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RESUMO

As infeccdes fungicas tém papel importante na morbimortalidade humana. Apesar disso,
pesquisas que visam o desenvolvimento de terapias ou farmacos mais seguros e efetivos ainda
estdo defasadas quando comparadas com as doencas causadas por outros patdgenos. Dentre as
infeccGes causadas por fungos podem-se citar a cromoblastomicose e a ceratite flngica
filamentosa. A primeira € uma doenca polimorfa que ocorre, pela implantacdo traumatica
transcutdnea de fungos dematidceos. A Ultima é uma infeccdo ocular em que ocorre ulceragdo
supurativa da cdérnea e que pode levar a cegueira. Ambas doencgas apresentam numero crescente
de casos refratarios aos tratamentos utilizados. Deste modo, se faz necessaria a busca por novas
moléculas, bem como a otimizacao da farmacoterapia atual. Os vegetais sdo fontes importantes e
promissoras de novos farmacos. A espécie Pilocarpus microphyllus, popularmente conhecida
como ‘jaborandi’, ¢ uma planta nativa das regides Norte e Nordeste do Brasil. Varios alcaloides
foram isolados das folhas dessa planta, dentre eles, a pilocarpina e a epiisopiloturina, as quais
apresentam atividades farmacoldgicas descritas na literatura. Porém, carecem de analise no que se
refere a atividade antifungica. Esse trabalho objetivou avaliar a susceptibilidade flingica aos
alcaloides obtidos a partir das folhas do jaborandi, através de ensaios in vitro, bem como verificar
o efeito da interacdo desses compostos com agentes antifingicos. Inicialmente, foi realizada uma
prospeccdo de atividade antifingica com os alcaloides pilocarpina, isopilocarpina, epiisopilosina,
isopilosina e pilosina contra fungos patogénicos (n = 10), incluindo representantes de
dermatdfitos, agentes da cromoblastomicose e da esporotricose, bem como isolados dos géneros
Aspergillus, Candida e Cryptococcus. A partir destes resultados, o cloridrato de pilocarpina foi
selecionado para que fosse avaliado seu efeito em combinagdo com a terbinafina contra estes
mesmos representantes fungicos e contra agentes da ceratite fungica filamentosa (n = 8). A
epiisopiloturina foi também avaliada quanto a atividade antifdngica, bem como a sua associacéo
com quatro farmacos antifangicos (itraconazol, posaconazol, terbinafina e anfotericina B) frente a
agentes da cromoblastomicose (n = 19). Os testes de susceptibilidade foram realizados de acordo
com os métodos de microdiluicdo propostos nos protocolos M27-A3 e M38-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute. As interacdes dos alcaloides com os farmacos antifingicos foram
realizadas usando o meétodo de tabuleiro de xadrez. Para analise do efeito das alteracGes
morfolégicas causadas pela combinacdo de epiisopiloturina/anfotericina B em Fonsecaea
pedrosoi ATCC 46428, foram obtidas imagens utilizando microscopia de forca atdmica. Dos
alcaloides testados, o cloridrato de pilocarpina e a pilosina apresentaram atividade antiflngica
para Fonsecaea pedrosoi e Trichophyton rubrum, respectivamente (CIM = 256 pg/mL). A
interacdo da pilocarpina com a terbinafina se mostrou sinérgica (IFCI = 0,03 — 0,5) para todos 0s
fungos testados. Essa mesma associacdo se mostrou sinérgica para cinco, dos oito isolados de
agentes da ceratite fangica filamentosa avaliados. A epiisopiloturina, ndo apresentou atividade
antifungica (CIM > 256 pg/mL) contra os agentes da cromoblastomicose. No entanto, as
associagOes da mesma com a terbinafina ou com a anfotericina B foram sinérgicas contra estes
altimos. Nenhuma das combinacgdes realizadas teve efeito antagdnico. A analise das imagens
obtidas por microscopia de forca atbmica mostrou que as hifas de Fonsecaea pedrosoi ATCC
46428 foram completamente destruidas pela associacdo de epiisopiloturina com a anfotericina B.
Os resultados obtidos com os testes de susceptibilidade e analise das combinacgdes nos permitem
sugerir um mecanismo de acdo para a epiisopiloturina, onde a mesma agiria intracelularmente,
dependendo da desestruturacdo da membrana plasmatica para poder atuar. Este trabalho traz
resultados promissores para a terapia antifungica, especialmente para o tratamento da
cromoblastomicose e da ceratite fangica filamentosa, em que a combinacdo dos alcaloides
cloridrato de pilocarpina e epiisopiloturina com agentes antifingicos poderia reduzir o
aparecimento da resisténcia ao passo que diminuiria a toxicidade causada por estes Gltimos.
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ABSTRACT

Fungal infections play an important role in human morbidity and mortality. Despite this,
researches aimed at finding therapies or drugs that are more effective and safer still lagged in
comparison with diseases caused by other pathogens. Among the infections caused by fungi, can
be mentioned chromoblastomycosis and filamentous fungal Kkeratitis. The first is a polymorphic
disease that occurs due to traumatic implantation of dematiaceous fungi. The latter is an ocular
infection where suppurative corneal ulceration occurs and can lead to blindness. Both diseases
present an increasing number of refractory cases to the treatments. In this way, the search for new
molecules is needed, as well as optimization of current pharmacotherapy. Plants are important and
promising source of new drugs. The species Pilocarpus microphyllus, popularly known as
‘jaborandi’, is a native plant of North and Northeast regions of Brazil. Several alkaloids were
isolated from this plant, among them, pilocarpine and epiisopiloturine. These, present some
pharmacological activities already described in the literature. Yet, they lack in analysis regarding
its antifungal activity. This study aimed to evaluate the fungal susceptibility to alkaloids obtained
from ‘jaborandi’ leaves, using in vitro assays, along with their interaction with antifungal agents.
Initially, a prospection of antifungal activity was carried out with the alkaloids pilocarpine,
isopilocarpine, epiisopilosine, isopilosine e pilosine against pathogenic fungi (n = 10), including
representatives of dermatophytes, chromoblastomycosis and sporotrichosis agents, as well as
isolates of the genera Aspergillus, Candida and Cryptococcus. From these results, pilocarpine was
selected to evaluate its effect in association with terbinafine against the same fungal isolates and
against isolates agents of filamentous fungal keratitis (n = 8). Epiisopiloturine was analysed for its
profile of antifungal activity, as well as its interaction with four antifungal drugs (itraconazole,
posaconazole, terbinafine and amphotericin B) against chromoblastomycosis agents (n = 19).
Susceptibly tests were conducted according to the microdilution techniques proposed in the
protocols M27-A3 and M38-A2 by Clinical and Laboratory Standards Institute. The interaction
of the alkaloids with antifungal drugs were carried out using the chessboard technique.
Morphologic alterations caused by epiisopiloturine/amphotericin B combination on Fonsecaea
pedrosoi ATCC 46428, were analyse through atomic force microscopy images. Of the alkaloids
tested, pilocarpine hydrochloride and pilosine showed antifungal activity for Fonsecaea pedrosoi
and Trichophyton rubrum, respectively (MIC = 256 pg/mL). The association of pilocarpine with
terbinafine was synergic (FICI = 0,03 — 0,5) for all the tested isolates. The same association
showed synergic activity for five, among of the eight isolates of filamentous fungal keratitis
tested. Epiisopiloturine, did not present fungal activity (MIC > 256 pjg/mL) against
chromoblastomycosis agents. Its association with terbinafine, amphotericin B, however, was
synergic for the latter. None of the combinations analysed showed antagonism effect. Images
analyses obtained by atomic force microscopy exhibit hyphae completing destroyed by the
association of epiisopiloturine/amphotericin B. The results obtained with the susceptibility tests
and analyses of the combinations allowed us to suggest an action mechanism for epiisopiloturine,
where it would act intracellularly, depending on the plasmatic membrane disruption to be able to
act. This study brings promising results for antifungal therapy, especially for treatment of
chromoblastomycosis and filamentous fungal Kkeratitis, in which the combination of the alkaloids
pilocarpine and epiisopiloturine could reduce the emergence of resistance while decreasing the
toxicity presented by current treatments.



Keywords: Chromoblastomycosis, Epiisopiloturine, Fonsecaea pedrosoi, Fungal

Keratitis, Pilocarpine, Synergism
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1. INTRODUCAO
As infeccBes flngicas constituem uma ameaca para a crescente populacdo de

imunocomprometidos, bem como para individuos situados em areas endémicas. Essas doencas
vém aumentando sua incidéncia em décadas recentes e tém se tornado um problema grave de
salde publica (CHEN et al., 2014; GARBEE, PIERCE e MANNING, 2017; FUENTEFRIA et al.,
2017). Essa problematica se torna ainda maior quando se trata de infeccbes que ocorrem em
paises tropicais (HAY, 2008; ABDULLA e SAEED, 2015). O agravo dessas infeccdes nessas
areas se da pela propria carateristica dos fungos, que se desenvolvem melhor em clima tropical,
assim como pelo fato de tais doengas serem geralmente negligenciadas (QUEIROZ-TELLES et
al., 2017a). Dentre estas, destacamos a cromoblastomicose e a ceratite fungica filamentosa.

Apesar de ser uma infeccdo global, a ceratite fangica filamentosa preenche todos os
critérios para ser considerada uma doenca tropical negligenciada (QUEIROZ-TELLES et al.,
2017a). Essa, € uma condicdo onde a cdrnea é infectada, causando uma ulceracdo supurativa, que
pode levar a cegueira (THOMAS e KALIAMURTHY, 2013; HE et al., 2016). Independente do
farmaco de escolha, o sucesso da terapia requer uso prolongando dos mesmos, uma vez que estes
tendem a ter uma baixa biodisponibilidade na cdrnea. Esses fatores aliados
aemergéncia de isolados resistentes aos farmacos, juntamente com a recorréncia das
infeccdes enfatizam a necessidade de uma modalidade terapéutica mais eficiente (BOUCIER
etal., 2017; AUSTIN, LIETMAN e ROSE-NUSSBAUMER, 2017).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu a cromoblastomicose na lista
de doencas tropicais negligenciadas. Esta € uma infec¢éo fangica da pele e do tecido subcutaneo,
causada pela implantacdo de fungos dematidceos (DABOIT et al.,, 2012; PORTO 2016;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b; WHO, 2017). Nao ha uma terapia considerada ‘padrio
ouro’ para essa micose, uma vez que os farmacos empregados requerem longos periodos de
utilizacdo, com doses elevadas e baixas taxas de cura. O tratamento prolongado eleva o custo
e a toxicidade (MARTINEZ e TOVAR, 2007; DABOIT, 2013; QUEIROZ-TELLES et al.,
2017b).

Compostos naturais oriundos de plantas vém sendo fonte de pesquisas nos ultimos anos,
pela ampla gama de estruturas quimicas e de atividades biologicas (KAYSER, KIDERLEN e
CROF 2003; VERAS et al., 2012; MURTAZA, MUKHTAR e SARFRAZ, 2015; ROY, 2017a).
Uma das plantas de destaque no Brasil, o “Jaborandi” (Pilocarpus microphyllus), tem atraido a
atencdo pelas atividades bioldgicas dos seus alcaloides. Essa planta possui vasta ocorréncia na
regidao meio-norte (Estados do Maranhdo e Piaui) (LIMA, 2016). Dentre os alcaloides extraidos do
jaborandi destacam-se a pilocarpina e a epiisopiloturina (CASTRO, 2007; MORAES, 2015).
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O primeiro é um farmaco utilizado para o tratamento do glaucoma. O segundo é 0 composto
mais abundante da biomassa gerada na extracdo da pilocarpina, cujas atividades bioldgicas
tém sido reportadas (LEWIS e ELVIN-LEWIS, 1977; SANTOS e MORENO, 2004; VERAS
et al.,, 2013; LIMA et al., 2015; MELO et al., 2015). Estes alcaloides apresentam poucos
relatos de atividade antifingica e apenas um estudo avaliou a interacdo da pilocarpina com
anfotericina B (RHODUS et al., 1998; ARAUNA, et al., 2012; CARVALHO et al., 2018).
Nenhum trabalho relatou qualquer estudo de interagdo da epiisopiloturina com farmacos
antifungicos Além da pilocarpina e da epiisopiloturina, o jaborandi gera outros alcaloides,
isdmeros dos dois primeiros (SANTOS e MORENO, 2013). Estes, at¢ o momento, ndo
apresentam qualquer relato quanto a atividade antifungica.

A cromoblastomicose e a ceratite filamentosa fungica sdo micoses caracteristicas de
populacdes tropicais, afetando muita das vezes individuos de baixa renda envolvidos com a
labutacdo. Um estudo revelou que a incidéncia da ceratite fungica no Brasil € maior nos meses
de seca, em homens com atividade agricola, sugerindo que a doenca esta relacionada a
atividade agricola extensiva, que ocorre com frequéncia na regido Nordeste do Brasil
(XIMENES, VASCONCELOS e MONTE, 2016). Os fungos negros, causadores da
cromoblastomicose, foram isolados de fragmentos do coco do babacu. O Estado do Piaui
possui 0 ecossistema de mata de babacu que abrange 35 municipios (CASTRO, 2007;
MORAES, 2015). Isso faz dos trabalhadores que estdo envolvidos com tais atividades,
individuos vulneraveis em adquirir esta infecgéo.

Sabendo que essas populacdes permanecem em risco continuo de infeccdo, tem-se a
necessidade de um farmaco ou terapia que apresente uma alta eficacia, com redugdo dos
efeitos colaterais e da resisténcia. Nesse contexto, o uso dos alcaloides do jaborandi,
isoladamente, ou em combinagdo com farmacos costumeiramente utilizados, poderia ser uma
alternativa para a terapia dessas e de outras infec¢oes fungicas.

O trabalho é composto de quatro capitulos: O primeiro trata de uma revisdo de literatura
sobre doencas fungicas, com destaque para a ceratite fungica filamentosa e a cromoblastomicose,
seguida de uma breve explanacdo sobre os testes de susceptibilidade, bem como sobre o jaborandi
e seus alcaloides. Os trés capitulos seguintes foram organizados na forma de artigos cientificos,
intitulados: “Prospeccdo da atividade antifungica dos alcaloides das folhas do jaborandi e o efeito
sinérgico da associagdo da terbinafina com o cloridrato de pilocarpina”, “Perfil da associagdo de
cloridrato de pilocarpina com terbinafina contra agentes da ceratite fungica filamentosa” e
“Avaliagdo do perfil de interagdo in vitro da epiisopiloturina com antifungicos contra agentes da

cromoblastomicose”. Estes foram formatados segundo as
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normas da ABNT NBR 6023, NBR 6024, NBR 10520 e NBR 14724, para serem submetidas,
a periodicos indexados nos Qualis “B-2", Qualis “B-1" e Qualis “A-2" da CAPES,
respectivamente.
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CAPITULO 1

Revisao de Literatura
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2. CAPITULO 1-REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgdes fungicas

Das mais de 2 milhdes de espécies de fungos na terra, apenas 600 sdo causadoras de
doencas. Os fungos patogénicos tém enorme influéncia na vida de plantas e animais. Um
relatério detalhou o impacto desses agentes sobre espécies em extingdo, seguranca alimentar e
em disturbios no ecossistema (FISHER et al., 2012). Em contraste, o efeito das infec¢des
fangicas na satde humana ndo € amplamente conhecido (BROWN et al., 2012).

As doencas causadas por fungos afetam milhdes de individuos ao redor do mundo,
especialmente em paises de baixa renda, onde seu gerenciamento ndo ocorre de forma
adequada devido aos desafios no diagnostico e pelas poucas opg¢des terapéuticas (QUEIROZ-
TELLES et al., 2017a, LIFE, 2018). A epidemiologia das infecces fungicas varia de acordo
com as areas geograficas, reservatorios nosocomiais, condi¢es socioeconémicas, exposicao a
antifangicos e habitos culturais. Por essa razdo, o tratamento empirico normalmente se baseia
no conhecimento da epidemiologia local associado com achados clinicos (BROWN et al.,
2012; DIGNANI, 2014). No entanto, dados epidemioldgicos para as micoses S0
notoriamente pobres, uma vez que tais doencas sdo frequentemente mal diagnosticadas
(BROWN et al., 2012).

Essas infeccOes sdo causadas por dois tipos de microrganismos: patdgenos primarios e
oportunistas. Os patdgenos primarios sdo aqueles capazes de estabelecer uma infeccdo em
individuos saudaveis. Os oportunistas sdo capazes de causar doencga no corpo humano devido
a uma supressao do sistema imunoldgico, podendo ser causada até mesmo por
microrganismos comensais de individuos saudaveis. Os fungos patogénicos podem ser ainda
divididos em dois grandes grupos: filamentosos e leveduras. A maioria dos patdgenos
primarios sdo fungos filamentosos, enquanto que a maioria dos oportunistas sdo leveduras
(VANDEPUTTE et al., 2012; SANTANA, 2013).

De acordo com a extenséo de envolvimento do tecido e o grau de resposta do hospedeiro
ao organismo infectante, as micoses sdo categorizadas como superficiais, cutaneas, subcutaneas e
sistémicas. As infecgdes superficiais ndo causam nenhum tipo de inflamacdo. As que se
enquadram na categoria cutanea causam inflamacéo e afetam a pele, incluindo cabelos e unhas.
As infecgBes subcutaneas atingem as camadas internas de tecidos, incluindo fascia profunda,
0ssos e musculos (RIVITTI e AOKI, 1999; ABDULLA e SAEED, 2015). As sistémicas sdo

normalmente adquiridas através da inalacdo de esporos tendo o pulméo como o foco primario
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da infeccdo. Manifestagcdes cutaneas sdo menos comuns neste Ultimo tipo, mas ocorrem com
alta frequéncia em pacientes imunocomprometidos (DAWSON, DELLAVALLE e ELSTON,
2012; ASSIS, 2013).

Apesar das micoses serem mais raras quando comparadas com as infeccbes
bacterianas, a ocorréncia e severidade das primeiras tem crescido nas ultimas décadas (CHEN
et al, 2014; FUENTEFRIA et al., 2017; GARBEE, PIERCE e MANNING, 2017). O estudo
das doencas causadas por fungos estd atrasado em relagdo as de outros patdgenos, e as
micoses influenciam a cada dia mais o prognostico de individuos gravemente
imunocomprometidos. Além disso, 0 nimero de pacientes saudaveis que séo acometidos com
infeccbes fungicas, principalmente em paises de climas tropicais e subtropicais, vém
aumentando (BROWN et al., 2012; QUEIROZ-TELLES et al., 2017a).

Existem varias infec¢des fungicas que apresentam diversidade em suas manifestacdes
clinicas e grau de severidade que vao desde de simples infeccdo localizada a uma severa
infeccdo sistémica. Algumas dessas ocorrem mais frequentemente em paises tropicais e por
isso sdo chamadas de micoses tropicais, possivelmente por conta do clima dessas areas ser
mais favoravel para o crescimento desses fungos (HAY, 2008; ABDULLA e SAEED, 2015).
No entanto, elas podem ocorrer fora de paises tropicais devido as imigracdes (ABDULLA e
SAEED, 2015).

O impacto meédico de doencas fungicas tropicais, assim como de outras micoses, Sao
em grande parte desconhecido e muitas vezes subestimado. As micoses endémicas podem ser
divididas em dois grupos: de implantacdo (subcutaneas) e sistémicas. As infeccdes fungicas
de implantacdo sdo um grupo heterogéneo de doencgas, que se manifestam meses ou anos apds
a infeccdo inicial (QUEIROZ-TELLES et al., 2011, 2017a). Elas afetam principalmente os
tecidos cutaneos e subcutaneos, mas também envolvem estruturas adjacentes, como linfaticos,
cartilagens, fascia, articulaces e 0ssos (QUEIROZ-TELLES et al., 2013; 2017a). A maioria
das micoses de implantacdo ocorre nas regides tropicais e subtropicais do mundo, como € o
caso da cromoblastomicose e da ceratite fangica filamentosa. Nessas ultimas, a maior parte
dos afetados séo individuos envolvidos em atividades ao ar livre, tais como a agricultura, a
caga e a mineragdo. Essas doencas mimetizam varios transtornos infecciosos e ndo infecciosos
e suas prevaléncias sdo subestimadas por falta de diagnéstico (LUPI et al., 2005; QUEIROZ-
TELLES etal., 2011, 2017a).
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2.2. Ceratite fungica filamentosa

2.2.1. Ceratite: aspectos gerais

As infecgOes fungicas representam uma importante causa de morbidade ocular, sendo
uma das principais causas de cegueira monocular ao redor do mundo, especialmente em
populagdes marginalizadas (WHITCHER, SRINIVA e UPADYYAY, 2001; REFOJO et al.,
2016; AUSTIN, LIETMAN e ROSE-NUSSBAUMER, 2017).

A ceratite, também chamada de queratite, € uma condicdo onde a cdrnea é infectada
(ceratite infecciosa) ou danificada (ceratite estéril) (AHSAN e RAO, 2017). A ceratite
infecciosa € uma doenca causada por bactérias, fungos e protistas, que eventualmente
invadem o estroma da cornea causando inflamagdo e, em Ultima instancia, destruicdo dessa
estrutura (WONG et al,, 2012; ANSARI, MILLER e GALOR, 2013; LAKHUNDI,
SIDDIQUI e KHAN, 2017). A opacidade na cOrnea, muitas vezes causada pela ceratite
infecciosa, € a quarta causa de cegueira mundial e é responsavel por 10% das deficiéncias
visuais que podem ser evitadas nos paises subdesenvolvidos (PASCOLINI e MARIOTTI,
2012; WHO, 2016; AUSTIN, LIETMAN e ROSE-NUSSBAUMER, 2017).

A ceratite flngica é uma micose de implantacdo negligenciada, embora seja um
problema global. Em paises desenvolvidos de clima temperado, casos esporadicos sao
relatados. Essa € uma infeccdo ocular refrataria, potencial causadora de cegueira que leva a
ulceracdo supurativa da cérnea (THOMAS e KALIAMURTHY, 2013; HE et al., 2016). A
doenca € causada por fungos filamentosos e/ou leveduras, podendo representar mais de 50%
de todas as culturas positivas para ceratite microbiana em paises tropicais e subtropicais (XIE
et al., 2006; THOMAS e KALIAMURTHY, 2013; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).
As Ulceras causadas por fungos geralmente sdo mais severas do que as causadas por bactérias.
Além disso, as primeiras possuem poucas evidéncias para guiar o tratamento (GOPINATHA
etal., 2002; AUSTIN, LIETMAN e ROSE-NUSSBAUMER, 2017).

A ceratite filamentosa parece ser mais comum em latitudes tropicais e é
frequentemente associada a pessoas que atuam em atividades agrarias, enquanto que a ceratite
causada por leveduras afeta principalmente individuos imunocomprometidos (PRAJNA,
PRAJNA e MUTHIAH, 2017).

2.2.2. Etiologia
Os fungos filamentosos ndo sdo capazes de invadir a cornea intacta. A penetracdo sé
ocorre quando o epitélio é danificado de alguma forma (GOPINATHAN et al., 2009; THOMAS
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e KALIAMURTHY, 2013; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017). As infeccdes por estes
agentes ocorrem em corneas saudaveis devido a abrasdo das mesmas pelo uso de lentes de
contato e pelo uso de solucBes desinfetantes inadequadas para limpeza destas. Também
podem ser causadas devido a cirurgias ou insuficiéncia lacrimal. Entretanto, traumas na
cérnea causados por material vegetal é o principal fator causal relacionado a esta doenca
(ANSARI, MILLER e GALOR, 2013; BOURCIER et al., 2017).

Mais de 70 espécies tém sido identificadas como causadoras da ceratite flngica.
Fusarium spp., Aspergillus spp., Phaeohyphomycetes, Curvularia spp., Paecilomyces spp. e
Scedosporium apiospermum sdo 0s agentes mais associados a ceratite filamentosa flngica
(THOMAS e KALIAMURTHY, 2013; BOURCIER et al., 2017; LAKHUNDI, SIDDIQUI e
KHAN, 2017). Os fungos filamentosos sdo responsaveis por causar mais de 60% das Ulceras
na cornea, sendo Fusarium (Figura 2.1) e Aspergillus (Figura 2.2) os dois géneros mais
predominantes (SRINIVASAN et al., 1997; LIN et al., 2016; CHIDAMBARAM et al., 2017).
Um estudo clinico verificou que as infec¢bes por Aspergillus spp. afetam pessoas com idade
mais avancada. Além de causarem Ulceras mais profundas em um nimero maior de pacientes

quando comparadas com as causadas pelo género Fusarium (CHIDAMBARAM et al., 2017).

Figura 2.1 Aspectos macroscépico e microscopio do género Fusarium.

Legenda: A) Aspecto da col6nia cultivada em agar batata dextrose. B) Aspectos microscopios vistos em
exemplares no género através de microcultivo em agar MALTE 2%: CL — Clamiddsporos, MA —
Macroconidios, MF — Monofialides. Fonte: TEXEIRA, COELHO E TEBALDI, 2017.
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Figura 2.2. Aspectos macroscépicos e microscopios do género Aspergillus.
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Legenda: A) Aspectos microscopios da cabeca conidial B) Morfologia da colénia em meio solido
Extrato de Levedura Czapek. Fonte: BARANYI, et al., 2013.

Hé evidéncias de que estes dois géneros causam efeitos muito diferentes entre si com
relacdo a cicatrizacdo da cOrnea e na visdo. A ceratite causada por Aspergillus spp. esta
associada a re-epitelizacdo mais lenta, aumento do risco de perfuracdo e pior acuidade visual,
quando em comparacdo com Fusarium spp. (SUN et al., 2014; CHIDAMBARAM et al.,
2017). Um estudo mostrou que dentre o género Aspergillus, A. fumigatus seguido por A.
flavus sdo os patdgenos oportunistas mais comumente encontrados causando infeccoes
sisteméticas e levando a infecgdes em humanos. Esses fungos sdo predominantemente
associados com infecgGes oculares (ERDEN et al., 2017).

Entre as espécies patogénicas de Fusarium, Fusarium solani € a mais comum
(encontrado em até 91% dos isolados), seguido por F. oxyporum e F. dimerum.
(BHRARATHI et al., 2007; TUPAKI-SREEPURNA et al., 2017). Estudos mostram que 45%
- 67% dos casos de ceratite fangica no Brasil sdo causados por esse género (IBRAHIM et al.,
2009; FURLANETTO et al., 2010; CARIELLO et al., 2011; OECHSLER et al., 2013). O
espectro de espécies de Fusarium que causam ceratite depende de fatores geogréaficos e
climaticos. Elas podem mudar entre popula¢fes que vivem em areas rurais ou urbanas e entre
paises em desenvolvimento e desenvolvidos (SLAVIN e CHAKRABARTI, 2012; TUPAKI-
SREEPURNA et al., 2017).

2.2.3. Habitat e epidemiologia
O padrdo da epidemiologia da ceratite varia muito ao redor do mundo e até mesmo em

regides de um mesmo pais. Estudos epidemiologicos indicam que a ocorréncia dessa infec¢do
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é mais alta em regides quentes e Umidas, com economia agricola (MANIKANDAN et al., 2008,
2013; KREDIC et al., 2015). As variagdes sazonais também influenciam, com casos sendo mais
frequentes na primavera e no outono, durante o tempo da colheita de alguns paises (GHOSH et al.,
2016; BOURCIER et al., 2017). Estudos mostram que trabalhadores adultos ativos séo o grupo
mais frequentemente afetado. Esse fato € devido ao fato dos fungos filamentosos causadores dessa
infeccdo, pertencem a um grande grupo de fungos hialinos ubiquos, presentes em climas
temperados e tropicais (SMITH, 2007; TUPAKI-SREEPURNA et al., 2016). Deste modo, a
atuacdo em profissdes que trabalham ao ar livre (fazendeiros, agricultores, jardineiros)

é um fator de risco. Isso também pode explicar o predominio de homens afetados, os quais
estdo mais envolvidos nestas atividades (EPSTEIN, 2007; TUPAKI-SREEPURNA et al.,
2017). Traumas na superficie da coérnea efou o uso anterior de farmacos, como
corticosteroides sdo outros fatores de risco (OECHSLER et al., 2013; HE et al., 2016,
TUPAKI-SREEPURNA et al., 2017).

H& uma forte correlacdo geografica com a ocorréncia dos diferentes tipos de ceratite.
A proporcdo de ceratite causada por leveduras é maior em climas temperados, enquanto que a
ceratite fangica filamentosa é responsavel por apenas uma pequena porcentagem dos casos
nessas regides. As Ulceras causadas por fungos filamentosos parecem ser mais comuns em
paises com areas em latitudes tropicais, tais como Sul dos Estados Unidos, México, América
Central, Africa, Meio Oriente, China, India e sudeste da Asia (LECK et al., 2002;
BOURCIER et al., 2017; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

A ceratite apresenta maior incidéncia nos paises em desenvolvimento do que nos
desenvolvidos. Essa diferenca regional € consequéncia, principalmente, da frequéncia dos fatores
de risco em cada populacdo. Em paises em desenvolvimento, o trauma ocular é responsavel por 48
a 65% dos casos de Ulcera de cornea, enquanto nos EUA, um dos principais fatores de risco € uso
de lentes de contato, com 52% dos casos (ORMEROD, 1987; ERIE et al., 1993; UPADHYAY et
al., 2001; MARUJO et al, 2013). Neste ultimo pais, o trauma ocular é responsavel por apenas 27%
dos casos (ERIE et al., 1993; MARUJO et al, 2013).

Dados epidemioldgicos para essa micose no Brasil sdo escassos. Porém, estudos apontam
que o0 pais tem um grande numero de casos de ceratite fungica. Foram encontradas taxas entre
11% a 56% de todas as culturas microbianas positivas, sendo os fungos filamentosos os mais
prevalentes (FURLANETTO et al., 2010; CARIELLO et al., 2011; MARUJO et al., 2013;
OECHSLER et al., 2013). Ibrahim e colaboradores (2012) estudaram a sazonalidade da ceratite
fungica no Brasil através da venda de colirios antifungicos. Os autores observaram relagdo do

aumento de vendas desses medicamentos no terceiro trimestre do ano, que
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corresponde aos meses de menor umidade do ar. Em outros paises, tais como India e China,
os fungos filamentosos podem ser agentes etioldgicos de até 62% dos casos de ceratite
(CHOWDHARY et al., 2005; XIE et al., 2006; OECHSLER et al., 2013).

A ceratite causada pelo género Fusarium é observada especialmente em trabalhadores
ao ar livre. Contudo, o uso generalizado de lentes de contato vem aumentando drasticamente
a incidéncia dessa micose. Sendo este género responsavel por um surto ocorrido em nos EUA
em 2007 (EPSTEIN, 2007; TUPAKI-SREEPURNA et al., 2016).

Até 1962, somente 38 casos de ceratite causada por Aspergillus spp. tinham sido
reportados no mundo (MANIKANDAN et al., 2013). No entanto, nos ultimos anos, espécies de
Aspergillus vém sendo reportadas frequentemente como agentes etioldgicos dessa infecgdo
(CARIELLO et al., 2011; MANIKANDAN et al., 2013; LIN et al., 2016; TUPAKI-SREEPURNA
et al., 2017). Dentre 1737 culturas positivas de ceratite fingica na India, as espécies de
Aspergillus foram identificadas em 200 casos (11,5%), sendo A. flavus a espécie predominante
(MANIKANDAN et al., 2013; ERDEN et al., 2017). Um caso relatou a infec¢do no Brasil por A.
flavus, apos cirurgia de cataratas. Apesar de ser menos frequente que A. fumigatus, segundo estes
autores, a infeccdo causada pelo primeiro é mais virulenta e a espécie
é mais encontrada no ar de algumas regibes geogréaficas (HEDAYATI et al., 2007,
JAFARINASAB et al., 2012; COSTA et al., 2016).

2.2.4. Patogenia

A superficie ocular intacta dificulta a entrada da maioria dos microrganismos, mas uma
vez que essas barreiras anatbmicas sdo rompidas, as defesas do hospedeiro contra patdégenos sdo
menos eficientes para prevenir a infec¢do, o que pode levar a perda de visdo (WONG et al., 2012;
ANSARI, MILLER e GALOR, 2013; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

O curso temporal da infec¢do depende da viruléncia do fungo, do tamanho do in6culo
e da resisténcia do hospedeiro. A progressao da ceratite fingica é geralmente mais lenta do
que a ceratite bacteriana. Os primeiros sinais aparecem varias horas ou dias ap6s o trauma. No
entanto, as infec¢bes causadas por Aspergillus ou Fusarium podem progredir muito
rapidamente e causar a perfuracdo da cornea e a endoftalmite, principalmente quando o0s
pacientes fazem uso de corticosteroides. Infecgdes supurativas graves tambem podem resultar
da infeccéo por fungos (BOURCIER et al., 2017).

A ocorréncia de infecc¢Bes fungicas implicam em uma alteracdo nos sistemas de defesa
contra infecgbes na cornea (barreira epitelial, filme lacrimal, ato de piscar). A resposta
inflamatodria da infecgdo depende da reproducdo do fungo, de micotoxinas produzidas, das
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enzimas secretadas e dos antigenos fungicos (KARTHIKEYAN et al., 2011; BOURCIER et
al., 2017). A formacéo de biofilme é um importante fator de patogenicidade, especialmente
para fungos filamentosos tais como Fusarium spp. e Aspergillus spp. (MUKHERJEE et al.,
2012; BOURCIER et al., 2017). Os corticosteroides e outros agentes imunossupressores
facilitam o desenvolvimento de infeccGes causadas por fungos, devido a inibicdo da
transcricdo de citocinas e de quimiocinas pro-inflamatorias. Esses farmacos também
diminuem a atividade dos macro6fagos, assim como a habilidade de aderéncia dos neutréfilos
(SAUER et al., 2008; BOURCIER et al., 2017).

A interacdo dos fungos com células hospedeiras é o fator chave na patogénese da ceratite
micdtica. A adesdo de microrganismos as células hospedeiras é um pré-requisito para o inicio da
infeccdo. Esses patdgenos exibem uma variedade de adesinas capazes de aderir a varios tipos de
células e interagem com uma variedade de proteinas e glicoproteinas presentes nas células
hospedeiras (HOSTETTER, 1994; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017). No trauma ocular
h& uma expressao aumentada de glicoproteinas de manose na superficie da cornea. Além disso, ha
a presenca de manoproteinas adesivas na superficie da parede celular de fungos. Essas moléculas
presentes na superficie do olho traumatizado e dos agentes flngicos parecem estar envolvidas na
fisiopatologia da ceratite fungica (LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

Na ceratite causada por Fusarium spp., o fungo é capaz de invadir a cornea até ter acesso
a camara anterior do olho. L4, na &rea pupilar, ele forma uma massa flngica na iris, a qual afeta a
drenagem normal de humor aquoso, levando a um aumento da pressdo intraocular. Esses eventos
acarretam no surgimento do glaucoma maligno fungico (KURIAKOSE et al., 1991). Inicialmente,
pensava-se que este tipo de glaucoma ocorria apenas na ceratite causada pelo género Fusarium.
Porém foi relatado um caso de glaucoma maligno induzido por Aspergillus
spp.. Além disso, A. flavus também foi isolado da cdmara anterior do olho (JAIN et al., 2007;
LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

Na ceratite mic6tica, uma grande carga fungica pode superar a resposta inflamatéria
que ocorre no tecido da cornea, levando a multiplicacdo extensamente com uma penetracao
profunda nos tecidos levando a progressdo da doenca (LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN,
2017). Varios fungos que causam a ceratite sdo conhecidos por produzirem micotoxinas. No
entanto, o exato papel dessas na patogenicidade nessa doenca ainda ndo foi esclarecido. Os
fungos tambem tém a habilidade de produzir varias enzimas que podem danificar o tecido,
facilitar a invaséo e eventualmente influenciam a severidade e resultado da doenca. As

proteases parecem ter um papel na destruicdo severa da cornea.
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2.2.5 Aspectos clinicos e laboratoriais

As infeccBes fungicas da cornea precisam ser prontamente diagnosticadas para propiciar
uma recuperagdo completa. No caso da ceratite fungica filamentosa, as manifestacGes clinicas
incluem um inicio repentino de dor, juntamente com fotofobia, visdo reduzida e opacidade na
superficie da cornea, o que sugere presenca Ulcera (ANSARI, MILLER e GALOR, 2013;
LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017). Essa infecgdo pode acometer qualquer parte da cornea
(Figura 2.3). Dentre os achados tipicos estdo: o espessamento do epitélio e infiltrados, muitas
vezes associados com lesdes satélites. Um anel imune pode ser visto, o qual representa uma
reacao imunoldgica a antigenos fangicos. A presenca de lesdo na cornea com aspecto seco
é sugestiva de ceratite por fungos filamentosos. No caso de leveduras, nas margens nao se
visualizam hifas e sdo mais definidas, mostrando um infiltrado denso (ROSA et al., 1994;
SRINIVASAN, 2004; THOMAS e KALIAMURTHY, 2013; LAKHUNDI, SIDDIQUI e
KHAN, 2017). A presenca de abcessos e hipdpio (pus na camara anterior do olho) séo
também observadas (Figura 2.4 - A e B) (ERDEN et al., 2017). A ndo responsividade a
antibidticos e a piora com o uso de esteroides também sdo indicativos de ceratite fungica
(BOURCIER et al., 2017). Embora cada ceratite fingica exiba caracteristicas bésicas, elas
podem variar de acordo com o agente etiologico. A ceratite filamentosa severa e cronica se
assemelha com a supuracdo bacteriana e pode envolver toda a cornea (SUN et al., 2007;
LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

Figura 2.3 — Diferentes partes da cornea afetada pelos fungos na ceratite filamentosa fingica
i |y I

Legenda: A) Ulcera na cérnea central com margens plumosas B) Ulcera superficial na regio
paracentral. Fonte: ERDEN et al., 2017.

A diminuicdo da acuidade visual é variavel, e depende da localizagdo das lesbes na
cornea (infiltrado, edema) em relacdo ao eixo visual, reacdo da camara anterior e presenca de
secrecOes. Os fatores que favorecem um pior prognéstico incluem: atraso no diagndstico

superior a 2 semanas, pacientes com idade mais avangada, tamanho do infiltrado estromal,
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tamanho do dano epitelial, pigmentacéo da Ulcera, a presenca de lesdes satélite, a ndo resposta
ao tratamento antifingico inicial e infeccdo por Aspergillus spp. (KEAY et al., 2011;
PRAJNA et al., 2012; WANG et al., 2015; SUN et al., 2016; BOURCIER et al., 2017).

Figura 2.4 — Aspectos clinicos na ceratite filamentosa flngica.

Legenda: A) Ulcera central com bordas irregulares (seta), infiltracéo satélites e hipopio. B) Formagéo
de abcesso e aumento do volume do hipopio (seta). C) Multiplas infiltragbes por satélite perilesionais
(seta). Fonte: ERDEN et al., 2017.

A busca por um diagnoéstico definitivo é altamente desejavel, caso suspeite-se de
ceratite flngica. A raspagem da cornea é o método padréo de obtencdo de um espécime. Para
otimizar o diagnoéstico, € preferivel realizar o procedimento antes de qualquer tratamento
antiflngico. E recomendavel realizar exame micolégico direto e cultural com o material
obtido do raspado, bem como microcultivo para identificacdo do agente causal (BOURCIER
etal., 2017; ROY etal., 2017 b).

2.2.6 Tratamento

Um manejo adequado da infeccdo, com um inicio rapido do tratamento podem reduzir a
incidéncia da perda visual severa, bem como diminuir o dano da cornea (LAKHUNDI, SIDDIQUI
e KHAN, 2017). Os medicamentos tdpicos contra as infeccdes devem ser iniciados assim que as
amostras para diagndstico forem coletadas. O tratamento geralmente é escolhido empiricamente,
considerando a gravidade das lesbes, a impressdo clinica inicial e os resultados do exame

microbioldgico direto. Se o paciente ndo for hospitalizado, é necessario um
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acompanhamento ambulatério proximo, incluindo um exame oftalmologico entre 24 a 48
horas (BOURCIER et al., 2017).

A ceratite fingica ¢ uma doenca complexa, com muitas consideracGes em relagdo ao
tratamento. Geralmente consiste de quimioterapia com farmacos topicos e/ou sistémicos,
sozinhos ou em combinacdo com tratamentos cirdrgicos. No entanto, em paises em
desenvolvimento onde ha barreiras econémicas e a limitagdo aos cuidados, essa micose é uma
grande preocupacdo, uma vez que ela pode levar a perda da visdo (AUSTIN, LIETMAN e
ROSE-NUSSBAUMER, 2017).

Cada antifangico tem seus beneficios e limitacdes e de idealmente deveriam ser
escolhidos com cuidado, baseados no agente etiologico e em testes de susceptibilidade.
Existem algumas classes de antiflngicos disponiveis como poliénicos, azélicos e pirimidinas
fluoradas. Os poliénicos, incluindo a natamicina, nistatina e anfotericina B, atuam sobre a
membrana fangica, se ligando no ergosterol da célula fangica. No entanto, como os tecidos da
cérnea dificultam a penetracdo desses farmacos, sdo recomendados apenas em casos de
infeccOes superficiais (ANSARI, MILLER e GALOR, 2013; LAKHUNDI, SIDDIQUI e
KHAN, 2017).

Apesar de ter atividade contra a maioria dos fungos filamentosos, a anfotericina B vém
mostrando atividade variavel contra espécies de Fusarium. Além disso, em funcao dos efeitos
adversos associados, esse farmaco ndo é considerado como primeira linha de tratamento
(ANSARI, MILLER e GALOR, 2013; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017). A
natamicina, por outro lado, tem um amplo espectro de atividade contra fungos filamentosos e
é a primeira linha de tratamento contra a ceratite micética, principalmente para as causadas
por Fusarium. Esse farmaco, no entanto, sé pode ser administrado topicamente, sendo assim
usado apenas para tratar lesdes superficiais. A presenga de lesGes profundas requer outros
farmacos, como azdlicos administrados por via subconjuntiva ou por via sistémica (TANURE
et al., 2000; LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

Os azolicos, incluindo imidazolicos e triazolicos, inibem a sintese do ergosterol, causando
danos as membranas das células fungicas. O fluconazol e o cetoconazol apresentam uma boa
penetracdo ocular, sendo assim sdo bons agentes contra as lesbes profundas na ceratite. No
entanto, o fluconazol tem um espectro de acdo reduzido em relagdo aos fungos filamentosos. O
cetoconazol é ativo contra Aspergillus spp., entretanto apresenta efeitos colaterais associados
quando administrados por via sistémica. O voriconazol é uma alternativa, pois possui menor
incidéncia de efeitos adversos e é ativo contra fungos filamentos, tais como Fusarium spp.
Entretanto, possui alto custo (PANDA, SHARMA e ANGRA, 1996; MARANGON et al., 2004;
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LALITHA et al., 2007; ANSARI, MILLER e GALOR, 2013; TATSUMI et al., 2013;
LAKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).

A terbinafina € uma agente antimicotico sintético, da familia das alilaminas, com
propriedades tanto fungicidas como fungistaticas. Esse farmaco age inibindo a enzima esqualeno-
epoxidase, bloqueando assim a sintese de ergosterol (LEYDEN, 1998; SCHIRALDI et al., 2016).
Essa alilamina tem um amplo espectro de atividade contra fungos filamentosos e leveduras,
exibindo uma potente acdo fungicida contra espécies de Aspergillus (PETRANY1, 1987; RYDER,
1998; SCHIRALDI et al, 2016). Um estudo, com teste de susceptibilidade in vitro e in vivo,
mostrou que a terbinafina poderia ser efetiva na inibicdo dos fungos causadores de infecgdes
fungicas na cérnea (XUGUANG et al., 2007; TAYEL et al., 2013). Esse farmaco foi também
usado em outro estudo para tratar a ceratite fungica causada pelos géneros Fusarium ou
Aspergillus, sendo téo efetiva quando a natamicina no controle da ceratite filamentosa. Também
foi verificado que a terbinafina tem a habilidade de penetrar na cérnea e no humor aquoso,
atingindo niveis mais altos que a concentragdo inibitdria e sem causar efeitos colaterais. No
entanto, a frequéncia de aplicacdo (uma vez a cada hora durante o dia, uma vez a cada 2 h
anoite) € necessaria para manter concentracées eficazes no humor aquoso (LIANG et al.,
2009; TAYEL et al., 2013; SHARMA, 2017).

O tratamento da ceratite flngica requer administracdo de antimicéticos em forma de
colirio para instalacdo topica. No entanto, a drenagem continua e o efeito de lavagem das
lagrimas resultam em menos de 5% do medicamento aplicado para ser efetivo (URTTI, 2006;
KOMPELLA et al., 2010; AHSAN e RAO, 2017). Outro fator a ser considerado no
tratamento é o glaucoma ceratomicotico, causado principalmente por fungos filamentosos.
Intervengdes cirdrgicas sdo requeridas em casos de complicacbes de infeccdes agudas
(KURIAKOSE et al., 1991; JAIN et al., 2007; LANKHUNDI, SIDDIQUI e KHAN, 2017).
Um tratamento eficiente para a ceratite requer multiplos desafios a serem ultrapassados. Um
requisito fundamental é encontrar um equilibrio na dosagem dos farmacos juntamente com a

manutencdo de concentracdes terapéuticas por periodos prolongados (AHSAN e RAO, 2017).

2.3 Cromoblastomicose
2.3.1 Aspectos gerais

A cromoblastomicose, é uma das infec¢fes fangicas de implantacdo mais prevalentes,
sendo a mais comum entre as doencas causadas por fungos dematidceos (QUEIROZ-TELLES
et al., 2017b). Apresenta-se como uma infeccdo cronica, granulomatosa, da pele e do tecido
subcutaneo. Possui aspecto polimarfico, causada pela implantagdo do fungo, que leva a uma
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hiperproliferacdo do tecido do hospedeiro, além da presenca de uma fase flngica patogénica,
denominada de célula muriforme. Podem haver infec¢bes bacterianas secundarias, as quais
sdo responsaveis pela morbidade dessa doenca, juntamente com a inabilidade da parte do
corpo afetada ou da transformacdo das células escamosas em carcinoma (DABOIT, 2013;
PORTO, 2016; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

A maior incidéncia de casos dessa doenca se da em homens que desempenham
atividades agricolas. Esse perfil de acometidos esta relacionado ao fato dessas Ultimas
atividades serem, em maior parte, exercidas por homens e pelo fato dos propéagulos dos
agentes causais estarem presentes no solo e vegetacOes. Mediante traumas ocorridos durante a
labutacdo, esses fungos adentram o tecido, podendo desenvolver a infec¢do (RIBEIRO et al.,
2006; PORTO, 2016). O fato dessa infeccdo afetar mais homens também esta relacionado
com fatores hormonais e genéticos, que podem desempenhar um papel na adaptacao do fungo
nos tecidos (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 1995; DABOIT, 2013). Por ser considerada
uma doenca cronica, com um tempo de evolucao das lesGes, em média, entre 10 e 20 anos, a
maior parte dos pacientes acometidos pela cromoblastomicose sdo adultos, com idade variavel
entre 30 e 50 anos (COSTA et al., 1991; PORTO, 2016).

As primeiras descri¢des dessa enfermidade fungica datam do inicio do século passado. Em
1914, Max Rudolph, descreveu seis casos da doenca, a qual ele descreveu como uma doenca
exotica, que acometia trabalhadores rurais do interior do Estado de Minas Gerais nomeando-a
‘figueira’. Rudolph reportou o isolamento de duas culturas pretas e aveludadas de quatro dos
pacientes; as caracteristicas microscopiais desses organismos eram bastante similares as de
Fonsecaea pedrosoi, um dos agentes etioldgicos mais comuns nessa regido (RUDOLPH, 1914;
CASTRO e CASTRO, 1987; DABOIT, 2013; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Entretanto, o come¢o da pesquisa cientifica dessa doenca comegou em 1911, quando
Pedroso e Gomes a descreveu pela primeira vez na cidade de Séo Paulo, Brasil. Ap6s excluir
leprose, esses pesquisadores observaram a presenca de células acastanhadas esféricas em
espécimes de bidpsia cutdnea, correspondentes as células muriformes, a marca do diagnostico
da cromoblastomicose. Essa doenca foi inicialmente considerada intimamente associada a
blastomicose e, conseqlientemente, esses autores intitularam a doenga como ‘blastomicose
negra’. Seus trabalhos, porém, somente foram publicados em 1920, devido a problemas
relacionados a deflagracdo da Primeira Guerra Mundial (PEDROSO, 1920; QUEIROZ-
TELLES et al., 2017b).

Outra referéncia é de Medlar e Lane (1915), nos Estados Unidos, com mencédo a espécie

Phialophora verrucosa, e o primeiro caso norte americano de cromoblastomicose. Doze anos
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mais tarde, Fonseca e Ledo apresentaram o género Acroteca. Em 1936, Negroni fundiu os
aspectos morfoldgicos de Acrotecae Hormodendrume e criou 0 género Fonsecaea, bem como
validou a espécie F. pedrosoi. O termo “cromoblastomicose" foi introduzido pela primeira vez
por Terra et al. em 1922, sendo considerado adequado por McGinnis em 1983, no intuito de
diferenciar a doenca das demais causadas por fungos negros. Esta denominacdo é indicada
pela International Society for Human and Animal Mycology desde 1992 (TERRA et al., 1922;
ODDS et al., 1922; RIBEIRO et al., 2006; DABOIT, 2013; KRZYSCIAK, PINDYCKA-
PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; PORTO, 2016).

2.3.2 Etiologia

A cromoblastomicose ocorre pela inoculagéo traumatica transcutanea de propagulos de
diversas espécies de fungos filamentosos pertencentes a uma uUnica familia e ordem,
Herpotrichiellacea e Chaetothyriales, respectivamente (NOSANCHUK e CASADEVALL,
2003). Os Chaetothyriales sdo particularmente conhecidos pelo género Exophiala, que
compreende as chamadas "leveduras negras”, as quais sdo capazes de se reproduzir por
brotamento. A maioria dos fungos relacionados, incluindo todos os agentes da
cromoblastomicose, sdo estritamente filamentosos. A melanina, que é derivada de
dihidroxinaftaleno, esta presente em células reprodutivas e vegetativas e, portanto, as col6nias
de Chaetothyriales apresentam tipicamente tons olivais, cinza escuro ou preto (Figura 2.5).
Devido a essa caracteristica sdo denominados fungos dematidceos ou fungos negros
(NOSANCHUK e CASADEVALL, 2003; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Os principais géneros causadores dessa infeccdo sdo: Fonsecaea, Phialophora e
Cladophialophora, sendo o primeiro o mais prevalente e mais dificil de ser tratado (DABOIT,
2013; PORTO, 2016). Também sdo causadores desta micose Rhinocladiella aquaspersa e
Exophiala spinifera. Estes fungos assemelham-se na pigmentacdo, estrutura antigénica,
morfologia, propriedades fisiologicas e formacédo de conidios (McGUINNIS, 1983; DABOIT,
2013).

Quando se trata do género Fonsecaea, F. pedrosoi aparenta ser um patdgeno
intimamente relacionado com a cromoblastomicose, enquanto F. monophora é um patogeno
oportunista, com um espectro clinico diverso, apesar de ser encontrado também causando
cromoblastomicose (DABOIT et al., 2013; KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA;
PIASZCZYNSKI, 2014). Outras espécies de fungos dematiaceos vém sendo descritas como
agentes da cromoblastomise, tais como: Fonsecaea nubica e Phialophora richardsiae, F.

pugnacius, Cyphellophora ludoviensis e Rhinocladiella tropicalis. Esses ultimos agentes
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afetam principalmente individuos imunocomprometidos (KRZYSCIAK, PINDYCKA-
PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; DE AZEVEDO et al., 2015; GOMES et al., 2016).

Figura 2.5. Aspecto macroscopico de coldnias de agentes da cromoblastomicose.
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Legenda: Cladophialophora carrionii (A) e Fonsecaea pedrosoi (B), ambos cultivados por 28 dias, em
agar Sabouraud a 30 °C. Fonte: RASAMOELINA et al., 2017.

A distin¢do entre os géneros € feita pela morfologia do seu modo clonal de reproducéo
(Figura 2.6). As espécies de um mesmo género sdo, na maioria das vezes, morfologicamente
indistinguiveis entre si. Para uma identificacdo confiavel em nivel de espécie, é necessario o
sequenciamento de genes (de HOOG et al., 2000; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Figura 2.6 Distingcdo morfologica dos géneros da familia Herpotrichiellacea.

Legenda: Em Rhinocladiella spp. (A) os conidios estdo dispostos simpodialmente em extensdes
celulares alongadas; em Exophiala spp. (B) as células que produzem conidios sdo anelidicas; em
Cladophialophora spp. (C), os conidios estdo dispostos em cadeias longas e secas; em Phialophora
spp. (D), o conidioforo lembra uma ‘jarra’ com conidios implantados na extremidade. No género
Fonsecaea (E), as células sdo agrupados em denticulos e dispostos em cadeias curtas. Fonte:
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b.
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2.3.3 Habitat e epidemiologia

A cromoblastomicose € mais prevalente em regides tropicais e subtropicais do planeta.
A maioria dos casos sdo reportados na América Latina, Caribe, Africa e Asia. Na América do
Sul, a maioria dos casos de cromoblastomicose foram descritos no Brasil. Com excecdo do
Chile, essa infeccdo foi relatada em todos os paises deste subcontinente. Depois do Brasil, a
Venezuela e a Coldmbia representam a maioria dos casos de cromoblastomicose. No nosso
Pais, a cromoblastomicose € endémica em muitas areas geogréficas, especialmente nas
regides Norte e Nordeste, onde 872 casos foram relatados retrospectivamente nas ultimas trés
décadas (MELLO et al., 1992; SILVA, SOUZA e ROZENTAL, 1998; PIRES et al., 2012;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Um estudo mostrou a diversidade da populacdo das cepas clinicas de cromoblastomicose
obtidas no Brasil. Em 80% dos casos foi encontrado o agente etiolégico F. pedrosoi, 13% de F.
monophora, 3% de F. rubica e um caso de F. pugnacius. Apesar de serem consideradas raras nas
Américas, espécies de Rhinocladiella e espécies semelhantes a Phialophora foram encontrados
(4%). Além disso, duas novas espécies, as quais foram nomeadas de Cyphellophora ludoviensis e
Rhinocladiella tropicalis foram identificadas como causadoras da doenca (GOMES et al., 2016).
Diferencas na prevaléncia de géneros causadores da cromoblastomicose foram observadas: F.
pedrosoi € relatado em areas Umidas de clima tropical e subtropical, enquanto C. carrionii é
dominante em clima semiarido (BONIFAZ, VAZQUEZ-GONZALEZ e PERUSQUIA-ORTIZ,
2010; DABOIT, 2013; KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014;
GOMES et al., 2016).

A cromoblastomicose esta fortemente associada as atividades agricolas, o0 que destaca
a natureza ocupacional desta doenca (AlI-DOORY, 1983). Durante as atividades na lavoura,
individuos que vivem em areas endémicas, provavelmente sdo infectados através de traumas
relacionados a materiais provenientes do ambiente (plantas e espinhos, por exemplo) ou ainda
pelo contato de uma ferida ja existente com o solo contaminado. No entanto, os agentes
etiologicos dessa infeccdo sdo dificeis de serem recuperados a partir do ambiente, devido ao
seu estilo de vida saprobidtico (QUEIROZ-TELLES et al., 2017 b). Os fungos causadores da
cromoblastomicose habitam locais onde ha presenca de compostos monoaromaticos, os quais
sdo substancias toxicas. Na natureza, esses compostos sdo encontrados em detritos de plantas,
espinhos e cortex de madeira (VICENTE et al., 2008; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Uma potencial fonte de infeccdo foi reportada em uma area endémica localizada no

Estado do Maranh&o-Brasil, as margens da floresta amaz6nica, onde centenas de familias estdo
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envolvidas com a colheita do coco do babacu (Orbignya phalerata). Habitantes locais coletam
a castanha desse fruto, que é rica em 6leo e é utilizada na manufatura de cosméticos. Devido a
presenca do 6leo, fungos da ordem Chaetothyriales estdo presentes nos fragmentos das cascas
desse coco. Traumas podem ser causados durante a quebra do coco, o que faz a colheita do
babagu ser considerada um fator de risco para o desenvolvimento de cromoblastomicose
(MARQUES et al., 2006; QUEIROZ-TELLES, 2015). O babugu é uma planta nativa também
do Estado do Piaui. Um estudo epidemioldgico realizado no Estado do Rio de Janeiro apontou
que dentre os individuos submetidos a tratamento devido a cromoblastomicose, um deles
tinha residéncia no Piaui (MOUCHALOUAT et al., 2011). Levando-se em conta que este
altimo Estado é vizinho ao Maranhdo, e que a extracdo do coco também envolve varias

familias, este Estado também pode ser considerado uma area endémica dessa micose.

2.3.4 Patogenia

Os fungos dematiaceos induzem um amplo quadro de micoses, dentre elas a
cromoblastomicose, cujos aspectos clinico-laboratoriais sdo decorrentes das interacdes
dindmicas que se estabelecem entre estes e 0 hospedeiro (PORTO, 2016). Varios fatores de
viruléncia estdo provavelmente envolvidos nesta doenca, tais como a formacdo de células
muriformes ou esclerdticas, a adesdo do fungo, a presenca de moléculas hidrofébicas e a
quantidade de melanina. Os mecanismos imunol6égicos do hospedeiro contra agentes da
cromoblastomicose ndo sdo bem compreendidos. Alguns trabalhos avaliaram a resposta
celular na interacdo hospedeiro-fungo, sugerindo que a persisténcia fungica in situ é o
principal fator responsdvel pela evolugdo da cromoblastomicose (SALGADO, 2010;
QUEIROZ-TELLES et al, 2017b).

Apo6s a implantacdo transcutanea, propagulos de agentes da cromoblastomicose
apresentam uma plasticidade celular e morfologica Unica, formando as células muriformes
(formas parasitarias encontradas no hospedeiro). A formacdo destas células é restrita aos
Chaetothyriales, que atuam como formas invasivas no tecido vivo, humano ou vegetal (de
HOOG, 1993). As células muriformes sdo consideradas um mecanismo de adaptacdo
evolutiva para permitir a sobrevivéncia do fungo dentro do microambiente do hospedeiro.
Elas estdo diretamente associadas a uma intensa resposta granulomatosa, bem como a evasao
de mecanismos imunolégicos, os quais sinalizam o desenvolvimento da cronicidade associada
a esta doenca. O tempo de conversdo de conidios para células muriformes foi estimado em 6
dias, em estudos in vitro (SEYEDMOUSAVI et al., 2004; ESTERRE-QUEIROZ, 2006;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).
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A aderéncia e a hidrofobicidade sdo dois importantes fatores de viruléncia flngica
(SANTOS et al., 2007). Na cromoblastomicose, esporos e hifas podem aderir dentro do tecido
epitelial do hospedeiro, levando a diferenciagdo em células muriformes. Estas Ultimas resistem
a morte que poderia ser induzida pelos mecanismos de defesa do hospedeiro e permitem a
evolucdo da inflamacéo granulomatosa cronica. A presenca de moléculas extracelulares de
polissacarideos aumentam esse fendbmeno por conta da hidrofobicidade (QUEIROZ-TELLES
et al., 2017b). A termotolerdncia é um dos principais fatores de viruléncia entre os
Chaetothyriales. As espécies patogénicas de Fonsecaea apresentam desenvolvimento 6timo a
33 °C, sendo termotolerante até a temperatura de 37 °C. Estas temperaturas sdo ligeiramente
superiores para as espécies estritamente ambientais (VICENTE et al., 2014; QUEIROZ-
TELLES et al., 2017b).

Diferentes componentes da membrana e da parede celular podem contribuir para a
viruléncia fangica na cromoblastomicose, incluindo a melanina. Ela é largamente encontrada
na natureza, sendo considerada um componente imunologicamente ativo, funcionando como
importante fator de viruléncia em diferentes fungos patégenos (NOSANCHUK e
CASADEVALL, 2003; LANGFELDER et al., 2003; QUEIROZ-TELLES et al., 2017 b). O
pigmento negro da parede celular faingica dos agentes da cromoblastomicose, além de
favorecer a capacidade fotoprotetora, permitindo aos fungos o desenvolvimento em ambientes
ensolarados, atua também como um fator de viruléncia (PORTO, 2016). A melanina é uma
macromolécula complexa, hidrofébica e negativamente carregada. Os mecanismos pelos
quais a esta contribui para aumentar a resisténcia dos fungos contra as células imunes dos
hospedeiros sdo: a protecdo contra enzimas proteoliticas, a protecdo contra espécies reativas
de nitrogénio e oxigénio e a reducdo da fagocitose (NOSANCHUK e CASADEVALL, 2003;
REVANKAR e SUTTON, 2010; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

2.3.5 Aspectos clinicos e laboratoriais

Apos propagulos de agentes etioldgicos ganharem acesso através das barreiras cutaneas,
usualmente em areas do corpo ndo protegidas, ha o desenvolvimento de lesdo cutanea inicial,
restrita ao local de infeccdo. Essa lesdo é seguida por um envolvimento progressivo e cronico das
estruturas cutdnea e subcutanea do tecido e de uma resposta fibrosa granulomatosa, com
microabscessos e, muitas vezes, com proliferacdo de tecidos. Esses eventos sdao decorrentes de
uma resposta imune ndo protetora de células Th2, com envolvimento humoral ineficaz e pela
presenca de células muriformes no tecido afetado. O periodo entre a inoculagdo e o surgimento da

lesdo inicial ndo é padrdo, podendo variar de semanas a meses, sendo que alguns pacientes
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nem mesmo lembram-se de ter sofrido algum ferimento no local (RIPPON, 1982; BAYLES,
1986; QUEIROZ-TELLES et al., 2015, 2017b).

Diferente de outras micoses de implantacdo, como esporotricose e 0 micetoma, a
cromoblastomicose € limitada ao tecido subcutaneo, nédo afetando fascia, tenddes, musculos e
areas osteoarticulares (BONIZAZ, VAZQUEZ-GONZALVES e PERUSQUIA-ORTIZ,
2010). No entanto, essa infeccdo progride lentamente, e por contiguidade, produz mudangas
fibréticas e estase linfatica, levando ao linfodema, o que em alguns casos se assemelha a
elefantiase. Infeccdo bacteriana secundaria recorrente é outra observacdo frequente em
cromoblastomicose (BONIFAZ, CARRASCO-GERARD e SAUL, 2001; OGAWA et al.,
2003; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

As lesdes da cromoblastomicose podem ser classificadas de acordo com sua
gravidade: leve, moderada e severa (Figura 2.7). Este Gltimo tipo tende a ser ndo responsiva
ou responder lentamente a terapia antifungica (CARRION, 1950; DABOIT, 2013). Carrion,
classificou e caracterizou as lesbes em cinco tipos diferentes: nodular, placa, tumoral,
verrucosa e cicatricial (Figura 2.8), sendo as quatro primeiras as mais frequentes. Em casos
avancados, mais de um tipo de lesdo pode ser observada no mesmo paciente. A doenca pode
levar a incapacidade do membro atingido devido a sequela fibrética e a uma série de
complicacdes clinicas. Se ndo for diagnosticada em um estégio precoce, a doenga pode tornar-
se refrataria a terapia (QUEIROZ-TELLES et al., 2017 b).

Figura 2.7. LesGes da cromoblastomicose com diferentes graus de severidade.

Legenda: A) Forma leve B) Moderada e C) Severa. Fonte: Queiroz-Telles et al., 2017b.
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Na maioria dos casos, as lesdes sdo unilaterais e situam-se nos membros inferiores.
Com menor frequéncia aparecem nos membros superiores e raramente na regido glitea ou
face (DABOIT, 2013; KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI,
2014; PORTO, 2016). Devido ao fato das lesGes serem clinicamente polimorficas, sdo
comumente diagnosticadas de forma incorreta, visto que mimetizam um amplo espectro de
doencas com causas infecciosas e ndo infecciosas. O diagnostico deve ser confirmado por
exames micoldgico direto e histopatologico (GARNICA, NUCCI e QUEIROZ-TELLES,
2009; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Figura 2.8. Aspectos clinicos das lesGes da cromoblastomicose.

L
Legenda: A) Lesdo verrucosa B) LesGes nodular (seta preta) e cicatricial (seta laranja) C) Lesbes
verrucosas (seta preta) e nodulares (seta laranja). Fonte: GOMES et al., 2016.

Todos os agentes causadores geram as mesmas formas parasitérias, conhecidas como
células muriformes, escleroticas, fumagdides ou corpos de Medlar (Figura 2.9). Estas, sdo
estruturas arredondadas, com 4 a 12 pm de diametro, que podem estar soltas ou agrupadas (2
a 4 células), de paredes espessas e de cor acastanhada, com paredes transversais longitudinais
(RIPPON, 1982; DABOIT, 2013; KRZSCIAK; PIASZCZYBSKA,; PIASZCZYBSKI, 2014,
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). As células muriformes tipicas sdo usualmente observadas
na epiderme, entretanto elas podem mudar para a forma filamentosa, especialmente nas
crostas que recobrem as lesdes (KRZYSCMK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA;
PIASZCZYNSKI, 2014).

A visualizacdo de células muriformes em um espécime clinico é obrigatorio para
confirmacgdo do diagndstico desta doenca, tanto na histopatologia quanto no exame direto. A

sensibilidade deste ultimo varia de 90 a 100%. Esse método é répido, facil e barato. A terapia
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pode ser iniciada imediatamente apds identificacdo dessas estruturas tipicas. No entanto, a
identificacdo do fungo causador da lesdo através do exame cultural é importante, porque
espécies de Fonsecaea parecem ser menos sensiveis aos antifungicos do que C. carrionii.
Além disso, a identificacdo pode contribuir com dados sobre epidemiologia (BORELLI, 1987;
MCcGINNIS e PASARELL, 1988; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Figura 2.9. Células muriformes visualizadas em exame micolégico direto.

Legenda: Visualizagdo em aumento de 100X. Fonte: PURIM et al., 2017.

2.3.6 Tratamento

O resultado clinico dos pacientes com cromoblastomicose é determinado pela atividade
antimicética intrinseca do medicamento utilizado, do seu perfil farmacoldgico, assim como
também da apresentacdo clinica e da gravidade da infeccdo (QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).

Durante o século passado, desde que o primeiro caso de cromoblastomicose relatado,
diversos regimes terapéuticos foram descritos na literatura. Esses regimes incluem métodos
terapéuticos fisicos de destrui¢do, excisdo cirdrgica, bem como terapia topica e sistémica.
Com excecdo das pequenas lesdes iniciais, que podem ser excisadas cirurgicamente, as
manifestagdes mais extensas dessa infeccdo sdo refratarias e a cura é quase impossivel de ser
alcancada (QUEIROZ-TELLES e SANTOS, 2013; KRZYSCIAK, PINDYCKA-
PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). Em vista
disso, ndo é possivel eleger uma terapia ou farmaco de escolha, sendo essa infec¢do umas das
micoses mais dificeis de erradicar (DABOIT, 2013; KRZYSCIAK, PINDYCKA-
PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014).

Com relagdo aos farmacos antifungicos, ainda hoje poucas opgdes estdo disponiveis. A
terapia com estes agentes consiste em longos periodos com doses elevadas (MARTINEZ e
TOVAR, 2007; DABOIT, 2013). De acordo com Vérios ensaios clinicos abertos e ndo
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comparativos, o itraconazol é o farmaco mais utilizado e com melhores resultados para
cromoblastomicose. Ainda assim suas taxas de cura variam de 15 a 80% (QUEIROZ-TELLES et
al.,, 1992; BONIFAZ, CARRASCO-GERARD e SAUL, 2001; AGARWAL et al., 2017;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). As doses recomendadas para adultos e adolescentes sdo de
200 a 400 mg/dia, dependendo da gravidade da infec¢do. A duragdo do tratamento varia, porém, a
maioria dos casos mostra melhoras em 8 a 10 meses. As formas graves tendem a mostrar uma
melhoria ap6s varios meses da terapia, porém a cura raramente é observada. Apds o término da
terapia, as recaidas sdo frequentemente observadas, presumivelmente porque itraconazol ¢ um
agente fungistatico. Assim com outros triazolicos, o itraconazol inibe a biossintese do ergosterol
da membrana através da inibi¢do da lanosterol 14a-demetilase, uma coenzima do citocromo P450.
A falta de ergosterol gera membranas celulares defeituosas, as quais perdem fluidez e se tornam
mais permeéveis (GRANT e CLISSOLD, 1989;
KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-
TELLES et al., 2017 b). Os resultados clinicos com o itraconazol séo variéveis, limitados
principalmente por deficiéncias de absorcdo intestinal e, consequentemente, baixos niveis
plasmaticos e nos tecidos (KUMARASINGHE ¢ KUMARASINGHE, 2000; KRZYSCIAK,
PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).
A terbinafina é o segundo agente antifingico mais utilizado para o tratamento da
cromoblastomicose. Esse farmaco tem taxas de cura semelhantes ao itraconazol (ESTERRE et al.,
1996; TANUMA et al., 2000; BONIFAZ et al., 2005; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b).
E um derivado de alilamina com efeitos fungistatico e fungicida, agindo através da inibicio da
esqualeno epoxidase, interferindo na biossintese de ergosterol, e consequentemente, na funcéo da
membrana fungica. Ao contrario dos derivados triazélicos, que sdo metabolizados através da via
do citocromo P450 3A4, a terbinafina é metabolizada através da via do citocromo P450 2D6.
Assim, as interacdes medicamentosas e risco de efeitos colaterais a longo prazo s&o minimas com
esta alilamina (KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014;
QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). Em geral, a terbinafina mostra boa atividade in vitro contra a
maioria dos agentes da cromoblastomicose. As doses recomendadas sdo de 250 a 500 mg/dia. A
duracdo do tratamento varia, até que a cura micoldgica ou até que a resolucao das lesdes da pele
seja alcangada. Casos clinicos relatam melhora quando a terbinafina € administrada em
combinacdo com outros farmacos (QUEDRAOGO et al., 2017). Ela pode ser vantajosa em
relacdo ao itraconazol, na medida em que mostra menos intera¢cbes com outros farmacos e pode

exercer uma acdo antifibrotica relevante (ESTERRE et al., 1996;
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ESTERRE e QUEIROZ-TELLES, 2006; SILVA-ROCHA et al., 2013; QUEIROZ-TELLES
etal., 2017Db).

Por quase 30 anos a anfotericina B foi o Gnico farmaco disponivel para o controle de
uma série de infeccdes fangicas. Esse polieno interage com os esterdis da membrana fungica,
resultando na producdo de poros, os quais sdo formados por um anel composto por oito
moléculas de anfotericina B ligadas hidrofobicamente aos esterdis da membrana. Esses poros,
alteram a permeabilidade da membrana, levando ao extravasamento de componentes
citoplasmaticos vitais e a morte do organismo (de KRUIJFF e DEMEL, 1974; HOLZ, 1974;
KERRIDGE, 1985; GHANNOUM e RICE, 1999). Devido ao fato de causar nefrotoxicidade,
esse farmaco ndo é considerado uma terapia de primeira linha, dado que tal toxicidade ndo
permite a sua utilizacdo em longo prazo (MARTINEZ e TOVAR, 2007; DABOIT et al.,
2013). Além disso, um estudo in vitro mostrou que o0s agentes da cromoblastomicose
apresentam baixa suscetibilidade a este farmaco. O mesmo estudo, porém, mostrou o efeito
sinérgico da anfotericina B quando em associagdo com a terbinafina em praticamente todos 0s
isolados testados (DABOIT et al., 2014).

O desenvolvimento de novos medicamentos para infeccBes fungicas invasivas
favoreceu seu uso na terapia das micoses endémicas, incluindo a cromoblastomicose. Dentre
os triazolicos de amplo espectro, o posaconazol € a melhor opcdo para o tratamento de todas
as apresentacdes clinicas dessa infeccdo (NEGRONI et al., 2005; CHOWDHARY et al.,
2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). A dose recomendada da suspensdo oral desse
farmaco em pacientes com cromoblastomicose é de 800 mg/dia, dividida em duas doses, por
longos periodos (ANTONELO et al., 2010). Espera-se que formulacdes de posaconazol
licenciadas recentemente, ou seja, comprimidos orais e solugdes intravenosas, também
possam ser avaliadas em pacientes com essa doenca. Uma énfase especial deve ser dada em
comprimidos posaconazol de liberacdo retardada. Em pacientes neoplésicos, esta formulacéo
parece ser minimamente afetada por fatores como ingestdo de alimentos, aumento do pH
gastrico, motilidade prejudicada ou mucosite. Dados revelaram que estes comprimidos
também podem atingir concentracdes plasmaticas médias maiores do que as obtidas com a
solucdo oral e sdo bem tolerados em individuos saudaveis (KRAFT et al., 2014; JUNG,
TVERDEK e KONTOYIANNIS, 2015). A combinagédo de posaconazol com terbinafina pode
ser uma potencial terapia para casos refratarios. A limitacdo desse farmaco é seu alto custo
(KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-
TELLES etal., 2017 b).
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A cromoblastomicose € uma micose crbnica, que € resistente a maioria dos
tratamentos e propensa a recorréncia. Os pacientes que apresentam formas clinicas moderadas
a severas desta doenca ainda s&o um verdadeiro desafio terapéutico (QUEIROZ-TELLES e
SANTOS, 2013; QUEIROZ-TELLES et al., 2017b). As terapias de combinagdo, com
medicamentos antifungicos sistémicos, tém sido usadas na terapia de pacientes com micoses
refratarias invasivas. Uma combinacdo de agentes antifingicos e/ou métodos fisicos &,
geralmente, a Ultima opc¢do terapéutica para apresentaces clinicas refratarias ou avancgadas de
cromoblastomicose. A combinacdo de itraconazol e terbinafina é frequentemente usada em
pacientes com doenca refrataria e/ou casos que nao respondem aos tratamentos anteriores
(ANTONELLO etal., 2010; DABOIT et al., 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017 b).

2.4 Teste de avaliacdo da atividade antifungica

Métodos laboratoriais para guiar a selecdo de terapia antifingica foram desenvolvidos
a partir do aumento na incidéncia de infec¢des sistémicas fangicas, do surgimento de cepas
resistentes, da disponibilidade de novos farmacos, do aumento do consumo de antifungicos
disponiveis para tratamento e prevencdo das infeccdes fungicas invasivas, bem como pela
ocorréncia de falhas terapéuticas no tratamento destas infeccbes (CLSI, 2008a, 2008b;
CARVALHO, 2012).

A organizacdo americana Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),
anteriormente denominada Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
desenvolveu metodologias de referéncia para avaliacdo de atividade antifungica. O primeiro
método de referéncia (M27-A) para a avaliacdo da atividade antifingica de substancias puras,
foi publicado em 1997, com o estabelecimento do controle de qualidade das variacGes da CIM
e o desenvolvimento de pontos de corte. Esse método é um teste de diluicdo em caldo para
determinacdo da susceptibilidade de Candida spp. (incluindo C. glabrata) e Cryptococcus
neoformans aos farmacos, que apresenta a grande vantagem de propiciar alta
reprodutibilidade entre laboratérios (CARVALHO, 2012; CLSI 2008b). Os testes de
avaliacdo da sensibilidade aos antifungicos in vitro destinam-se a determinar a concentracao
fungicida minima (CFM) ou a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). O parametro mais
tradicional para avaliar a sensibilidade a antifungicos é a CIM (CARVALHO, 2012), que é a
menor concentracdo de um agente antifungico que inibe substancialmente o crescimento de
um microrganismo (CLSI, 2008a, 2008b).

Em 2002, foi publicado um método de referéncia (horma M38-A) para testes de dilui¢do

em caldo para determinacédo da sensibilidade de fungos filamentosos a terapia antiflngica. Essa
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norma descreve um método para testar a sensibilidade dos fungos filamentosos, incluindo os
géneros Aspergillus, Fusarium, Rhizopus arrhizus, Pseudallescheria boydii (Scedosporium
apiospermum) e Sporothrix schenckii, assim como outros fungos patogénicos oportunistas,
aos agentes antifungicos. O documento incluia a selecdo dos agentes antifungicos, o preparo
de solucBes-padrdo e de diluicdes de antifingicos usadas na realizacdo dos ensaios,
implementacdo e interpretacdo dos testes. A norma M38-A também incluia a preparacdo e
tamanho do indculo, tempo de incubacdo e temperatura, formulacdo do meio e critérios para
determinacdo da CIM. (CLSI, 2002; CLSI 2008a). A norma M38-A2 publicada em 2008
incorporou material suplementar: dados de controle de qualidade para fungos isolados, assim
como guias para testes de equinocadinas. Métodos para teste de dermato6fitos também foram
fornecidos (CLSI, 2008a).

O teste de microdiluicdo em caldo preconizado pelo CLSI é realizado em placas
estéreis com 96 pocos, e consiste na exposicdo de um in6culo de um determinado
microrganismo a dez concentracdes de um farmaco ou substancia teste, onde é possivel
observar o efeito destes sobre o crescimento flngico. E requerido um tempo de incubagio e,
na sequéncia, a CIM é determinada visualmente (CLSI 2008a, 2008b).

2.5. Combinacéo de farmacos

A taxa de resisténcia a antifungicos vem crescendo em décadas recentes, porém o
desenvolvimento de novos agentes antimicoticos ndo segue esse mesmo crescimento. Baseado
nisso, a ideia de combina-los aparece como uma alternativa para os clinicos (CAMPITELLI et
al., 2017).

A combinacgdo de farmacos surgiu como uma abordagem para melhorar a eficacia da
terapia antimicrobiana para infeccdes dificeis de tratar (CARRILLO-MUNOZ et al., 2014;
SVETAZ et al., 2016). A principal vantagem desse método é atingir um efeito antifungico
sinérgico com poucas quantidades de cada componente, reduzindo os efeitos colaterais e 0
surgimento de resisténcia (KONTOYIANNIS e LEWIS, 2002; SVETAZ et al., 2016). Esse
quadro € atingindo quando os antiflngicos utilizados em combinagdo aumentam a eficacia de
cada farmaco, utilizando uma dose menor de cada um deles. Os beneficios farmacoldgicos
seriam cumulativos, com cada farmaco atuando em dois alvos diferentes na célula fungica. Ou
até mesmo ambos compostos atuando em um mesmo alvo, potencializando o estimulo. Nesse
sentido, a terapia de combinacdo pode ser utilizada na tentativa de prevenir ou atrasar a
emergéncia de resisténcia in vivo do fungo patogénico (FISHMAN, 2002; LUPETTI et al.,
2003; CUENCA-ESTRELLA, 2004; WORTHINGTON e MELANDER, 2013).
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Do ponto de vista da interacdo entre substancias medicamentosas pode haver
indiferenca, antagonismo ou sinergismo. A indiferenca farmacolédgica ocorre, quando da
associagédo de dois medicamentos, 0 mecanismo de a¢do de um néo interfere no mecanismo de
acdo do outro, os dois medicamentos ndo interagem sob nenhum aspecto de sua agéo
farmacodindmica ou farmacocinética. No antagonismo, a resposta farmacoldgica de um
medicamento é suprimida ou reduzida na presenca de outro através de mecanismos quimicos,
farmacocinéticos, competicdo ou mesmo bloqueio de um mesmo receptor (OLIVEIRA, 1986;
AGUIAR, 2014). No sinergismo existe a associac¢do de dois ou mais medicamentos, cuja acao
resultante é maior do que a simples soma dos efeitos isolados de cada um deles (VAN
VUUREN e VILJOEN, 2011; AGUIAR, 2014).

Para determinar o tipo de interacdo que ocorre entre os farmacos, um método bem
elaborado deve ser usado. Os métodos mais utilizados e também mais simples para detectar
interacdes in vitro entre duas substancias sdao: o de difusdo de disco qualitativo, a técnica do
tabuleiro de xadrez, a construcdo de isobologramas e os estudos de curva de morte (SVETAZ
etal., 2016).

A técnica do tabuleiro xadrez é uma das técnicas mais frequentemente usadas para avaliar
combinagdes antimicrobianas in vitro. O termo tabuleiro de xadrez se refere ao padréo, dos tubos
ou nas placas de microtitulacdo, formados pelo teste de dois agentes antifungicos, com dilui¢cGes
de concentracdo acima e abaixo das concentragdes CIMs, para os fungos testados (CUENCA-
ESTRELLA, 2004). Essa técnica é mais frequentemente realizada em microplacas de 96 pocos em
que cada linha e cada coluna contém dilui¢cbes em série duplas das substancias X e Y, atingindo
uma combinacdo Unica das duas substancias em cada poco. Entdo, um inoculo quantificado do
fungo é adicionado a cada po¢o e a microplaca é incubada a uma temperatura e tempo adequados,
para cada fungo. As concentragGes dos primeiros pogos sem crescimento visivel ao longo do
limite entre inibicio e crescimento, sdo utilizados para calcular o Indice Fracionario de
Concentracao Inibitoria (IFCI) (ODDS, 2003; SVETAZ et al., 2016).

Embora as diluigdes utilizadas no tabuleiro de xadrez sejam exponenciais, tipicamente
diluicdes duplas, os resultados s&o interpretados pelo padrdo que eles formam em um
isobolograma, que exibe o IFCI em uma escala aritmética. O IFCI é a maneira mais comum na
medicina micoldgica para reportar os resultados dos estudos com dilui¢des de tabuleiro xadrez.

E a menor concentracio de cada composto que inibe o crescimento do fungo avaliado. Esse indice
é calculado pela seguinte formula: (A)/(CIM-A) + (B)/(CIM-B) = IFCI, sendo ‘A’ a concentragdo
do composto ‘A’ no poco que ha a menor CIM em combinacdo; (CIM-A), a CIM
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para o composto ‘A’ sozinho. ‘B’, ‘CIM-B’ e ‘CIFB’ sao definidos da mesma forma para o
segundo composto (CUENCA-ESTRELLA, 2004).

De acordo com Odds (2003), um IFCI < 0,5 ¢ indicativo de sinergismo; um IFCI > 4
indica antagonismo e um IFCI na faixa entre 0,5 e 4,0 é indicativo de nenhuma interacdo. No
entanto, outros autores consideram outros limites para o IFCI, e também descrevem o0s
resultados usando termos como ‘adi¢do’, ‘sem interagdo’ e ‘indiferente’ (MARTINEZ-IRUJO
et al, 1996; SCHELZ, MOLNAR e HOHMANN, 2006; SVETAZ et al., 2016). A maioria dos
especialistas concorda que ndo ha diferenca real entre aditividade e indiferenca, e afirmam
que valores de IFCI ligeiramente acima ou abaixo do valor de corte de 1,0, indicam nenhuma
interacéo entre agentes (ODDS, 2003).

Estudos tém demonstrado o efeito sinérgico entre substancias naturais e
antimicrobianos. De acordo com Hemaiswarya, Kumar e Doble (2008), muitos extratos e
compostos isolados de plantas podem exibir atividade sinérgica com antimicrobianos no
combate as infeccdes por bactérias e fungos (AGUIAR, 2014; SVETAZ et al., 2016).

2.6. Pilocarpus microphyllus
2.6.1 Alcaloides do jaborandi: generalidades

As investigaces de muitas espécies de plantas tém revelado a presenca de um grande
namero de novos compostos pertencentes a diferentes classes (KAYSER, KIDERLEN, CROF
2003; NEWMAN e CRAGG, 2007; VERAS et al., 2012). Dentre estes, pode-se citar 0s
alcaldides, os quais sdo metabolitos secundarios. Eles vém atraindo a atencdo de muitos
pesquisadores ao longo dos anos, devido a variedade de estruturas quimicas e gama de
atividades bioldgicas (KAYSER, KIDERLEN, CROF 2003; VERAS et al., 2012).

Varias plantas da familia Rutaceae sdo economicamente valiosas devido aos seus usos
como alimentos, ornamentais e medicinais. O género Pilocarpus, o qual pertence a essa
familia, compreende atualmente 16 espécies neotropicais, sendo a ocorréncia da maioria de
seus representantes no Brasil (SKORUPA, 2003; SANTOS e MORENO, 2013; VERAS et al.,
2012; LIMA, 2016). A espécie Pilocarpus microphyllus, conhecida popularmente como
‘jaborandi’ (Figura 2.10), se destaca como uma das mais importantes da flora brasileira,
utilizada ha séculos pelos indigenas e comunidades tradicionais. Esta planta se apresenta
como um arbusto de cerca de 1 metro de altura, de ocorréncia nas regiées Nordeste e Norte do
Brasil, sendo encontrada no leste do Estado do Par4, oeste e norte do Maranhdo e ao norte do
Piaui (PINHEIRO, 1997; LIMA, 2008; LIMA et al., 2015; FLORA DO BRASIL, 2016).
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Figura 2.10 Exemplar de Pilocarpus microphyllus.

OH

Fonte: VERAS et al., 2012

Essa é uma das espécies medicinais brasileiras de maior destaque, constando em
farmacopeias de todo o mundo, devido aos efeitos terapéuticos do seu principio ativo
pilocarpina, o qual é utilizado no tratamento do glaucoma e xerostomia (LEWIS e ELVIN-
LEWIS, 1977; LIMA et al., 2015). Sendo assim, de grande relevancia para as industrias
farmacéuticas e farmoquimicas nacionais e internacionais. Este principio ativo é extraido,
purificado e isolado ha décadas da espécie P. microphyllus devido a mesma apresentar 0s
maiores teores do ativo em relagdo as outras espécies do género (SANDHU et al., 2006;
BRANDAUO et al., 2008; LIMA, 2016).

Diante da importancia e uso desta espécie, como principio ativo para o tratamento do
glaucoma, a mesma foi explorada durante décadas no Brasil de maneira insustentavel, a ponto
de atualmente constar na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de
Extingdo (IBAMA, 2008; LIMA, 2016). E de extrema importancia iniciativas que agreguem
potencial tecnoldgico e que deem sustentabilidade a espécie, devido a importancia para
diversas comunidades extrativistas de baixa renda no Norte e Nordeste do Brasil, nos Estados
do Piaui, Maranhdo e Pard (LIMA, 2016). A extracdo do jaborandi movimenta uma grande
massa de recursos nessas regides, aproximadamente 229 toneladas, perfazendo cerca de R$
920.000,00 de um total de R$ 4,4 bilhdes referentes ao extrativismo vegetal realizado no
Brasil no ano de 2016 (IBGE, 2016).

Durante o processo de beneficiamento do jaborandi para a retirada da pilocarpina é gerada
uma biomassa contendo outros alcaloides que podem exercer atividade bioldgica, porém, ainda
carecem de estudos mais aprofundados (SANTOS e MORENO, 2004; VERAS et al., 2013; LIMA
et al., 2015). A importancia do Pilocarpus microphyllus vem se concentrando na pesquisa e
desenvolvimento da aplicacdo farmacoldgica e biotecnoldgica desses outros alcaloides. Dentre

estes, citam-se: isopilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpidina, pilosina,
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isopilosina, epiisopilosina e epiisopiloturina (SANTOS E MORENO, 2004; VERAS et al.,
2013). Apesar da grande variedade de estruturas quimicas descritas para o género, apenas a
pilocarpina é utilizada na terapéutica atual. O potencial bioldgico de alguns desses alcaloides
foi reportado recentemente. Rocha et al. (2017) analisaram o potencial antibacteriano e anti-
helmintico da pilosina, epiisopilosina, epiisopiloturina e macaubina. Dentre estes, apenas a
epiisopilosina e isopilosina mostraram potencial atividade anti-helmintica e nenhum deles
apresentou atividade antibacteriana.

Os alcaloides encontrados no jaborandi possuem estruturas quimicas semelhantes aos
farmacos antifingicos imidazolicos (SANDE et al., 1987; MIURA, 2009; SUN, HUANG e
LIU, 2017). Porém, apesar dessa similaridade, apenas um trabalho realizou a avaliacdo da
susceptibilidade de isolados antifingicos frente a epiisopiloturina (CARVALHO et al., 2018,

no prelo).

2.6.2 Pilocarpina

A pilocarpina (Figura 2.11) foi primeiramente isolada em 1875, como sal cristalino a
partir da folha do Pilocarpus jaborandi Holmes. Esse alcaloide é encontrado também em
outras espécies, tais como P. microphyllus Stapf., P. pennatifolius Lemmaire, P. racemosus
Vahl., P. trachyllophus Holmes e P. carajaensis Skorupa. O total de pilocarpina dessas
espécies varia de 3 a 70% dos alcaloides totais, sendo esta considerada um prot6tipo dentre os
compostos oriundos do jaborandi, visto que é a substancia em maior concentracdo nas folhas
da planta (MAAT e BEYERMAN, 1984; DEWICK, 1997; MIURA, 2009; SANTOS e
MORENO, 2013).

Trata-se de um alcaldide com estrutura de uma amina terciaria. Esse alcaloide tem
estrutura semelhante aos outros alcaloides isolados da espécie Pilocarpus microphyllus (SANTOS
e MORENO, 2004; MIURA, 2009). Das folhas dessa planta sdo processados os sais cloridrato de
pilocarpina, nitrato de pilocarpina, além de sua forma livre (pilocarpina base) (TSAI et al., 2003;
NORDSTROM et al., 2005; LIMA, 2008). Esse alcaloide é capaz de ativar o sistema nervoso
autdbnomo parassimpatico, atuando como agonista de receptor muscarinico ndo seletivo, sendo
amplamente utilizado no tratamento de glaucoma, ha mais de 140 anos, e em casos de xerostomia.
Ao contrario de outras substancias que visam o controle do glaucoma, a pilocarpina topicamente
ndo apresenta efeitos colaterais significativos (TAYLOR e AL-HASHIMI, 1996; SABA et al.,
2002; MIURA, 2009). O uso de pilocarpina oral para o tratamento de secura severa de olhos em
pacientes com sindrome de Sjogren é relatado na clinica (TSIFETAKI et al., 2003; KAWAKITA;
SHIMMURA e TSUBOTA, 2015). Por ser
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uma substancia estimuladora de receptores colinérgicos, a pilocarpina apresenta outras acdes,
tais como: estimulantes de glandulas secretoras, relaxamento de esfincteres e estimulante da
peristalse. Devido ao estimulo glandulas sudoriparas termorreguladoras, lacrimais e
nasofaringeas, esta sendo também indicada em pacientes submetidos a quimioterapia,
principalmente para os acometidos com cancer de boca e pescoco (HAMLAR et al., 1996;
WYNN, 1996; PAPPANO, 2006; MIURA, 2009). Possui efeitos discretos no coracdo e
musculo liso gastrointestinal (VALDEZ et al., 1993; MIURA, 2009; LAl e LUO 2015;
MELO et al., 2015; FRANCO, SCHIMPL E MAZZAFERA, 2017).

Figura 2.11 Estrutura quimica da pilocarpina.
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Apesar das aplicacdes classicas desse alcaloide, pouco se sabe sobre o seu potencial
antimicrobiano. Rhodus e coloboradores (1998) relataram um decréscimo no ndmero de
colénias de Candida albicans em pacientes com Sindrome de Sjogren. Um outro estudo,
mostrou que a pilocarpina teve atividade sinérgica quando usado com aminoglicosideos
(gentamicina e neomicina) contra Staphyloccocus aureus, porém a mesma nao apresentou
atividade sinérgica quando usada em combinacdo com a anfotericina B contra Candida
albicans (ARARUNA, et al., 2012).

2.6.3 Epiisopiloturina

O processo de extracdo e isolamento da pilocarpina culmina na geracéo de uma grande
quantidade de residuos, rica em outras diversas moléculas que apresentam potencial acdo
terapéutica. Dentre essas moléculas, o alcaloide mais abundante é a epiisopiloturina, a qual
tem atraido a atencdo da comunidade cientifica (SANTOS e MORENO, 2004; VERAS et al.,
2013; MELO et al., 2015).

Esta foi identificada por Voightlander e colaboradores em 1973 (VOIGTLANDER et al.,
1973). A estrutura quimica da epiisopiloturina (Figura 2.12) difere da pilocarpina pela presenca de

um grupamento hidrobenzilico ao invés de um etilico, e assemelha-se a ela por sua
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estrutura formada de um anel imidazolico ligado a um ciclopentano heterociclico. A
similaridade entre as estruturas destes dois compostos torna a epiisopiloturina um alcaloide
promissor quanto a propriedades biologicamente ativas. Além do mais, a epiisopiloturina
pode ser obtida em larga escala, por processos sustentaveis e econémicos (VERAS et al.,
2012, 2013).

Figura 2.12. Estrutura quimica da epiisopiloturina.
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Fonte: VERAS et al., 2012.

As propriedades bioldgicas desse alcaloide vém sendo investigadas. Este demonstrou
atividades tanto in vivo quanto in vitro contra o Schistosoma mansoni, o principal agente
causador da esquistossomose, uma doenca negligenciada que ocorre em populagdes pobres de
areas rurais. A atividade contra Leishmania amazonensis também foi relatada (MIURA, 2009;
LEITE et al., 2011; VERAS et al., 2012; VERAS et al., 2013). SILVA et al. (2013) avaliaram
este alcaloide quanto as atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva in vivo.

Veras e colaboradores (2012) avaliaram o efeito in vitro deste alcaloide no tempo de
sobrevivéncia de Schistosoma mansoni de diferentes idades, em esquistossomulos de 3 h de idade
e 1, 3, 5 e 7 dias de idade, adultos de 49 dias e na postura de ovos. A epiisopiloturina, na
concentragdo de 300 pg/mL, causou a morte de todos os esquistossomulos dentro de 120 h.
AlteracBes tegumentérias extensas e morte foram observadas quando os esquistossomos adultos
foram expostos a 150 ug/mL da epiisopiloturina. Com a maior dose sub-letal desse alcal6ide (100
ug/mL), observou-se uma reducdo de 100% na postura de ovos (VERAS et al., 2012). Guimarées
et al. (2015) reportaram atividade anti-helmintica in vivo para tal composto. A atividade in vitro
de lipossomas carreados com epiisopiloturina também mostrou atividade contra a
esquistossomose (GUIMARAES et al., 2015). A epiisopiloturina também mostrou potente

atividade anti-inflamatdria, o que poderia ajudar a combater rea¢Ges inflamatdrias, bem
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como granulomas (SILVA et al., 2013). Mais recentemente, um estudo avaliou a atividade
antibacteriana da epiisopiloturina, onde esse composto ndo apresentou nenhuma atividade nas
cepas bacterianas testadas (ROCHA et al., 2017). Em relag&o ao seu potencial antifungico, um
estudo desenvolvido anteriormente por nosso grupo de pesquisa reportou, através de um
ensaio de prospecgdo, a auséncia de atividade nos isolados fungicos testados. Esse resultado
foi associado a possivel incapacidade desse alcaldide de se ligar a lanosterol 14a-demetilase
(CARVALHO et al., 2018, no prelo), um dos principais alvos dos antifungicos classicos.
Apesar desses resultados, a possibilidade desse alcaloide agir em outro alvo na célula flngica
ndo pode ser excluida. Até o momento nenhum estudo foi feito para avaliar o potencial

sinérgico desse composto em associacao com antifungicos.

Tendo em vista o potencial biolégico dos alcaloides obtidos a partir das folhas P.
microphyllus, uma investigacdo mais aprofundada com relacdo aos efeitos sobre os fungos

patogénicos deve ser realizada.
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2.8 Objetivos

2.8.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antifingica in vitro dos alcaloides isopilocarpina, pilocarpina,
epiisopilosina, isopilosina e pilosina, obtidos a partir das folhas do jaborandi, assim como as
suas combinacgdes com antifungicos em isolados de diferentes géneros.

2.7.2 Objetivos especificos

- Determinar a CIM dos alcaloides do Pilocarpus microphyllus contra isolados fungicos de

diferentes géneros.
- Determinar a CIM do cloridrato de pilocarpina sobre agentes da ceratite fungica filamentosa.

- Avaliar o perfil de interacdo in vitro do cloridrato de pilocarpina em associacdo com a
terbinafina contra isolados fungicos de diferentes géneros, incluindo agentes da ceratite

fungica filamentosa.
- Determinar a CIM da epiisopiloturina sobre agentes da cromoblastomicose.

- Determinar o CIM de quatro antifingicos comercialmente disponiveis (itraconazol,
terbinafina, anfotericina B e posaconazol) contra isolados clinicos de agentes da

cromoblastomicose.

- Avaliar o perfil de interacdo in vitro destes quatro antifungicos com a epiisopiloturina contra

fungos causadores da cromoblastomicose.

- Avaliar possiveis alteracfes morfoldgicas causadas pela anfotericina B isoladamente ou em

combinacdo da epiisopiloturina em um agente da cromoblastomicose.



ITENS SUPRIMIDOS — CAPITULOS 2,3 e 4



99

5. AVALIACAO DO PERFIL DE INTERACAO in vitro DA EPIISOPILOTURINA
COM ANTIFUNGICOS CONTRA AGENTES DA CROMOBLASTOMICOSE

Resumo

A cromoblastomicose é uma das micoses de implantacdo mais comuns. Essa doenca,
predominante de regides tropicais e subtropicais, apresenta-se como uma infec¢do cronica da pele
e do tecido subcutaneo, acometendo principalmente membros inferiores. Nas formas clinicas mais
severas, € sujeita a uma alta taxa de recidiva e baixa taxa de cura, podendo ser refrataria a terapia
antifungica atual. Sabendo dessas limitacdes, faz-se necessaria a busca por novas modalidades
terapéuticas que visem melhorar a condicdo dos pacientes afetados. A epiisopiloturina, um
alcaloide imidazolico extraido das folhas de Pilocarpus microphyllus, apresenta atividade
bioldgica contra Leishmania amazonensis e Schistosoma mansoni, além de possuir potencial anti-
inflamatorio e antinociceptivo. Apesar das atividades descritas para esse alcaloide, pouco se sabe
sobre sua atividade contra células fungicas e nenhum trabalho foi realizado para avaliar o seu
perfil de interacdo com farmacos antifingicos. Esse trabalho objetivou avaliar a atividade
antifangica da epiisopiloturina, assim como o seu potencial de interagdo com quatro antifungicos
(itraconazol, posaconazol, terbinafina e anfotericina B) contra dezenove isolados fungicos agentes
da cromoblastomicose. O teste de susceptibilidade antifingica foi conduzido de acordo com o
método de microdilui¢do proposto no protocolo M38-A2 do CLSI. A interacdo da epiisopiloturina
com os farmacos antifungicos foi realizada utilizando o método tabuleiro de xadrez. Para
comparacdo do efeito das alteracbes morfoldgicas da anfotericina B isolada e quando em
combinacdo com a epiisopiloturina, imagens de alta resolucdo foram obtidas de Fonsecaea
pedrosoi ATCC 46428 utilizando microscopia de forca atdbmica. A partir dessas imagens foram
feitas as analises do perfil e da rugosidade da superficie. A epiisopiloturina, ndo demostrou
atividade antiflngica nas concentracBes testadas (CIM > 256 pg/mL). Curiosamente, este
composto mostrou sinergismo para todos os isolados testados quando em associagdo com 0S
antifungicos terbinafina e anfotericina B (IFCI = 0,06 — 0,5). Sua interagcdo com o itraconazol e o
posaconazol ndo apresentou um padrdo, com resultados sinérgicos e indiferentes. A
epiisopiloturina quando em combinagdo com a terbinafina mostrou ser a interacdo mais eficiente
para todos os isolados testados, com IFCI de até 0,06. Nenhum antagonismo foi visto para as
combinacdes testadas. As imagens microscopicas obtidas revelaram alterages morfoldgicas em
maior proporcdo quando a epiisopiloturina foi associada

a anfotericina B, quando em comparacdo com quando este antifungico empregado

isoladamente. A partir dos resultados obtidos, com a avaliagdo da interacéo e andlise das
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imagens morfologicas, pode-se constatar que a epiisopiloturina em combinacdo com

antifangicos pode ser uma terapia promissora no tratamento da cromoblastomicose.

Palavras-chave: anfotericina B, microscopia de forca atdmica, Pilocarpus microphyllus,
Fonsecaea pedrosoi, Tabuleiro de Xadrez

5.1 Introducao

A cromoblastomicose é uma das infeccbes de implantacdo fangicas causadas por
fungos dematiaceos mais prevalentes (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Essa é uma doenca
polimorfica, que se apresenta como uma infeccéo crénica, granulomatosa, que afeta os tecidos
cutdneos e subcutdneos. Essa micose pode levar a uma infeccdo secundéaria, a qual é
responsavel pela morbidade dessa doenca junto com a inabilidade da parte do corpo afetada
ou da transformacédo das células escamosas em carcinoma (DABOIT et al., 2014; PORTO,
2016; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

As espécies mais frequentemente associadas com a cromoblastomicose pertencem aos
géneros Fonsecaea e Cladophialophora. Infec¢Ges causadas por Rhinocladiella spp. sdo
menos frequentes, mas casos de cromoblastomicoses por esse género foram reportadas no
Brasil recentemente. Alguns casos foram também associados com membros dos géneros
Phialophora e Exophiala. A prevaléncia dessa infeccdo é relatada na América Latina, Caribe,
Africa e Asia. Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora carrionii sdo infeccdes normalmente
observadas em areas tropicais e subtropicais ao redor do mundo (RIPPON, 1982; ESTERRE,
ANDRIANTSHIMAHAVANDY e RAHARISOLO, 1997; QUEIROZ-TELLES et al., 2011;
GOMES et al., 2016; SRINIVAS et al., 2016; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

O tratamento, na maior parte dos casos, € longo e associado com uma baixa taxa de cura e
alta taxa de recidiva, especialmente em infeccBes cronicas e extensas, ndo sendo possivel eleger
uma terapia de escolha (DABOIT et al, 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Apesar da
variedade da modalidade dos tratamentos, essa doenca continua a ser uma das micoses de
implantacdo mais dificeis de erradicar (KRZSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZNSKA e
PIASZCZYNSKI, 2014). De acordo com alguns ensaios clinicos abertos e ndo comparativos, 0
itraconazol é o farmaco com melhores resultados, sendo também o antifingico mais comumente
utilizado. Ainda assim as taxas de cura variam de 15 a 80% (QUEIROZ-TELLES et al., 1992;
BONIFAZ, CARRASCO-GERARD e SAUL, 2001; NAJAFZADEH et al., 2010; KRZSCIAK,
PINDYCKA-PIASZCZNSKA e PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A

terbinafina é o segundo agente antifingico mais frequentemente utilizado para
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0 tratamento dessa infeccdo. Essa alamina tem taxas de cura semelhante as obtidas com
itraconazol. Estudos clinicos reportaram melhora da infeccdo quando a terbinafina é
administrada, mas apenas parcial quando esta ¢ administrada isoladamente (ESTERRE et al.,
1996; TANUMA et al.,, 2000; BONIFAZ et al., 2005; QUEDRAOGO et al., 2017,
QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Dentre os triazolicos de amplo espectro, o posaconazol € a
melhor opgdo para o tratamento de todas as apresentacdes clinicas da cromoblastomicose,
incluindo as formas severas e refratarias. Sua limitacdo se da pelo seu alto custo e o fato de
ndo estar disponivel na maioria das areas endémicas (NEGRONI et al., 2005; CHOWDHARY
et al., 2014; KRZSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZNSKA e PIASZCZYNSKI, 2014,
QUEIROZ-TELLES et al., 2017). A anfotericina B ndo é considerada a primeira linha de
terapia devido a sua nefrotoxicidade, o que ndo permite o seu uso a longo prazo. Porém,
alguns estudos mostraram a sua atividade sinérgica quando associada com outros farmacos
(VITALE et al., 2003; UNGPAKORN; REANGCHAINAM, 2006; DABOIT et al., 2014,
QUEIROZ-TELLES, 2015).

Os compostos oriundos de plantas estédo sendo alvo de crescentes pesquisas pela ampla
gama de estruturas quimicas e de atividades bioldgicas. O Pilocarpus microphyllus, uma
planta conhecida popularmente como ‘jaborandi’, se destaca como uma das mais importantes
da flora brasileira devido aos efeitos terapéuticos do seu principio ativo pilocarpina. O
processo de extracdo e isolamento da pilocarpina a partir das folhas do jaborandi culmina na
geracdo de uma grande quantidade de biomassa, sendo esta rica em diversas moléculas da
classe dos alcaloides imidazélicos. Entre eles, a epiisopiloturina é o alcaloide mais abundante
e tem atraido o interesse da comunidade cientifica (SANTOS e MORENO, 2004; VERAS et
al.,, 2013; MELO et al., 2015; ROY, 2017). As atividades da epiisopiloturina contra
Leishmania amazonensis e Schistosoma mansoni foram relatadas (MIURA, 2009; LEITE et
al., 2011; VERAS et al., 2012; VERAS et al., 2013; GUIMARAES et al., 2015), assim como
seu potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio (SILVA et al., 2013).

Vaérios azolicos, semelhantes aos encontrados no jaborandi, sdo antifingicos classicos.
Sabendo da semelhanca estrutural da epiisopiloturina com esses medicamentos, tem-se a
possibilidade deste alcaloide apresentar atividade antimicética. Estudos realizados por nds
mostraram que este composto, quando utilizado isoladamente, ndo apresentou atividade nas
concentragdes testadas contra os isolados fungicos avaliados (CARVALHO et al., 2018, no
prelo). No entanto, nenhum estudo foi realizado para avaliar a interacdo deste alcaloide com

farmacos antimicéticos.
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Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar a atividade da epiisopiloturina em
combinacdo com antifungicos (itraconazol, posaconazol, terbinafina e anfotericina B) contra
agentes da cromoblastomicose, analisando as possiveis altera¢cfes morfoldgicas causadas pela

interacdo entre a anfotericina B e a epiisopiloturina.

5.2 Materiais e métodos
5.2.1 Material vegetal

A planta Pilocarpus microphyllus, usada para extragéo da epiisopiloturina, foi coletada
nas regides costeiras da cidade de Parnaiba (Piaui, Brasil) e foi identificada pela Dr. Ivanilza

Moreira de Andrade.

5.2.2 Extracdo e isolamento da epiisopiloturina
A extragdo e o isolamento foram feitos de acordo com Veras et al., (2013) e
Guimarées et al., (2015). O alcaloide epiisopiloturina foi purificado da biomassa gerada pela

producdo da pilocarpina realizada por Anidro do Brasil Extracfes S.A.

5.2.3 Microrganismos

Dezenove agentes da cromoblastomicose foram utilizados, compreendendo cepas
ATCC e isolados clinicos (Fonsecaea pedrosoi n = 11; F. monophora n = 1;
Cladophialophora carrionii n = 2; Phialophora verrucosa n = 3; Rhinocladiella aquaspersa n
= 2). Candida krusei ATCC 6258 foi usada como controle de qualidade. Todas as amostras
usadas pertencem a Grupo de Estudos Avancado em Micologia Médica (GEAMICOL) da

Universidade Federal do Piaui, campus Ministro Reis Velloso - Parnaiba, Piaui.

5.2.4 Avaliacdo da atividade antiflngica in vitro

O teste de susceptibilidade antifungica foi conduzido de acordo com o método de
crescimento em microdiluicdo proposto no documento M38-A2 do Clinical and Laboratory
Standards Institute- CLSI (CLSI, 2008).

Os farmacos antifingicos, itraconazol, terbinafina, posaconazol e anfotericina B
(Sigma®, Sdo Paulo, Brasil) foram utilizados. Todos os farmacos foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO, Vetec, Brasil). Dilui¢cdes posteriores foram feitas em meio RPMI
1640 (MP Biomedicals, Franca) tamponado com &cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico

(MOPS, Vetec, Brasil), obtendo-se uma concentracgao final que variou entre 0,03 a 16 pg/mL
(CLSI, 2008). A solucdo estoque de epiisopiloturina foi preparada em DMSO seguida por
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diluicio em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS. A concentracdo final de
epiisopiloturina variou entre 0,5 - 256 pug/mL.

Os isolados fungicos foram cultivados em meio agar batata dextrose e mantidos a 35
°C por um periodo de 10 dias. A suspensdo dos esporos a partir de cada cultura foi preparada
em 0,85% de solucdo salina e ajustada em espectrofotometro (QUIMIS, Séo Paulo, Brasil) até
atingir uma densidade de 530 nm com transmitancia de 68-70%. O indculo foi diluido a uma
proporcdo de 1:50 em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS. A concentracdo final do
microrganismo atingida foi de 0,4 x 10* - 5 x 10* UFCs/mL.

O experimento foi realizado usando placas de 96 pocos estéreis com fundo em formato
‘U’. A determinag¢do da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada visualmente
comparando com o controle de crescimento, apds as placas serem mantidas em estufa a 35 °C
por um periodo de 7 dias. O CIM foi definido como a menor concentracdo da substancia que

inibe o crescimento do organismo (CLSI, 2008). Todos os testes foram feitos em triplicata.

5.2.5 Avaliacdo in vitro da interacdo da epiisopiloturina com os antiflngicos

O método tabuleiro de xadrez foi utilizado para avaliar a combinacéo da epiisopiloturina
com os agentes antifungicos (CUENCA-ESTRELLA, 2004). A suspensdao dos esporos foi
preparada como descrita anteriormente. O experimento foi realizado em microplacas de 96 pogos,
em que cada linha e cada coluna continha diluicbes em séries duplas. A concentracdo final dos
compostos testados variou de 0,03 a 16 pg/mL, para os antifingicos e entre 0,5 a 256 pug/mL, para
a epiisopiloturina. As concentracbes dos primeiros po¢os sem crescimento visivel, foram
utilizados para calcular o indice Fracionario de Concentragdo Inibitoria (IFCI). Quando as CIMs
foram superiores ou inferiores as concentracdes testadas, para fins de célculo, utilizamos o dobro
ou metade da concentragdo, respectivamente. A interacdo foi definida como sinérgica quando o
valor de IFCI foi < 0,5, indiferente para IFCI > 0,5 e < 4,0 ¢ antagonica para IFCI > 4,0 de acordo
com trabalhos recentes (DABOIT et al., 2014).

5.2.6 Andlise das alteracdes morfoldgicas

Para obtencdo das imagens em alta resolucdo atraves da Microscopia de Forca Atdmica
(MFA), foi realizado o teste de avaliacdo de atividade antifungica da anfotericina B (0,03 — 16
pg/mL) e da epiisopiloturina (0,5 - 256 pg/mL), assim como a interagdo da combinagdo de ambos
frente a cepa Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428. Apds incubagdo por 7 dias, 200 puL do meio de
cultura contendo os tratamentos (dos pogos equivalentes ao subCIM obtidos no ensaio de

combinacéo e do pogo em que a no qual a epiisopiloturina estava em sua maior
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concentragdo), bem como 200 uL. do meio com as células fungicas ndo tratadas (controle de
crescimento), foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000 xg. Em seguida, as amostras foram
lavadas trés vezes com tampao PBS (pH~= 7,4) para remog¢do do meio de cultura (PETER et
al., 2014). Apds, 10 uL. das amostras centrifugadas foram depositados em uma superficie
limpa de vidro, seguida por secagem em estufa a 35 °C por 30 minutos. As amostras foram
entdo gentilmente lavadas com agua destilada, para remoc¢do de cristais de sais e outros
componentes indesejados do meio de crescimento. Apos a lavagem, o material foi seco sob as
mesmas condicdes citadas, antes da analise de MFA. Todos as amostras foram preparadas ao
mesmo tempo e expostas as mesmas condi¢fes antes de serem examinadas (EATON et al.,
2008; de ARAUJO et al., 2015). O experimento foi conduzido com microscopio TT-AFM
(AFM Workshop, EUA), onde as imagens foram realizadas em modo de contato intermitente
(vibration mode), usando “cantilevers” de silicio ACT-50 (AppNano, EUA) com frequéncia
de ressonancia de aproximadamente 353 kHz. A andlise do perfil topografico e da rugosidade
das imagens foram analisadas usando o software Gwyddion versdo 2.47. Multiplas areas das
amostras foram examinadas e imagens representativas foram selecionadas e sd&o mostradas
nos resultados.

A analise da rugosidade média de superficie (RS) foi realizada a partir de mdaltiplas
areas de 1 x 1 um (n = 10) de uma mesma imagem. As analises foram feitas para a cepa sem
tratamento, assim como para as celulas flangicas tratadas com anfotericina B e
epiisopiloturina, isoladamente. Diferencas entre a RS foram analisadas por meio do teste
estatistico ANOVA com pos-teste de Dunnett, usando o programa GraphPad Prism® 6.0. As
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

5.3 Resultados
5.3.1 Avaliacdo da atividade antiflngica in vitro

Todos os isolados testados foram sensiveis para itraconazol (CIM = 0,25 — 0,5 pg/mL)
(tabela 5.1), posaconazol (CIM = 0,25 — 1 pg/mL) (tabela 5.2) e terbinafina (CIM = 0,06 —
0,25 pg/mL) (tabela 5.3). A anfotericina B mostrou CIMs de 4 a 8 pg/mL (tabela 4). Nenhum
dos isolados testados tiveram seu crescimento inibido pela epiisopiloturina nas concentragdes
testadas (CIM > 256 ng /mL) (Tabela 5.1).

5.3.2 Avaliacdo in vitro da interacdo da epiisopiloturina com os antifungicos
De acordo com a interpretacdo dos valores da IFCI, quando a combinagdo
epiisopiloturina/itraconazol foi testada obteve-se interagéo sinérgica (IFCI = 0,48 — 0,5) para
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sete isolados e interacdo indiferente (IFClI = 0,53 - 1) para dez isolados (Tabela 5.1). O
posaconazol quando em associacdo com o alcaloide mostrou sinergismo para sete isolados
fangicos (IFCI = 0,24 — 0,5) e indiferente para sete (IFCI = 0,53 - 1,25) (Tabela 2). A
epiisopiloturina combinada com terbinafina mostrou interacdo sinérgica (IFCI 0,06 — 0,5) para
todos os isolados testados (Tabela 5.3). Para a combinacdo de anfotericina B/epiisopiloturina
todos os isolados avaliados mostraram sinergismo, com o mesmo valor de IFCI (0,5) (Tabela 5.4).
O melhor efeito sinérgico para essa combinacdo foi visto em Fonsecaea monophora 69704 e F.
pedrosoi ATCC 46422 (IFCI = 0,06) a partir da interacdo epiisopiloturina/terbinafina. Nenhum

antagonismo foi encontrado nenhuma dessas combinacdes.

5.3.2 Andlise das alteracdes morfoldgicas

O efeito das alteragdes morfoldgicas da epiisopiloturina e da anfotericina B,
isoladamente, assim como o efeito da combinagdo de ambas nas células de F. pedrosoi ATCC
46428 sdao mostradas na Figura 5.1. A combinacdo da epiisopiloturina/anfotericina B
apresentou alteracdo na hifa (Figura 5.1 — B), em comparagdo com o controle (Figura 5.1 - A),
com destruicdo total e possivel extravasamento do material citoplasmatico.

Na analise de perfil topogréfico, os tratamentos avaliados na mesma concentracdo dos
subCIM obtidos na combinagdo apresentaram volume igual (1,8 um) (Figura 5.2 — B) ou similar
(1,6 um) (Figura 5.2 — C) ao controle (1,8 um) (Figura 5.2 — A). No entanto, a epiisopiloturina
quando testada na maior concentracdo (256 ug/mL) (Figura 5.2 — D), levou a um aumento de
volume da hifa (2,64 um) quando comparado ao controle (1,8 um). No que se refere aos valores
da analise de rugosidade da superficie, o controle (fungo sem tratamento) apresentou 0 menor
valor médio de rugosidade (112,38 + 15,45 nm) e a cepa tratada com anfotericina B isolada com o
maior valor, 251,71 £+ 43,29 nm (Tabela 5.5, Figura 5.3), p <0.001.

5.4 Discusséo

A cromoblastomicose € uma micose de dificil tratamento e que muitas vezes nédo
responde a varias modalidades de terapia, ndo possuindo um procedimento ou farmaco de
escolha (TORRES-GUERRERO et al., 2012; DABOIT et al., 2014). Devido ao aumento da
taxa de resisténcia fungica e ao incipiente desenvolvimento de novos agentes antimicoéticos, a
terapia de combinacdo entre farmacos vem surgindo como uma abordagem para melhorar a
eficacia dos mesmos (SVETAZ et al., 2016; CAMPITELLI et al., 2017).
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Tabela 5.1. Atividade in vitro da combinacao antifungica da epiisopiloturina (EPII) com itraconazol

(ITRA) contra agentes da cromoblastomicose.

Valores de CIM® dos
compostos (pg/mL)

Isolados Isolado Em combinagéo IFCI® Interpretagéo
fangicos
EPII ITRA EPIl ITRA
Fonsecaea spp.
F. pedrosoi 1 >256 0,5 0,5 0,25 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi ATCC >256 0,25 32 0,12 0,54 Indiferente
46422
F. pedrosoi 1420 >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
F. pedrosoi ATCC >256 0,25 0,5 0,12 0,50 Sinérgica
46428
F. pedrosoi 43456 >256 0,50 0,5 0,25 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 25 >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
F. pedrosoi 38869 >256 0,25 0,5 0,12 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 458 MT  >256 0,25 16 0,12 0,53 Indiferente
F. pedrosoi 42 >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
F. pedrosoi 1256 MT >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
F. pedrosoi AR4 >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
F. monophora 69704 >256 0,25 1 0,12 0,48 Sinérgica
Cladophialophora spp.
C. carrionii 768 >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
Phialophora spp.
P. verrucosa ICB >256 0,25 64 0,12 0,60 Indiferente
P. verrucosa UFSM  >256 0,25 0,5 0,25 1,00 Indiferente
P. verrucosa 1 >256 0,25 0,5 0,12 0,50 Sinérgica
Rhinocladiella spp.
R.agquaspera 691 >256 0,25 0,5 0,12 0,50 Sinérgica

a . iz L b -
CIM, concentracéo inibitoria minima, = IFCI, indice fracionario da concentracéo inibitoria.
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Tabela 5.2. Atividade da combinacédo antifungica da epiisopiloturina (EPII) com posaconazol (POSA)

contra agentes da cromoblastomicose.

Valores de CIM? dos

compostos (ug/mL)
Isolados Isolado Em combinagéo IFCI® Interpretagéo
fungicos
EPII POSA EPII POSA
Fonsecaea spp.
F. pedrosoi 1 >256 0,25 1,0 0,25 1,00 Indiferente
F. pedrosoi ATCC >256 0,25 16 0,12 0,53 Indiferente
46422
F. pedrosoi ATCC >256 0,5 05 0,12 0,24 Sinérgica
46428
F. pedrosoi 43456  >256 0,5 05 0,25 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 25 >256 0,5 128 0,50 1,25 Indiferente
F. pedrosoi 38869  >256 0,25 05 0,12 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 458MT >256 0,5 8 0,12 0,25 Sinérgica
F. pedrosoi 42 >256 1 128 0,50 0,75 Indiferente
F. pedrosoi AR4 >256 0,12 2 0,12 1,00 Indiferente
F. monophora >256 0,25 0,5 0,12 0,50 Sinérgica
69704
Phialophora spp.
P. verrucosa >256 0,50 0,5 0,50 1,00 Indiferente
UFSM
P. verrucosa 1 >256 0,25 05 0,12 0,50 Sinérgica
Rhinocladiella spp.
R.aquaspera 691 >256 0,25 05 0,12 0,50 Sinérgica
R.aquaspera >256 0,12 8 0,12 1,00 Indiferente

1370

a N ey eis s - b P N ey ess
CIM, concentragdo inibitoria minima, ~ IFCI, indice fracionario da concentracao inibitdria.
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Tabela 5.3. Atividade da combinacéo antiflngica da epiisopiloturina (EPII) com terbinafina (TERB)
contra agentes da cromoblastomicose.

Valores de CIM® dos compostos

(ng/mL)
Isolados Isolado Em combinagéo IFCI® Interpretagéo
fangicos
EPII TERB EPIl TERB
Fonsecaea spp.
F. pedrosoi 1 >256 0,25 128 0,03 0,37 Sinérgica
F. pedrosoi ATCC >256 0,25 <0,05 <0,03 0,06 Sinérgica
46422
F. pedrosoi 1420 >256 0,06 <0,05 <0,03 0,25 Sinérgica
F. pedrosoi ATCC >256 0,12 0,5 0,06 0,50 Sinérgica
46428
F. pedrosoi 25 >256 0,06 2 0,03 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 38869  >256 0,12 0,5 0,06 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 458MT >256 0,12 16 0,03 0,28 Sinérgica
F. pedrosoi 42 >256 0,25 128 0,03 0,50 Sinérgica
F. monophora >256 0,25 <0,5 <0,03 0,06 Sinérgica
69704
Cladophialophora spp.
C. carrionii 768 >256 0,25 1 0,06 0,24 Sinérgica
C. carrionii 68 >256 0,25 128 0,06 0,50 Sinérgica
Phialophora spp.
P. verrucosa ICB >256 0,25 32 0,06 0,30 Sinérgica
P. verrucosa >256 0,06 <0,5 <0,03 0,25 Sinérgica
UFSM
Rhinocladiella spp.
R. aquaspera 691 >256 0,06 <0,5<0,03 0,25 Sinérgica

a N ey s s - b ;s N ey s
CIM, concentragdo inibitoria minima, ~ IFCI, indice fracionario da concentracéo inibitdria.



Tabela 5.4. Atividade da combinacéo antiflngica da epiisopiloturina (EPII) com anfotericina B

(AmB) contra agentes da cromoblastomicose.
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Valores do CIM? dos
compostos (pg/mL)

Isolados Isolado Em combinagéo IFCI® Interpretagéo
Fungicos
EPII AmB EPIl AmB
Fonsecaea spp.
F. pedrosoi 1 >256 8 0,5 4 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi >256 8 0,5 4 0,50 Sinérgica
ATCC 46422
F. pedrosoi 1420 >256 8 0,5 4 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi ATCC >256 8 0,5 4 0,50 Sinérgica
46428
F. pedrosoi 43456 >256 8 0,5 4 0,50 Sinérgica
F. pedrosoi 38869 >256 8 0,5 4 0,50 Sinérgica
F. monophora >256 4 0,5 2 0,50 Sinérgica
69704
Cladophialophora spp.
C. carrionii 768 >256 0,5 2 0,50 Sinérgica
C. carrionii 68 >256 0,5 4 0,50 Sinérgica
Phialophora spp.
P. verrucosa ICB >256 0,5 4 0,50 Sinérgica
Rhinocladiella spp.
R.aquaspera691 >256 8 0.5 4 0.50 Sinérgica
R. aquaspera 1360 >256 4 0,5 2 0,50 Sinérgica

a . e et i . ;- b L, . . ™ e et eis .
CIM, concentragdo inibitoria minima, ~ IFCI, indice fracionario da concentracao inibitdria.
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Figura 5.1. Imagens de microscopia de forca atbmica de Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428
tratado com a epiisopiloturina e a anfotericina B isoladas e em combinacéo.
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0.0 pm
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Legenda: A)Fungo sem tratamento (controle). B) Fungo tratado com epiisopiloturina na concentragédo
maxima testada (256 pg/mL) C) Fungo tratado com anfotericina isoladamente (2 pg/mL). D) Fungo
tratado com epiisopiloturina isoladamente (16 pg/mL). E) Fungo tratado na concentracéo do sub-CIM

da combinacéo epiisopiloturina (16 pg/mL) com anfotericina B (2 pg/mL).
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Figura 5.2. Perfil topogréfico correspondente das células de Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 a partir
da microscopia de forca atdmica.
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Legenda: A) Fungo sem tratamento (controle); B) Fungo tratado com anfotericina B (2 ug/mL); C)

Fungo tratado com epiisopiloturina (16 ug/mL); D) Fungo tratado com epiisopiloturina (256 pug/mL).



Figura 5.3. Valores da rugosidade média das células de Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 quando
tratadas com epiisopiloturina (EPII) e com anfotericina B (AMB).
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Legenda: AmB — 2 ug/mL e EPIl — 16 pug/mL

*** Significancia estatistica com p<0,001

Tabela 5.5 Estatistica descritiva dos valores de rugosidade.

Rugosidade (nm)
Amostra N Minimo Maximo Média Desvio padrao
Controle 10 88,50 132,20 112,38 15,45
AmB (2 pug/mL) 10 176,00 303,40 251,71 43,29
EPII (256 pg/mL) 10 138,50 323,00 219,28 57,48
EPII (16 pg/mL 10 27,57 237,4 100,98 78,89

AmB = anfotericina B; EPII = epiisopiloturina
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Os valores da CIM obtidos para todos os isolados estdo de acordo com valores vistos na
literatura (NAJAFZADEH et al., 2010; DABOIT et al., 2014; LIN, WAN e LIN, 2014). No

tratamento de infecgOes causadas por fungos filamentosos negros, CIM < 1 pg/mL s3o geralmente

usados como indicador do potencial de susceptibilidade de muitos farmacos (MINOTO et al.,

2001; REVANKAR e SUTTON, 2010; DABOIT et al., 2014). Em vista disso, a anfotericina B

apresentou sensibilidade reduzida para os agentes testados, podendo esse fato estar associado a

propria constituicdo da membrana desses fungos, que sofrem variagdes quanto ao seu nivel de

esterois. Assim, um baixo nivel de ergosterol, alvo principal da anfotericina B,
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acarretaria em uma CIM mais alta para esse farmaco (GOMES e RESENDE, 1991;
GHANNOUM e RICE, 1999). A epiisopiloturina ndo mostrou atividade nas concentragdes
utilizadas contra os isolados testados. Esse resultado vai de acordo com um estudo
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, em que um ensaio de prospeccdo da atividade
antifungica com a epiisopiloturina ndo apresentou atividade contra fungos leveduriformes e
filamentosos. Esse resultado foi associado a possivel incapacidade desse alcaldide de se ligar
a lanosterol 14a-demetilase (CARVALHO et al., 2018, no prelo), um dos principais alvos dos
antifungicos classicos. Apesar disso, este ndo é o Unico mecanismo de acdo dos antifungicos
utilizados na terapia atual. Estes, podem agir diretamente nos esterois da membrana, agir em
outras enzimas da via de sintese do ergosterol, inibir a sintese de parede das células fungicas
ou até mesmo atuar na inibicdo macromolecular (EL-GARHY, 2015). Além disso, esse estudo
foi composto por um ndmero amostral reduzido.

Curiosamente, apesar da epiisopiloturina ndo apresentar atividade antifungica, quando
esta foi testada isoladamente, esse composto mostrou atividade sinérgica quando combinado
com agentes antifingicos. Os farmacos triazélicos, como o itraconazol e o posaconazol, tem
seus mecanismos de ac¢do baseados na inibigdo da lanosterol 14a-demetilase, que é necesséria
para a conversao do lanosterol em ergosterol, o qual é importante para a estabilidade da
membrana fangica. Outros alvos secundarios ao longo da via de biossintese desse esterol séo
também afetados por esses farmacos, gerando acumulo de esterdis toxicos, que danificam a
célula, levando a morte (GHANMOUND e RICE, 1999; DON SHEPPARD e HARRY, 2004;
GUBBINS e ANAISSIE, 2006; EL-GARHY, 2015). O fato desses triazolicos serem agentes
fungistaticos, poderia explicar o efeito obtido na associagdo com a epiisopiloturina, na qual, a
interacdo aparenta ndo seguir um padréo (IFCI = 0,48 — 1,25), resultado esse visto em outros
estudos (VITALE et al., 2003; LI, WAN e LI, 2014). Essa atividade fungistatica, promoveria
uma inibigdo apenas parcial da sintese do ergosterol, com um acumulo de esterdis toxicos
variando de acordo com as cepas, 0 que resultaria na variacdo da permeabilidade da
membrana entre os isolados. Essa variacdo, seria a responsavel por diferentes quantidades de
epiisopiloturina absorvida, o que afetaria o seu perfil de interacdo com o farmaco. Apesar do
efeito da interacdo da epiisopiloturina com os triazolicos testados nédo ter sido sinérgico para
todos os isolados avaliados, esta foi sinérgica para sete isolados em cada combinacdo e
nenhum antagonismo foi observado.

A anfotericina B em combinacdo com a epiisopiloturina mostrou atividade sinérgica para
todos os isolados testados. Este, € um agente fungicida, o que pode levar a uma destruigdo maior

na célula fangica. Além disso, tem o seu mecanismo de acdo pela interagdo com o
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ergosterol da membrana, o0 que resulta em poros aquosos que alteram a permeabilidade,
levando a extravasamento celular. Estudos mostraram sua atividade sinérgica com a 5-
fluorocitosina a qual inibe a sintese macromolecular, em associacdo com a anfotericina B.
Esse resultado foi explicado pelo melhoramento na absorcdo desse composto, causado por
essa capacidade da anfotericina B de formar de poros na membrana. A anfotericina B é
nefrotoxica, ndo sendo considerada uma terapia de primeira linha. Sabendo que este farmaco
pode ser usado em pacientes instaveis, com graves infeccGes, diminuir a quantidade desse
polieno é primordial para reducdo da toxicidade (MEDOFF, COMFORT e KOBAYASHI,
1971; GHANNOUM e RICE, 1999; DABOIT et al., 2014).

Segundo Daboit et al. (2013, 2014), a terbinafina apresenta efeito sinérgico quando em
combinacdo em agentes da cromoblastomicose. Esse antifingico, é também um agente
fungicida. Apesar da morte flngica causada por esse farmaco se dar primeiramente devido ao
acumulo de esqualeno, ao invés da deficiéncia de ergosterol, os altos niveis do esqualeno
levam ao aumento da permeabilidade da membrana, o que poderia aumentar a entrada da
epiisopiloturina, permitindo-a atuar sinergicamente sobre os agentes da cromoblastomicose.
Esse foi o farmaco que apresentou maior atividade sinérgica em combinacdo com a
epiisopiloturina, com valores de IFCI chegando a até 0.06. Além disso, a terbinafina também
tem vantagens sobre o itraconazol. A mesma apresenta menos interagcdes medicamentosas e
apresenta uma acdo antifibrética, o que poderia ajudar nas lesdes dessa doenca da
cromoblastomicose (RYDER e FAVRE, 1997; GHANNOUM e RICE, 1999; RYDER e
LEITNER, 2001; HOWDEN et al., 2003; ESTERRE e QUEIROZ-TELLES, 2006; SILVA-
ROCHA et al., 2013; DABOIT et al., 2014; KRZYSCIAK, PINDYCKA-PIASZCZYNSKA;
PIASZCZYNSKI, 2014; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

Apesar de todas as atividades descritas para epiisopiloturina, o0 seu mecanismo de agao
ainda é desconhecido. Tendo em vista os resultados obtidos neste e em trabalhos anteriores,
sugerimos um mecanismo pelo qual esse alcaloide poderia agir sinergicamente com
antimicéticos convencionais em agentes da cromoblastomicose. Como a epiisopiloturina nao
apresentou atividade antifingica quando usada isoladamente e apresentou atividade sinérgica
quando associada a antifungicos (terbinafina e anfotericina B), € possivel que esse composto
tenha um alvo no interior da célula fungica. A maioria dos agentes antifungicos usados na
clinica tem sua atividade pela inibicdo da sintese ou pela direta interagdo com o ergosterol.
Esse esterol funciona como um regulador para a fluidez e assimetria, consequentemente
influenciando no transporte de materiais através das membranas (NOZAWA e MORITA,
1986; PARKS e CASEY, 1996; GHANNOUM e RICE, 1999).
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Com base nos resultados nossa hipotese € de que, ap0s a ruptura causada na membrana
pelos antiflngicos, a epiisopiloturina passaria a ter acesso ao espaco intracelular e assim poderia
atingir o seu alvo. Isso explicaria a atividade sinérgica obtida quando este alcaloide foi associado
com os farmacos. Levando em consideracdo o mecanismo de acao da anfotericina B, e levantando
a hipotese de que epiisopiloturina tenha um alvo intracelular, era esperado que esta combinagao
apresentasse 0 maior potencial sinérgico, dado que a formacdo de poros levaria a uma maior
entrada da epiisopiloturina no citoplasma das células fungicas. Mas, apesar da atividade sinérgica
apresentada, a interacdo do alcaloide com a terbinafina mostrou-se com valores de IFCI melhores,
quando em comparacdo com a interagdo com a anfotericina B. Quanto menor o valor do IFCI,
melhor a acdo sinérgica, uma vez que quantidades reduzidas de dois compostos sdo necessarias
para a morte das células fangicas. A entrada da epiisopiloturina nas células fungicas, poderia
levar, além da atuacdo dessa molécula em um alvo intracelular, a uma maior entrada de
terbinafina, potencializando seus efeitos. Observagdo semelhante foi vista em um estudo anterior,
onde, apesar de ndo apresentar atividade isoladamente para Aspergillus spp., o fluconazol
aumentou a atividade da terbinafina. Tal sinergismo foi creditado ao fato de que pequenas
concentragdes de fluconazol permitiram que terbinafina adentrasse em maiores quantidades,
através de transportadores de multi-farmacos.

Os alvos intracelulares para a acdo da epiisopiloturina que sugerimos seriam as
topoisomerases. Estas, sdo enzimas nucleares altamente especializadas que removem a tensao
super-helicoidal dos cromossomos e permitem a replicacdo e transcricdo do DNA. Séo
identificadas como importantes alvos terapéuticos, uma vez que sua inibicdo causaria danos
significativos no DNA (PAL e KATIYAR, 2017). Em principio, qualquer célula que tiver
altos niveis de topoisomerases é um alvo vulneravel para este tipo de inibidor. Apesar de ndo
se ter pesquisas relatando a quantificagdo de topoisomerases em agentes da
cromoblastomicose, esta enzima foi reportada em outros fungos, tais como: Candida albicans,
Cryotococcus neoformans, Aspergillus niger, dermatofitos e Sporothrix spp. (SHEN et al.,
1992; DEL POETA et al., 1999; KAMIYA et al., 2004; KABEN et al., 2005; HARISH E
KATIYAR, 2017).

Wen e colaboradores (2016) analisaram o efeito de derivados imidazdlicos da berberina
em bactérias e fungos. Eles reportaram que a adi¢cdo do grupamento imidazélico levou a uma
maior eficacia quando em comparagcdo com o antifingico testado. E, através de docagem
molecular, relataram que o derivado imidazolico poderia formar pontes de hidrogénio com um
aminoacido da topoisomerase 1B, através do atomo de nitrogénio do grupamento imidazdlico, o

que indicaria a necessidade de tal grupamento para aumento da bioatividade. A
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epiisopiloturina, poderia, entdo, estar agindo como esse derivado, apresentando uma afinidade
de ligacdo com as topoisomerases, devido a presenca do anel imidazolico em sua estrutura.

Uma outra evidéncia de que epiisopiloturina pode ter este alvo é vista quando
analisamos o estudo realizado por Nakajima et al. (1995). Nesse trabalho eles reportaram a
interacdo da DU-6859a, uma fluoroquinolona (inibidora de topoisomerases Il) com
antifangicos. Foi observado, que essa fluoroquinolona aumentou a atividade antifungica in
vitro e in vivo da anfotericina B e do fluconazol contra espécies de Candida, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus fumigatus, apesar de ndo apresentar atividade antiflngica quando
testada isoladamente. A melhor interagéo foi vista quando essa quinolona foi associada com a
anfotericina B, possivelmente pelo seu perfil de acdo ser fungicida, o que levaria a uma maior
destruicdo da membrana e & uma maior entrada de quinolona para o espaco intracelular
(NAKAJIMA et al., 1995). Estes resultados sdo similares aos encontrados em nosso estudo,
onde a epiisopiloturina ndo possui atividade antifungica quando isolada, mas aumentou a
atividade dos antifungicos quando associada.

Um outro estudo também avaliou o potencial sinérgico das quinolonas em associacgao
com anfotericina B ou itraconazol contra Exophiala spinifera, um fungo dematidceo que
apesar de ser mais associado com a feohifomicose, também é um agente causador da
cromoblastomicose (VITALLE et al., 2003). Relatos de outras fluoroguinolonas
potencializando a atividade de agentes antifingicos sdo encontrados em outros estudos
(WALSH et al., 1983; VANGDAL e BERGAN, 1984; PETROU e ROGERS, 1988). A
similaridade dos nossos resultados com outros encontrados na literatura com os inibidores de
topoisomerases reforcam nossa hipotese da acdo da epiisopiloturina. Porém, ndo podemos
limitar a acdo deste alcaloide a estas enzimas e tampouco excluir a possibilidade da
epiisopiloturina agir em outro alvo intracelular.

No entanto, a possivel acdo da epiisopiloturina nas topoisomerases, também explicaria a
atividade que este alcaloide obteve contra a Leishmania amazonensis. Miura (2009), em um
estudo in vitro demostrou que a epiisopiloturina apresenta atividade contra a forma amastigota,
porém ndo demostrou mortalidade detectavel na forma promastigota nas concentra¢@es avaliadas.
A forma amastigota possui o glicocalice de menor espessura quando comparado com a forma
promastigota (PEDER 2006; KAYE e SCOTT 2011; AQUINO, 2014). Essa variacdo na
membrana plasmatica poderia aumentar a absorcdo de epiisopiloturina intracelularmente,
permitindo-a alcancar o seu alvo. Além disso, as topoisomerases sao consideradas como um alvo
terapéutico para esquistossomose (RANA e MISRA-BHATTACHAYA, 2013).
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Diante da possibilidade da epiisopiloturina atuar em um alvo intracelular, analisamos
as imagens de MFA (Figura 5.1) desse alcaloide e da anfotericina B isoladamente e em
combinacdo, para verificamos as alteracBes fungicas externas. Apesar da combinacao
epiisopiloturina/anfotericina B nédo ter apresentado o menor valor de IFCI, acreditamos que
este farmaco nos daria uma melhor representacdo da entrada da epiisopiloturina para 0 meio
intracelular, devido ao mecanismo de agdo desse antifungico, que age diretamente no
ergosterol presente na membrana flangica, formando poros e afetando a permeabilidade
(GHANNOUM e RICE, 1999). Esses poros, permitiriam a internalizacao da epiisopiloturina,
0 que, possivelmente, possibilitaria o efeito inibitdrio desse alcaloide, juntamente com a
anfotericina B.

As hifas do fungo ndo tratado, mostram-se com parede intacta sem nenhuma
modificacdo na sua estrutura. Em contraste, com a concentracdo sub-CIM para a combinacgéo
epiisopiloturina/anfotericina B, onde é visto a destruicdo total da célula fingica, com perda da
integridade celular, e possivel extravasamento dos conteddos_citoplasmaticos em uma
concentracdo de 2 pg/mL de anfotericina B e 16 pg/mL para epiisopiloturina. A mesma
concentracdo desse antifingico e da epiisopiloturina, quando usados isoladamente, ndo
causaram alteragdes morfoldgicas visiveis. A epiisopiloturina na concentragcdo mais alta (256
pug/mL) também ndo causou nenhuma alteragdo visivel, uma vez que o valor de Z nao
representa apenas a hifa e sim a imagem como um todo.

Para analise de um possivel aumento do volume das hifas, foi realizada a analise do perfil
topografico das imagens obtidas (Figura 5.2). O que se observa é que tanto o controle quando as
células tratadas com os compostos isoladamente (na mesma concentracdo do subCIM da
combinacgéo), apresentaram um volume similar, ndo possuindo assim, alteracdes no volume. A
epiisopiloturina na concentragdo de 256 pg/mL, no entanto, causou um aumento no volume
quando em comparacdo ao controle. Esse aumento pode ser devido ao fato, desse alcaloide em
concentragdes mais elevadas conseguir adentrar na celula fungica, o que poderia causar uma
perturbacgdo no equilibrio osmético, explicando assim 0 aumento do volume da hifa.

No que se refere a analise da rugosidade de superficie, a epiisopiloturina quando testada
isoladamente, apresenta danos na membrana da hifa (média RS = 219,28), porém a concentracédo
testada foi de 256 pug/mL, uma concentragdo 16x maior do que a que apresentou sinergismo (16
ug/mL). Essa alteracdo, mesmo assim, foi inferior a encontrada para a anfotericina B (RS =
251,71). Dessa forma, é possivel que essa alteracdo da superficie da membrana, quando a

anfotericina B é testada a uma concentragdo de 16 pg/mL, possivelmente
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permitiu a entrada da epiisopiloturina, que apds agir sobre os alvos intracelulares, causou uma
destruicdo severa na célula fangica. A epiisopiloturina na concentracdo de 16 pg/mL, nédo
apresentou significancia estatistica quanto a andlise de rugosidade. O fato da epiisopiloturina
ter apresentado alteracdo na rugosidade na concentracdo de 256 pg/mL, reforca a hipotese
levantada com a andlise do perfil topografico, no qual este alcaloide, em concentra¢cdes mais
altas, poderia conseguir ter acesso ao espaco intracelular, ou ainda agir em algum alvo da

membrana ou parede fungica.

5.5 Concluséo

Com os resultados obtidos, verificamos a acdo sinérgica exercida pela epiisopiloturina
com os agentes antifungicos. Esse efeito sinérgico se mostra promissor contra agentes da
cromoblastomicose. Além do efeito sinérgico, sua combinagdo com a terbinafina, juntamente
com a atividade anti-inflamatéria exercida pela epiisopiloturina, ajudaria nas lesdes
granulomatosas; em associa¢do com a anfotericina B, reduziria sua toxicidade pela utilizacéo
de menores doses. Sabendo do potencial de algumas quinolonas em aumentar a atividade
antifungica em conjunto com antimicoticos e os efeitos das interacdes obtidos, sugerimos que
esse alcaloide poderia ter como alvo as topoisomerases, 0 que ndo exclui a possibilidade deste
agir em outros alvos. Mais estudos precisam ser realizados para elucidar o mecanismo de acdo
da epiisopiloturina. Este poderia ajudar no entendimento de algumas das atividades bioldgicas

que a epiisopiloturina possui.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho objetivou avaliar o potencial antifingico dos alcaloides extraidos das
folhas do Pilocarpus microphyllus. Para tal, um rastreamento da susceptibilidade de diferentes
géneros de fungos frente a pilocarpina e aos demais alcaloides da biomassa foi realizado.
Além disso, foi feita uma analise da atuacdo da epiisopiloturina em isolados de agentes da
cromoblastomicose. O efeito da interacdo da pilocarpina e da epiisopiloturina com agentes

antifangicos também foi analisado.

Devido a similaridade entre os alcaloides do jaborandi e antifngicos imidazolicos,
estes compostos poderiam apresentar atividade antifdngica. A pilocarpina, apesar de ser um
farmaco utilizado comercialmente, é pouco explorado quando ao seu potencial antimicrobiano
em geral. Este alcaloide mostrou atividade antifingica para um agente da cromoblastomicose,
e potente atividade sinérgica quando em associacdo com a terbinafina em diferentes géneros,
em especial para agentes da ceratite filamentosa fangica. Seu sinergismo nestes ultimos
agentes se mostra promissor para a terapia, dado que a pilocarpina também agiria em outros
aspectos decorrentes da infeccdo ao passo que potencializa o efeito da terbinafina e até mesmo

previne o aparecimento de resisténcia.

Dentre os alcaloides encontrados na biomassa gerada pela extracdo da pilocarpina, a
epiisopiloturina é o composto em maior quantidade. Como um rastreamento da susceptibilidade
fungica frente a este alcaloide tinha sido avaliado, analisamos o efeito da combinagdo deste
alcaloide com diferentes antiflngicos frente a isolados da cromoblastomicose, uma doenga que
é o principal tema estudado pelo nosso grupo de pesquisa — GEAMICOL, e que até hoje ndo
se tem um tratamento padréo. A epiisopiloturina se mostrou promissora para 0 Uso na terapia
de combinacdo. Um possivel mecanismo para sua acdo sinérgica nas células fungicas foi
também sugerido, o que da inicio a pesquisas que visam elucidar de maneira concreta este
mecanismo. As atividades obtidas com os alcaloides oriundos das folhas do jaborandi abrem
portas para pesquisas na terapia antifingica, onde o potencial dessas combinacBes (assim

como de outras) pode e deve ser explorado.
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7. PERSPECTIVAS
- Analisar o efeito da interacédo cloridrato de pilocarpina/terbinafina sobre a cepa Fonsecaea

pedrosoi ATCC 46422

- Analisar o efeito da interacéo cloridrato de pilocarpina/terbinafina para outros

isolados fungicos de Aspergillus fumigatus.

- Analisar o efeito da interacdo cloridrato de pilocarpina/terbinafina para isolados fungicos de

Fusarium spp.

- Analisar as alteracdes morfoldgicas por microscopia de forca atbmica para a combinacgao
cloridrato de pilocarpina/terbinafina, bem como destes compostos isoladamente para a cepa
Aspergillus fumigatus ATCC 13073.

- Analisar as alterac6es morfoldgicas por microscopia de forca atbmica para os antifungicos

isolados (Posaconazol, Terbinafina e Itraconazol) em Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428.

- Realizar a docagem molecular da epiisopiloturina com as topoisomerases | e Il.





