formaram a associacgéo perfeita para impedir a formacéo de biofilme em
Fusarium spp.. No entanto, uma das grandes limitagdes na clinica médica humana é
justamente combater essa “roupa de protegao” chamada biofilme e em nosso primeiro
estudo, ndo conseguimos remover o biofilme de Fusarium in vitro com a combinacéo,
mas ela foi efetiva em remover os biofilmes de T. rubrum e M. canis.

Quando avaliamos a toxicidade das combinagfes, n0s observamos por meio
do ensaio ex vivo com ovo embrionado de galinha que nenhuma delas (CLIO-VRC e
CLIO-CPX) foram irritantes para a membrana corio-alantdide, representando uma
opcao para aplicacdo em tecidos como a pele ou mucosas. Estudos relacionam a
efetividade de farmacos quando associados a reducéo da toxicidade, indicando uma
possibilidade terapéutica na clinica médica humana e animal, por exemplo. Da Costa
et al., (2021) observou que a mesma combinacdo CLIO-CPX néo foi irritante para a
membrana corio-alantoide, pelo contrario, demonstrou resultados excelentes, com
score de irritacdo na faixa de 2.8 (valor representa auséncia de irritacdo), em nosso
estudo, encontramos resultados similares quanto ao potencial de irritacdo dos
farmacos quando associados. Portanto, ao associar o clioquinol com outros agentes
antifingicos, as concentracdes sdo menores e consequentemente a toxicidade dos
compostos reduzem (Da Costa et al., 2021).

Além disso, a possibilidade de abordagens in vitro complementa as analises in
vitro e ex vivo, pois a partir da utilizacdo de métodos computacionais é possivel
analisar, simular, visualizar ou prever a toxicidade de um determinado farmaco ou
associacao entre eles, ademais tem entre os objetivos complementar os testes de

toxicidade existentes (Raies & Bajic, 2016). Em nosso estudo, nds confirmamos
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através da predicao da toxicidade que nossas combinacdes ndo foram irritantes sendo
incapazes de induzir a sensibilizacdo da pele, ao passo que poderiam ser
incorporadas em formulagdes topicas para o combate de onicomicose e ceratite. NOs
também observamos que nenhuma das nossas associacdes foram citotoxicas para
leucdcitos humanos, e demonstraram alta viabilidade celular. Dados que nos levam a
inferir que as associacdes sdo seguras para o tratamento de tais infec¢des fungicas.
Contudo, embora nosso grupo tenha obtido resultados promissores quanto as
associac0Oes, os testes in vivo ndo devem ser descartados, a fim de analisar o efeito
dos farmacos associados, bem como as respostas toxicoldgicas in vivo.

Assim como as abordagens in vitro podem predizer a toxicidade de farmacos,
elas também tém o potencial de determinar os possiveis alvos terapéuticos de
farmacos ja existentes, uma vez que sdo capazes de determinar os alvos biolégicos
desses farmacos. Sendo assim, o reaproveitamento de farmacos € uma estratégia
poderosa para agilizar o uso clinico de medicamentos aprovados para outros fins. As
abordagens in vitro do tipo docking molecular podem ser uma excelente estratégia
para o combate de infec¢des fungicas, inclusive as relacionadas a biofilme, ja que elas
predizem o local de interagcéo entre molécula-ligante. Em nosso estudo, nés avaliamos
por docking molecular o potencial da nitroxolina em ser reposicionada como
antifangico, uma vez que a molécula € um antibacteriano.

Em um primeiro momento nés descobrimos que a nitroxolina possui atividade
sobre duas enzimas celulares conhecidas como alcano 1-monooxigenase e
aminopeptidase do tipo 2, posteriormente nds avaliamos os sitios de ligacdo ao qual
a nitroxolina interagiu com as enzimas e observamos nove interagcdes com a enzima
alkano 1-monooxigenase e cinco com a enzima aminopeptidase. Da mesma forma
gue nosso grupo observou a interagao bioldgica do ligante com o sitio alvo (nitroxolina
versus enzimas), Muhammad et al. (2021) encontraram atividade biol6gica de
diferentes compostos antimicrobianos sobre a enzima leucil-tRNA sintetase (LEURS),
essa enzima é um membro da familia das enzimas aminoacil-tRNA sintetase e
desempenha um importante papel na sintese de proteinas de bactérias e fungos,
sendo essencial para a sobrevivéncia dos microrganismos e portanto um possivel alvo
antimicrobiano. Os autores observaram que os compostos testados no estudo, se
ligaram a enzima por meio de ligacbes de hidrogénio através de interacées com o

residuo de aminoacido LEU317. Em nosso estudo foram formadas ligacdes de
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hidrogénio, ligactes hidrofébicas e ligacbes metalicas com diversos aminoacidos,
entre eles HIS138, HIS178 e VAL135.

Logo, confirmada a atividade bioldgica in vitro, nés avaliamos a atividade in vitro
da nitroxolina sobre fungos dermatofitos, nao-dermatofitos e leveduriformes. In vitro,
os resultados encontrados confirmaram o estudo in vitro e destacaram a importancia
da utilizacdo desse tipo de abordagens para o reposicionamento de farmacos. NoOs
observamos que a parede celular e a membrana citoplasmética ndo foram os alvos
de interacdo da nitroxolina, e assim complementaram os resultados obtidos in vitro,
relatando a possibilidade de interacdo com dois alvos bioldgicos. Tais achados
colocam o farmaco em evidéncia quanto ao potencial de redirecionamento e
principalmente como uma nova opc¢ao terapéutica, ja que os principais alvos dos
antifingicos atuais sdo a rota de biossintese do ergosterol e a parede celular. Nos
podemos inferir que nossos resultados foram inéditos, uma vez que nenhum estudo
até o momento avaliou os possiveis alvos biol6gicos da nitroxolina e demonstram uma
nova opcgao terapéutica.

Dessa forma podemos concluir que o reposicionamento de farmacos pode
auxiliar nos tratamentos de doencas infecciosas, por exemplo, em 2020, a docking
molecular foi utilizada para mapear a interacdo entre a ivermectina e o receptor de
membrana ACE2 (enzima conversora de angiotensina) presente em células humanas.
Os autores observaram que a ivermectina interage com o receptor ACE2 formando
interag6es com os aminoacidos leucina 91 e histidina 378, podendo interferir com a
fixacdo da proteina spike a membrana celular humana (Lehrer & Rheinsteins, 2020).
Estudos com modelos animais demonstraram um amplo espectro de efeitos antivirais
da ivermectina, contudo, sdo necessarios ensaios clinicos para avaliar a real eficacia
da ivermectina na clinica médica humana, além de constatar sua toxicidade (Heidary
& Gharebahi, 2020).

Um outro estudo também avaliou por docking molecular a possibilidade de
encontrar diferentes agentes antifingicos para o combate de mucormicose. A
mucormicose entrou em evidéncia nos ultimos anos em pacientes hospitalizados com
covid, é uma doenca rara e ocasionada por fungos dos géneros Rhizopus e Mucor,
estes por sua vez ocasionam infec¢des respiratorias ou cutdneas graves e tem como
primeira linha de tratamento a anfotericina B e o isavuconazol. Por docking molecular

0S autores analisaram se os antifungicos albaconazol, fluconazol, itraconazol,
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cetoconazol, luliconazol, posaconazol, pramiconazol, ravuconazol e voriconazol
poderiam ser redirecionados para o tratamento de mucormicose, 0s autores
observaram que quatro antifingicos (pramiconazol, itraconazol, posaconazol e
cetoconazol) possuem forte afinidade com a enzima 14-a demetilase e portanto
poderiam ser explorados para o tratamento de mucormicose (Mhatre & Patravale,
2021).

Ainda nessa linha é possivel observar que poucos sdo o0s agentes antifungicos
recomendados para o tratamento de diferentes tipos de micoses humanas, um
exemplo é mucormicose que foi mencionada acima. Além disso, dos poucos
antifangicos existentes alguns séo direcionados como um tratamento empirico, sem
ao menos se determinar a real atividade antifingica do farmaco sobre certa espécie
fungica, a titulo de exemplo, o itraconazol que também j& foi mencionado nesse
estudo, € utilizado como tratamento empirico para fusariose ocular, no entanto, os
pacientes podem nédo responder ao tratamento, uma vez que ha resisténcia intrinseca
por parte dos agentes envolvidos nesse tipo de doenca. Sendo assim, o papel do teste
de suscetibilidade antifingica € auxiliar na selegcdo do melhor antifungico para o
tratamento de uma determinada infeccdo fungica, ja que muitos desses isolados
podem ser resistentes e a avaliacdo da suscetibilidade permite direcionar para a
melhor opc¢éao terapéutica (Espinell-Ingrof & Turnidge, 2016).

Em um contexto mundial, até 0 momento ndo esta disponivel um relatério que
reiina os pontos de corte epidemiol6gicos ou até mesmo o perfil de suscetibilidade de
diferentes fungos aos mais diversos agentes antifingicos, o que se tem sdo os valores
de referéncia para suscetibilidade de Candida, Criptococcus, Aspergillus, Fusarium,
Scedosporium e Tricophyton. No entanto, como jA mencionado nesse trabalho,
existem aproximadamente 300 espécies fungicas envolvidas em micoses humanas, o
gue demonstra uma lacuna muito grande na micologia médica, quanto ao perfil de
suscetibilidade desses organismos. Diante dessa grande problematica e visando
preencher essa brecha, nosso grupo reuniu em forma de tabela o perfil de
suscetibilidade de 65 fungos quando expostos a aproximadamente 20 antifungicos.
Nés observamos que embora esteja disponivel um arsenal terapéutico, nem todos os
antifingicos sdo capazes de eliminar as infec¢des fungicas, sendo o teste de

suscetibilidade uma importante ferramenta para revelar a melhor opgéo terapéutica.
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Também, diante dos resultados que obtivemos nds inferimos que € muito dificil
estabelecer um perfil de suscetibilidade para todos os fungos relacionados a infec¢des
baseando-se em pontos de corte obtidos de artigos cientificos, pois embora eles
possam auxiliar na busca pelas melhores opc¢des terapéuticas e demonstrar indicios
de resisténcia intrinseca ou adquira, ndo se pode descartar a importancia do
estabelecimento de pontos de corte e valores epidemioldgicos.

Nesse contexto, nds podemos inferir que existem varias limitacdes que acabam
dificultando o estabelecimento de um relatério que contemple os pontos de corte ou
valores epidemioldgicos para todas as espécies fungicas. Por exemplo, para que seja
estabelecido um ponto de corte, ou seja, uma concentracao que seja capaz de eliminar
um determinado microrganismo, ou demonstrar que o antifingico néo € eficaz por
motivos de resisténcia, varios fatores sao levados em consideracdo, entre eles,
resultados in vitro, in vivo e clinicos, além de distribuicdo das concentracdes inibitorias
minimas (CIMs), concentracdo minima efetiva, dados relacionados a farmacocinética
e farmacodinamica, além de resultados microbiolégicos (Espinell-Ingroff & Turnidge,
2016). Para que o CLSI, por exemplo, reconhega um ponto de corte, € necessario um
resultado de CIM para um minimo de 100 espécies de pelo menos trés laboratorios e
os calculos para a determinagcdo dos pontos de corte epidemiolégico devem incluir
métodos estatisticos (Espinell-ingroff et al., 2015).

Um estudo propds os pontos de corte epidemiolégico para FSSC e FOSC
guando expostos a voriconazol, anfotericina B, posaconazol e itraconazol, no entanto,
para que os autores pudessem inferir os pontos de corte, foram obtidos dados de 16
laboratorios de diferentes localizagdes mundiais, como Argentina, Australia, Brasil,
Canada, Europa, Estados Unidos e México, além disso, para a determinacdo dos
valores epidemioldgicos foram avaliadas até 608 valores de CIM (Espinell-ingroff et
al., 2015). Portanto, nosso estudo, pode ser utilizado a fim de consulta, para auxiliar
na escolha do melhor tratamento, no entanto, de forma alguma, deve ser
desconsiderado o teste de suscetibilidade a antifungicos, uma vez que ele ira

determinar a melhor opcao terapéutica a ser utilizada.
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CONCLUSAO

Por fim nés podemos concluir que:

v" O clioquinol possui excelente atividade antifingica e se destaca em
relacdo aos demais agentes antifingicos quanto a suscetibilidade de

cepas de Fusarium spp. envolvidas em casos de ceratite e onicomicose.

v'Aterbinafina possui melhor atividade antifingica quando comparada ao
clioquinol e ciclopirox olamina sobre dermatofitos causadores de

onicomicose e tinea capitis.

v' Todas as cepas de Fusarium spp., M. canis e T. rubrum testadas nesse

estudo foram forte formadoras de biofilme.

v' Dentre os antifingicos testados quanto ao potencial de inibicdo da
formacgéao de biofilme por Fusarium spp., o clioquinol demonstrou ser
mais ativo e eliminar o biofilme em baixas concentracbes quando

comparado aos demais antifungicos (NTM, VRC, TBF e CPX).

v O clioquinol demonstrou ser eficaz em impedir a formacao de biofilme
em cepas de T. rubrum e M. canis. TBF e CPX néo foram capazes de

impedir a formacao de biofilme, para algumas das cepas testadas.

v" Nenhum dos agentes antifingicos testados separadamente foram

capazes de remover os biofilmes de Fusarium spp.

v' Clioquinol e CPX removeram os biofimes de dermatéfitos em

concentracgOes elevadas. A TBF nao foi capaz de remover os biofilmes.

v' As associagdes entre CLIO-VRC e CLIO-CPX demonstraram ser

sinérgicas e impediram a formacao de biofilme por Fusarium spp..

v Nenhuma das associac¢des testadas (CLIO-VRC, CLIO-NTM, CLIO-

CPX, CLIO-TBF) foi capaz de remover os biofilmes de Fusarium spp..
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A associacao entre CLIO-CPX removeu os biofilmes dos dermatdofitos.

O time-kill combination revelou que as associacées CLIO-VRC e CLIO-
CPX atuaram como fungicidas sobre as cepas de Fusarium spp., e a
combinacao CLIO-CPX foi fungicida para as espécies de dermatofitos.

Nenhuma das associacdes (CLIO-VCR e CLIO-CPX) foram irritantes

para a membrana cério-alantoide.

As associagfes demonstraram ndo ser citotoxicas para leucocitos
humanos e demonstraram alto percentual de viabilidade -celular,

demonstrando ser seguras para o tratamento de ceratite e onicomicose.

A nitroxolina demonstrou néo ter atividade in vitro sobre a parede celular
e membrana celular flngica, contudo, demonstrou atuar sobre as

enzimas alcano-1 monooxigenase e metionina aminopeptidase tipo 2.

O complexo de espécies de Fusarium graminearum tem uma tendéncia
a ser resistente ao carbamato de benzimidazol e sensibilidade aos
triazois, especialmente tebuconazol, além de aumento na expressao de
micotoxinas na presenca de fungicidas pertencentes a classe das

estrobilurinas.

O perfil de suscetibilidade foi reunido para 65 fungos frente a 20 agentes
antifingicos recomendados para as mais diversas micoses humanas, e
embora haja um arsenal terapéutico disponivel, nem todos o0s
antifangicos séo eficazes na eliminacdo de todos 0s microrganismos

fungicos.

Finalmente, podemos concluir que o tratamento para as micoses humanas e

agricolas, como a fusariose no trigo é complexo e envolve a ado¢do de medidas que

envolvem impedir ou amenizar a resisténcia aos mais diversos fungicidas agricolas e

clinicos. Também podemos concluir que a resisténcia adquirida no campo pela

exposicdo a fungicidas agricolas pode influenciar negativamente em tratamentos na

clinica médica humana. Por fim, novas alternativas que visem a combinacéo entre
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farmacos ou até mesmo o reposicionamento de farmacos existentes pode ser uma
possibilidade para combater patdégenos de dificil tratamento na clinica médica

humana.
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