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RESUMO

REIS, Maria Gabriela Martins. NANOPARTiCULAS DE PRATA BIOGENICAS E
SINVASTATINA: AVALIACAO ANTIFUNGICA E DESENVOLVIMENTO DE
FQRMULAC}AO CONTRA Sporothrix brasiliensis E FUNGOS DE IMPORTANCIA
MEDICA

2025. 108 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Centro de Ciéncias

Biolégicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2025.

O crescente numero de casos de resisténcia fungica as terapias convencionais tem
impulsionado a busca por novas estratégias terapéuticas. Dentre as infecgdes
fungicas, a esporotricose destaca-se por sua ampla distribuigdo, crescente incidéncia
e dificuldade de tratamento. Outras infecgdes fungicas superficiais abordadas neste
trabalho também tém despertado preocupagdo na saude publica. O objetivo desse
estudo consiste em produzir, caracterizar e avaliar a atividade antifungica de
nanoparticulas de prata biogénicas e da sinvastatina frente a fungos causadores de
infecgdes subcutdneas e superficiais, bem como desenvolver uma formulacao
dermatolégica topica voltada para uso veterinario. Neste estudo, avaliou-se a
atividade antifungica de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas a partir do fungo
Lichtheimia ornata, bem como de AgNPs extraidas da catuaba, obtidas da empresa
GRAL bioativos, além da sinvastatina (SIM), isolada e em combinagdo com as AgNPs,
frente a espécies de importancia clinica como Sporothrix brasiliensis, Malassezia
pachydermatis. Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis e Nannizzia
gypsea. Inicialmente, as AgNPs produzidas a partir de L. ornata foram caracterizadas
por espectroscopia UV-Vis, FTIR, fluorescéncia de raios X por dispersao em energia
(EDXRF), espalhamento dindmico de luz (DLS) e potencial zeta, revelando tamanho
médio de 70 nm, morfologia predominantemente esférica e estabilidade coloidal. A
atividade antifungica foi avaliada por microdiluigdo em caldo, determinando-se a
concentragao inibitéria minima (CIM), concentragdo fungicida minima (CFM) e a
interagdo entre compostos por meio do ensaio checkerboard. Os resultados
demonstraram efeito sinérgico entre as AgNPs e a sinvastatina frente a maioria das
especies testadas. Adicionalmente, avaliou-se a agdo dos compostos isolados sobre
biofiimes previamente formados por S. brasiliensis € M. pachydermatis. Todos os
tratamentos apresentaram eficacia, promovendo reducéo da viabilidade fungica. As
formulagdes topicas desenvolvidas foram analisadas quanto a estabilidade fisico-
quimica e as caracteristicas organolépticas, demonstrando-se adequadas para
aplicacao topica. Apos o desenvolvimento das formulagdes, realizou-se o ensaio de
curva de crescimento e morte para avaliacdo da eficacia antifungica ao longo do
tempo. Dentre as formulagdes testadas, F5 (AgNP de L. ornata + sinvastatina) e F6
(AgNP de catuaba + sinvastatina) apresentaram os melhores resultados, mantendo a
viabilidade fungica reduzida durante o periodo de 48 horas. A formulagdo F6
apresentou desempenho superior, mantendo a carga fungica de S. brasiliensis e M.
pachydermatis praticamente indetectavel em todos os tempos avaliados. Os dados
obtidos indicam que a associacdo de AgNPs biogénicas com sinvastatina é uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de terapias antifungicas topicas
voltadas ao controle de infec¢des fungicas.

Palavras-chave: infeccbes fungicas; resisténcia microbiana; nanotecnologia;



reposicionamento de farmacos; formulagao.



ABSTRACT

REIS, MARIA GABRIELA MARTINS. BIOGENIC SILVER NANOPARTICLES AND
SIMVASTATIN: ANTIFUNGAL EVALUATION AND FORMULATION
DEVELOPMENT AGAINST Sporothrix brasiliensis. AND MEDICALLY
IMPORTANT FUNGI 2025. 108 P. MASTER'S THESIS (MASTER’'S DEGREE IN
MICROBIOLOGY) — CENTER FOR BIOLOGICAL SCIENCES, STATE UNIVERSITY
OF LONDRINA, LONDRINA, 2025.

The growing number of fungal resistance cases to conventional therapies has driven
the search for new therapeutic strategies. Among fungal infections, sporotrichosis
stands out due to its wide distribution, increasing incidence, and treatment challenges.
Other superficial fungal infections addressed in this study have also raised public
health concerns. The aim of this study was to produce, characterize, and evaluate the
antifungal activity of biogenic silver nanoparticles (AgNPs) and simvastatin against
fungi responsible for cutaneous, subcutaneous, and superficial infections, as well as
to develop a topical dermatological formulation intended for veterinary use. In this work,
AgNPs were synthesized using the fungus Lichtheimia ornata, and also obtained from
catuaba, provided by the company GRAL Bioativos. Simvastatin (SIM) was tested
alone and in combination with the AgNPs against clinically relevant fungal species:
Sporothrix brasiliensis, Malassezia pachydermatis, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis, and Nannizzia gypsea. Initially, the AgNPs produced from L.
ornata were characterized by UV-Vis spectroscopy, FTIR, energy-dispersive X-ray
fluorescence (EDXRF), dynamic light scattering (DLS), and zeta potential analysis,
revealing an average size of 70 nm, predominantly spherical morphology, and good
colloidal stability. Antifungal activity was assessed using the broth microdilution
method to determine the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum fungicidal
concentration (MFC), and compound interactions via checkerboard assay. The results
demonstrated a synergistic effect between AgNPs and simvastatin against most of the
tested species. Additionally, the activity of the isolated compounds was evaluated
against preformed biofilms of S. brasiliensis and M. pachydermatis, with all treatments
showing efficacy by reducing fungal viability. The topical formulations developed were
analyzed for physicochemical stability and organoleptic properties, proving suitable for
topical application. Following formulation development and characterization, time-Kkill
curve assays were performed to evaluate sustained antifungal efficacy. Among the
tested formulations, F5 (AgNP from L. ornata + simvastatin) and F6 (AgNP from
catuaba + simvastatin) showed the most promising results, maintaining reduced fungal
viability over a 48-hour period. Notably, F6 exhibited superior performance, keeping
the fungal load of S. brasiliensis and M. pachydermatis virtually undetectable
throughout all time points evaluated. The findings indicate that the combination of
biogenic AgNPs with simvastatin represents a promising strategy for the development
of topical antifungal therapies targeting resistant and emerging fungal infections.

Key-words: fungal infections; microbial resistance; nanotechnology; drug
repositioning; formulation.
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1 INTRODUGAO

A esporotricose, causada principalmente pelo fungo Sporothrix brasiliensis, € uma
infecgdo fungica de crescente importancia em regides tropicais e subtropicais,
especialmente no Brasil (GUTIERREZ-GALVIS et al., 2021).

Esse patégeno emergente é uma das principais causas de infec¢des subcutédneas em
humanos e animais, principalmente em gatos e caes. A esporotricose felina &
particularmente preocupante, pois gatos atuam como reservatorios e amplificadores
da transmiss&do zoondtica (GUTIERREZ-GALVIS et al., 2021).

Sporothrix brasiliensis pertence ao complexo Sporothrix schenckii, sendo a variante
mais virulenta, associada a quadros clinicos graves, como lesdes cutaneas ulcerativas
em humanos e infecgdes profundas em animais (RODRIGUES et al., 2020). Sua
disseminagao tem trazido novos desafios, uma vez que o tratamento convencional,
baseado em antifungicos como o itraconazol, enfrenta limitagées devido a resisténcia
crescente e aos efeitos colaterais em pacientes imunocomprometidos (LYRA et al.,
2021).

Além disso, infecgdes fungicas superficiais (IFS) causadas por dermatofitos, como
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e Nannizia gypsea, e leveduras
como Malassezia pachydermatis, afetam gravemente a saude de caes e gatos. Essas
infecgbes, embora menos graves que a esporotricose, sdo altamente prevalentes na
pratica clinica e requerem abordagens terapéuticas inovadoras, especialmente devido
ao aumento da resisténcia antifungica (CORZO-LEON et al., 2022).

A demanda por novos antifungicos é impulsionada pela necessidade de encontrar
terapias que combatam patégenos multirresistentes com menor toxicidade e maior
eficacia. Nesse contexto, o uso de nanoparticulas de prata biogénicas (bioAgNP),
sintetizadas a partir do fungo Lichtheimia ornata e a planta Trichilia catigua, emerge
como uma estratégia promissora. Essas nanoparticulas apresentam propriedades
antifungicas robustas, com menor toxicidade e maior estabilidade em comparagao aos
tratamentos tradicionais (PRABHU e POULOSE, 2012).

Além das nanoparticulas, o reposicionamento de farmacos tem se mostrado uma
alternativa viavel no combate a infecgdes fungicas resistentes. As estatinas,
amplamente utilizadas para reduzir os niveis de colesterol LDL, tém despertado
interesse por suas propriedades antifungicas, destacando-se a sinvastatina (MORAES
e PEREIRA, 2019). Seu mecanismo de acédo baseia-se na inibicdo da HMG-CoA
redutase, enzima essencial na sintese do colesterol (SULAIMAN et al., 2015;
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FONSECA, 2020). A sinvastatina, derivada semissintética da lovastatina, foi
inicialmente isolada de Aspergillus terreus e introduzida no mercado em 1988
(BOCATE et al.,, 2019; PEDERSEN e TOBERT, 2004). Além de seu efeito
hipolipemiante, estudos demonstram que esse farmaco possui atividade antifungica
contra uma ampla gama de patdégenos, incluindo Candida spp., Aspergillus spp. e
dermatofitos, muitas vezes apresentando sinergia com antifungicos convencionais
(HAERI et al., 2015; TAVAKKOLI et al., 2020; BRILHANTE et al., 2015; NYILASI et
al., 2013).

Portanto, esta pesquisa tem como objetivo a sintese e caracterizagdo de
nanoparticulas de prata biogénicas, associadas a sinvastatina, bem como o
desenvolvimento de uma formulacao topica. A eficacia desse composto sera avaliada
no tratamento da esporotricose causada por Sporothrix brasiliensis e de outras

infecgbes fungicas que acometem caes e gatos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INFECGOES FUNGICAS

Os fungos constituem um dos grupos mais diversos de organismos eucariéticos,
podendo ser unicelulares, como as leveduras, ou multicelulares, como os fungos
filamentosos. Apresentam parede celular caracteristica e membrana citoplasmatica
rica em esterois, principalmente ergosterol. Estima-se que, das mais de dois milhdes
de espécies conhecidas, cerca de 600 sejam patogénicas para humanos, sendo que
apenas 3 a 4% dessas sao responsaveis por mais de 99% das infec¢des fungicas
invasivas. Tais infecgbes, especialmente aquelas causadas pelos géneros Candida,
Cryptococcus e Aspergillus, apresentam elevada taxa de mortalidade devido a
dificuldade de erradicacdo, mesmo com a existéncia de terapias antifungicas
(SHAFIEI et al., 2020; IVANOV et al., 2022).

Apesar de sua relevancia clinica, as infec¢gdes fungicas ainda sdo uma area
historicamente negligenciada na pesquisa biomédica, embora sejam responsaveis por
mais de 1,5 milhdo de mortes anuais. Apenas uma pequena fracdo dos fungos
apresenta capacidade de infectar humanos, sendo que essa habilidade evoluiu de
forma independente em diversos filos. A emergéncia de novos patégenos fungicos e
o aumento da resisténcia aos antifungicos tém sido impulsionados tanto por mudangas
ambientais quanto por uma maior exposi¢cao de individuos imunocomprometidos a
esses organismos (BROWN et al., 2024).

2.1.1 Infecgbes subcutaneas por Sporothrix brasiliensis

As infecgbes subcutaneas ocorrem quando ha inoculagéo do fungo na pele por meio
de lesbes ou traumas causados por materiais contaminados, como madeira, plantas
em decomposic¢ao ou solo. A partir dai, o fungo atravessa a pele e invade camadas
mais profundas, como a derme (ARAUJO, L.F., 2018).

Essas micoses subcutidneas sao causadas por um grupo diverso de fungos que
podem infectar tanto humanos quanto animais. As principais classificacbes dessas
micoses incluem  esporotricose, lobomicose, micetoma, feohifomicose,
cromoblastomicose e zigomicose (FILHO, M.A.A., et al., 2020).

A esporotricose € uma infecgao fungica crénica causada por fungos dimérficos do
género Sporothrix, que inclui diversas espécies, como S. brasiliensis, S. schenk, S.
globosa, S. luriei, S. mexicana e S. pallida (MARIMON et al., 2006; ZHANG et al.,
2015; DE BEER et al., 2016).
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Essas espécies apresentam morfologia distinta de acordo com a fase de vida. Na
forma saprofitica filamentosa, eles vivem em solos ricos em matéria orgénica, sob
condi¢des de aproximadamente 25 °C e alta umidade; ja na forma parasitaria, como
leveduras, infectam humanos e outros animais em temperaturas em torno de 37 °C
(LACAZ et al., 2002; CABANES, 2020).

Na figura 1, pode-se observar a fase saprofitica filamentosa, que é caracterizada por
estruturas como hifas hialinas, septadas e ramificadas, com conidios unicelulares que
nao formam cadeias (SIGLER et al., 1990; ST-GERMAIN e SUMMERBELL, 1996;
OLIVEIRA, 2009). Por outro lado, na fase parasitaria, os fungos assumem a forma de
leveduras unicelulares globosas, ovaladas ou em formato de charuto, podendo
apresentar um ou mais brotamentos (CHANDLER et al., 1980; RAMOS e SILVA et al.,
2007; OLIVEIRA, 2009).

Figura 1: A. macromorfologia de sporothrix brasiliensis; b. micromorfologia revela
hifas septadas hialinas delicadas, conidiéforo que origina conidios hialinos primarios
em arranjo de buqué (azul algodao, x400); c. corpo asteroide (grocott, x400)

\— :: *‘i k.4

A
. \ V C

Fonte: Rosane Orofino Costa, 2017

2.1.1 Apresentacgdes clinicas e fatores de viruléncia

As apresentacdes clinicas da esporotricose podem variar em fungcdo do estado
imunoldgico do hospedeiro, da patogenicidade do fungo, da tolerancia térmica das
cepas, entre outros fatores. Entre os aspectos relacionados ao fungo, como o tamanho
do inéculo e a viruléncia, estudos tém mostrado diferengas marcantes entre as
principais espécies patogénicas do género Sporothrix. A espécie S. brasiliensis é
amplamente reconhecida como a mais virulenta, enquanto S. globosa apresenta

menor viruléncia. Ja S. schenckii possui um fendtipo de viruléncia intermediaria
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(ETCHECOPAZ et al., 2021; ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009).

Um dos fatores de viruléncia mais estudados no género Sporothrix € a producao de
melanina, que proporciona protegdo contra antifungicos e processos de fagocitose
(ALMEIDA-PAES et al., 2016). A investigacdo continua desses fatores &€ fundamental,
ja que o aumento da viruléncia fungica representa uma ameaga crescente a saude
humana (CASADEVALL, 2017).

A parede celular, um componente essencial da estrutura fungica, desempenha
fungdes bioldgicas fundamentais, incluindo manutengado da morfologia, integridade,
patogenicidade e viruléncia (READ e SPERLING, 1982). Essa estrutura multicamada,
dindmica e complexa, localizada externamente a membrana plasmatica, atua como
barreira permeavel, participando da nutricdo e protecdo contra danos fisicos ou
osméticos (LATGE, 2010). Além de quitina e B-glucanas, proteinas e outros
carboidratos compdem a parede celular fungica (ARANA et al.,, 2009). Estudos
comparativos entre as paredes celulares de S. schenckii e S. brasiliensis revelaram
uma estrutura bicamada: a camada externa é composta por peptidoramnomanano
fibrilar, enquanto quitina, 3-1,3 e B-1,6-glucanas, além de particulas de glicogénio,
predominam na camada interna (VILLALOBOS-DUNO et al., 2021). Observou-se
também que S. brasiliensis apresenta maior quantidade de polimeros de quitina e
ramnomanano (LOPES-BEZERRA et al., 2018).

A composigcao da parede celular varia entre cepas de S. schenckii e S. brasiliensis,
especialmente em resposta a condi¢gdes de cultivo, que podem influenciar tanto a
composig¢ao quanto a estrutura da parede e a viruléncia, embora esse efeito ndo tenha
sido observado em S. globosa (LOZOYA-PEREZ et al., 2021). A producéo de trealose
por S. brasiliensis, um dissacarideo associado a resisténcia ao estresse osmoético e a
remodelagdo da parede celular, reflete sua adaptacdo ambiental e pode estar
relacionada a viruléncia (HOUNSA et al., 1998). Diferengcas quantitativas na
composic¢ao da parede celular de S. brasiliensis e S. schenckii também dependem do
tempo de incubacdo e do morfotipo, com niveis ligeiramente superiores de N-
acetilglucosamina, unidade basica da quitina, em células leveduriformes de S.
schenckii (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2017; SILVA-BAILAO et al., 2021).

Outro fator critico de viruléncia é a capacidade de formagéao de biofilmes, que permite
aos microrganismos sobreviverem em condigdes adversas. Os biofilmes fornecem
protecado contra defesas do hospedeiro e aumentam a resisténcia a medicamentos,

caracteristicas atribuidas a presengca de uma matriz extracelular que dificulta a
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penetracéo de agentes antimicrobianos e moléculas do sistema imune (JONES et al.,
2010; PERCIVAL et al., 2012; RAMAGE et al., 2012). Espécies de Sporothrix s&o
conhecidas por formar biofilmes, o que pode contribuir para sua patogenicidade
(BRILHANTE et al., 2018; BRILHANTE et al., 2021). Embora S. brasiliensis e S.
globosa formem biofilmes robustos, os biofiimes de S. schenckii possuem menos
matriz extracelular, composta principalmente de carboidratos e proteinas, similar a de
Candida e Aspergillus (BRILHANTE et al., 2021).

Apesar dos avangos no conhecimento sobre Sporothrix, ainda sdo necessarios
estudos que aprofundem a comparacdo dos aspectos morfoestruturais dessas
espéecies, especialmente aquelas isoladas de diferentes hospedeiros.

Conforme mostra a figura 2, as primeiras mengdes a possivel ocorréncia de
esporotricose foram feitas por Linck, em 1809, e por Lutz, em 1889. No entanto, em
ambos os casos, nao foi possivel isolar o patégeno para confirmar a doenga (KWON-
CHUNG e BENNETT, 1992). Em 1898, Benjamin Schenck confirmou o primeiro caso
de esporotricose nos Estados Unidos. O paciente, um homem de 36 anos,
apresentava lesdes na mao e no bracgo direito. As secrecdes dos abscessos foram
analisadas pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que o fungo responsavel
pertencia ao género Sporotrichum (SCHENCK, 1898).

O segundo caso de esporotricose registrado também ocorreu nos Estados Unidos,
descrito por Hektoen e Perkins em 1900. O paciente apresentou uma lesao no dedo
apos ferir-se com um martelo, mas a lesao regrediu espontaneamente. Nesse estudo,
os autores foram os responsaveis por denominar o fungo como Sporothrix schenckii
(HEKTOEN e PERKINS, 1900).

No Brasil, o primeiro caso de infecgdo natural foi relatado por Lutz e Splendore em
1907, considerando-se a possibilidade de transmissdo para humanos através da
mordedura de ratos (LUTZ e SPLENDORE, 1907). Desde entéo, casos isolados e
surtos tém sido relatados em diversos continentes, com destaque para a elevada
incidéncia no Rio de Janeiro (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).
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Figura 2: Historico de eventos relacionados a esporotricose ao longo dos anos.
(Rodrigues et al., 2020. Adaptado).

Atualmente, os fungos Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e Sporothrix
humicola s&o os principais agentes associados a esporotricose em gatos (GREMIAO
et al., 2020). Sendo a primeira a principal responsavel pelos casos de esporotricose
no Brasil e a segunda caracterizada por sua ampla distribuicdo geografica
(FERREIRA, 2016; CABANES, 2020).

Essa doenca, de distribuicdo global, € considerada a micose subcutanea mais
prevalente na América Latina e no Brasil, sendo favorecida por ambientes quentes e
umidos (GONDIM e LEITE, 2020). A negligéncia em relagéo a esporotricose contribui
para dificuldades diagndsticas e terapias ineficazes. Embora formas extracutaneas
sejam raras, elas podem ocorrer em pacientes imunossuprimidos, como diabéticos e
portadores de HIV (ASSIS et al., 2022).

Gatos desempenham papel central na transmissdo zoonética devido a alta carga
fungica nas lesdes, ao habito de arranhar arvores, percorrer grandes distancias e se
envolver em brigas, especialmente os machos (ALMEIDA et al., 2018). Estudos

mostram que gatos machos nao castrados, com acesso a rua, apresentam maior
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prevaléncia da doenca.

Apesar de sua distribuicdo global, a esporotricose é mais comum em regides tropicais,
subtropicais e temperadas, com areas de hiperendemicidade. No Brasil, destaca-se a
alta prevaléncia nas regides Sul e Sudeste, especialmente na area metropolitana do
Rio de Janeiro (BRILHANTE et al., 2017).

Embora a prevaléncia exata da esporotricose seja desconhecida, casos tém sido
descritos nos cinco continentes, com maior frequéncia em zonas tropicais e
temperadas. Relatos incluem paises das Américas, como Estados Unidos, Brasil,
Colémbia e México; da Europa, como Portugal, Franga e Alemanha; da Asia, como
China e india; além de Africa do Sul e Australia (ALBERICI et al., 1989; MAGAND et
al., 2009; BARROS et al., 2011; ZHANG et al., 2015).

Diversos surtos foram registrados ao longo do tempo. Na Africa do Sul, entre 1938 e
1947, cerca de 3.300 mineradores foram infectados por Sporothrix schenckii através
de madeira contaminada (GOVENDER et al., 2015). Na Austrdlia, um surto foi
associado ao contato com feno contaminado (MCGUINNESS et al., 2016), enquanto
nos Estados Unidos, surtos ocorreram no Vale do Mississippi, relacionados ao
manuseio de galhos de pinheiro e musgo (POWELL e HODGES, 1971).

Na América Latina, trés areas de alta incidéncia foram identificadas. No Brasil, as
regides Sul e Sudeste apresentam predominancia da transmissao zoondtica,
especialmente por gatos infectados, com S. brasiliensis como principal agente
(BARROS et al., 2011; GREMIAO et al., 2015). No Peru, a regido montanhosa de
Abancay registra casos associados a espécie S. schenckii, em um contexto de
economia agricola (PAPPAS et al., 2000; RAMIREZ Soto, 2015). Ja no México, as
areas montanhosas concentram infecgdes causadas por S. schenckii e, raramente, S.
globosa, afetando principalmente mulheres e criangas (CHAKRABARTI et al., 2015;
ESTRADA-CASTANON et al., 2018).

No Brasil, desde 1998, o Rio de Janeiro tem registrado inUmeros casos de
esporotricose transmitida por gatos, configurando a primeira epidemia zoondtica
documentada. O Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI/Fiocruz)
tornou-se referéncia no diagndéstico da doenga em humanos e animais na regiao.
Entre 1998 e 2015, foram diagnosticados aproximadamente 5.000 casos humanos e
247 casos caninos. Ja os casos felinos somaram 5.113 no periodo de 1998 a 2018
(GREMIAO et al., 2020). A regido metropolitana do Rio de Janeiro é considerada uma

area hiperendémica de transmissdo zoonotica de Sporothrix sp. (BARROS et al.,
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2011; GREMIAO et al., 2017).

As manifestagdes clinicas da esporotricose felina podem ser facilmente confundidas
com outras doencgas infecto-parasitarias, como criptococose e leishmaniose, além de
condicdes cutaneas como atopia e até mesmo neoplasias. Isso ressalta a relevancia
do diagnéstico laboratorial para garantir a identificacéo correta da doenca (MACEDO-
SALES PA et al., 2018).

O diagnéstico de esporotricose pode ser baseado em informagdes obtidas durante a
anamnese, incluindo a localizagdo das lesbes, que geralmente apresentam
ulceragdes. Além disso, a evolugao da condicdo e a exposicado a possiveis fontes de
infecgdo devem ser avaliadas em conjunto com um exame fisico detalhado das lesdes.
No entanto, a confirmagdo definitiva do diagndstico requer exames laboratoriais
(OLIVEIRA NA et al., 2021).

Outras metodologias diagnésticas incluem histopatologia, sorologia, isolamento
fungico e citologia de bloco celular (GONSALES FF et al., 2020). Em casos de
apresentacao extracutanea, amostras de sangue, liquido cefalorraquidiano, liquido
sinovial e secrecbes broncopulmonares podem ser utilizadas para analise
(GAGLIARDI PC et al., 2023).

A citopatologia € uma técnica acessivel, de baixo custo, facil execucéo e que oferece
resultados rapidos. Apesar de ndo exigir infraestrutura laboratorial complexa ou
treinamento técnico avangado, a precisao na identificagdo de Sporothrix spp. depende
da experiéncia do avaliador. E importante ressaltar que um resultado negativo na
citopatologia n&o exclui a possibilidade da presenca do fungo (GREMIAO IDF et al.,
2021).

A cultura micologica € considerada o padrao-ouro para o diagnostico da esporotricose,
pois permite o isolamento e a identificacdo definitiva do agente causador (MACEDO-
SALES PA et al., 2018). Outros métodos, como o PCR, tém mostrado potencial e
estdo validados principalmente para uso em pesquisas na area de medicina
veterinaria (GREMIAO IDF et al., 2021).

O tratamento da esporotricose apresenta diversos desafios, incluindo o custo elevado,
a dificuldade na administragdo dos medicamentos, a longa duragao necessaria e a
falta de conscientizagcdo sobre a doenca. Além disso, o potencial zoonoético da
esporotricose exige cuidados especificos dos tutores ao manipular os animais
infectados (FORLANI GS et al., 2018).

O tratamento € realizado principalmente com antifungicos, sendo o itraconazol o
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medicamento de escolha para gatos. Outras opgdes incluem cetoconazol, fluconazol,
terbinafina, termoterapia local, anfotericina B e, em alguns casos, a ressecgéo
cirurgica das lesées (ROCHA RFDB et al., 2018).

O itraconazol é o antifungico mais utilizado por apresentar menos efeitos colaterais,
sendo indicado por até 30 dias ap6s a cura clinica (ARAUJO et al., 2020). A terbinafina
pode ser usada em casos localizados ou disseminados, exceto em presenca de sepse
(ANTUNES et al., 2009). Ambos atuam inibindo a sintese de ergosterol. O iodeto de
potassio, eficaz em formas localizadas de esporotricose, estimula a fagocitose de
células do género Sporothrix (XUE et al., 2009). Em casos graves, utiliza-se a
anfotericina B lipossomal, que altera a permeabilidade da membrana fungica (MARIO
et al., 2016). A duragao do tratamento varia conforme a gravidade e a localizagéo das
lesbes (SILVA et al., 2020).

A interrupcéo precoce do tratamento € um desafio frequente, ocorrendo quando os
tutores percebem melhora nas lesdes ou nos sintomas clinicos, deixando de retornar
para acompanhamento médico e continuidade da terapia (ROCHA RFDB, 2014).
Embora a esporotricose n&o esteja diretamente relacionada a parametros
socioeconémicos, o custo do tratamento diario por longos periodos podem ser
significativo. Isso €& especialmente desafiador em areas de baixa renda, onde a
vulnerabilidade econémica muitas vezes impossibilita a aquisicdo de medicamentos
comerciais. Nesses casos, antifungicos manipulados podem ser uma alternativa viavel
(NAKASU CCT et al., 2020).

Animais infectados devem ser mantidos em isolamento até a cura completa. Nos
casos em que a eutanasia for indicada, o procedimento deve ser realizado por um
médico veterinario, e as carcagas devem ser incineradas para evitar novas
contaminagées (GREMIAO IDF et al., 2021).

A castracado de gatos, especialmente machos, € uma medida importante, pois esses
animais apresentam maior tendéncia a circular proximo a residéncias e a se envolver
em brigas territoriais. Essas brigas podem resultar em feridas que, acidentalmente, se
tornam portas de entrada para o fungo causador da esporotricose (SOBRAL FES et
al., 2019).

No ambito das politicas publicas, a distribuicdo gratuita de medicamentos e servigos
veterinarios seria ideal para prevenir novos casos em areas afetadas. Além disso, a
obrigatoriedade de notificagcdo de casos positivos em todo o territério brasileiro

permitiria o diagndstico, rastreamento e tratamento precoce, contribuindo para a
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reducdo da disseminagédo da doenga (REZNIK AU, 2022). A auséncia ou a vigilancia
inadequada em saude pode levar ao surgimento de novos casos ndo detectados,
potencialmente resultando em surtos. Portanto, é essencial implementar estratégias
de saude publica para o controle efetivo da esporotricose (DUARTE TL e Carvalho
GD, 2021).

2.1.2 Fungos Causadores de Infec¢des Superficiais

As infecgdes fungicas superficiais (IFS) englobam um grupo de doengas que afetam
mucosas, pele e anexos cutaneos, incluindo dermatofitoses, pitiriase versicolor,
dermatite seborreica, candidiase oral e vulvovaginal, entre outras (SHIVAPRAKASH
e SHAW, 2020). Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), estima-se que
entre 20% e 25% da populagéao global seja acometida por essas infec¢des, sendo que
30% a 70% dos adultos podem atuar como portadores assintomaticos (PETRUCELLI,
2020).

Com distribuigdo cosmopolita, as IFS sdo mais prevalentes em regides tropicais e
subtropicais, devido as altas temperaturas e umidade que favorecem o crescimento e
disseminagao dos fungos causadores (SHARMA e NONZOM, 2021). A manifestacéo
clinica dessas infecgcbes pode variar em fungcdo de fatores relacionados ao
hospedeiro, como idade, sexo, habitos de higiene, presengca de comorbidades e
atividades ocupacionais (MARTINS et al., 2007).

Historicamente, acreditava-se que a alta temperatura corporal dos mamiferos limitava
o potencial patogénico dos fungos (CASADEVALL, 2020). Contudo, mudancgas
climaticas induzidas por agdes antropogénicas exerceram pressao seletiva sobre
microrganismos termotolerantes, permitindo que algumas espécies anteriormente
inofensivas se tornassem patogénicas devido a adaptacdo a condicbes térmicas
humanas e animais (CASADEVALL et al., 2019).

Os agentes causadores das infecgbes fungicas superficiais (IFS) incluem fungos
leveduriformes, como aqueles do género Malassezia, e fungos dermatofitos (ABU-
ELTEEN e HAMAD, 2012). As leveduras do género Malassezia sao amplamente
reconhecidas por provocar diversas infeccboes de pele em humanos e animais
(SHARMA e NONZOM, 2021). Esses microrganismos eucariotos representam entre
50% e 80% da microbiota total da pele, sendo os fungos mais abundantes nesse 6rgao
(THEELEN et al., 2017).
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Uma caracteristica marcante de Malassezia é sua lipofilia, decorrente da incapacidade
de sintetizar acidos graxos, uma peculiaridade exclusiva do género. Para superar essa
limitacdo, Malassezia secreta enzimas como lipases e fosfolipases, permitindo a
obtengao de acidos graxos do hospedeiro (WHITE et al., 2014).

Entre os dermatéfitos, que sdo os principais responsaveis por micoses superficiais,
destacam-se os géneros Epidermophyton, Trichophyton, Microsporum, Nannizzia,
Arthroderma e Lophophyton. Os trés primeiros s&do mais frequentemente associados
a infeccbes em humanos e/ou animais (BEGUM et al., 2020). Por serem
queratinofilicos, os dermatofitos utilizam a queratina como fonte de energia, causando
infecgbes na pele, cabelos e unhas, conhecidas como "tineas". Esses fungos podem
ser classificados como geofilicos, antropofilicos ou zoofilicos, dependendo do habitat

e do tipo de hospedeiro ao qual estdo associados (MEDEIROS et al., 2009).

2.1.3 Malassezia spp.

Os fungos do género Malassezia, conforme ilustrado na figura 3, sdo leveduras
basidiomicetas, atualmente representadas por 18 espécies identificadas e
frequentemente isoladas tanto de pele saudavel quanto de lesbes em humanos e
animais (KURNIADI et al., 2022). No entanto, sua epidemiologia ainda é pouco
estudada (RHIMI et al., 2020). Entre as espécies, M. globosa, M. sympodialis e M.
furfur sdo as mais associadas a lesbes de pele em humanos, enquanto M.
pachydermatis € zoonodtica, sendo encontrada em animais domeésticos e selvagens,
especialmente relacionada a casos de otite e lesdes cutaneas em caes (SHARMA e
NONZOM, 2021; DANIEL et al., 2022).

As infec¢des superficiais causadas por Malassezia afetam até 50% da populagao
mundial, podendo, em individuos imunocomprometidos, progredir para quadros
sistémicos graves (LEONG et al., 2021).

Em outro estudo, Silvestre et al. (2021) avaliaram doencas cutaneas em caes e gatos
atendidos pela Clinica Veterinaria da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
entre 2015 e 2019. A otite por Malassezia foi a infecgao fungica mais prevalente,
correspondendo a 83,3% dos casos em caes e 54,5% em gatos.

Embora os azodis sejam amplamente utilizados no tratamento dessas infec¢oes, falhas
terapéuticas sdo comuns, e os mecanismos de resisténcia em Malassezia ainda nao
estado totalmente esclarecidos (PEANO et al., 2020). Ademais, nao ha consenso na

comunidade cientifica sobre protocolos padronizados para testes de suscetibilidade
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antifungica em Malassezia, diferentemente do que ocorre para bactérias e outros
fungos (PEANO et al., 2020).

Figura 3: Visdo macroscépica e microscopica de colbnia de Malassezia
pachydermatis. A: coldénia de M. pachydermatis, exibindo coloragéo branca e aspecto
cremoso, cultivada em meio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose). B: viséo
microscopica de M. pachydermatis com exibigdo de brotamentos com base ampla.

Fonte: Hoog et al (2023 — adaptado)

2.1.4 Dermatofitos

A dermatofitose canina, também conhecida como "tinea", € uma infecgao fungica que
afeta a pele e o pelo dos caes e é causada por fungos dermatofitos. Esses organismos
utilizam a queratina presente no pelo, unhas e pele do animal como fonte de
nutrientes, podendo provocar lesées como descamacao, alopecia e eritema (OSAKI
et al., 2018).

Os dermatofitos pertencem aos géneros Microsporum, Epidermophyton e
Trichophyton, sendo 27 espécies reconhecidas como patogénicas para humanos. No
Brasil, 15 dessas espécies sao identificadas, podendo ser classificadas de acordo com
seu habitat em zoofilicos, geofilicos e antropofilicos. Dessa forma, a dermatofitose é
altamente contagiosa, com facil transmissdo entre animais que convivem em
proximidade (SOARES e SERVIO, 2022).

Esses fungos predominam em climas temperados e tropicais, com maior incidéncia

durante o outono e inverno. Por sua natureza zoondtica, a dermatofitose é
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considerada uma importante antropozoonose, transmitida de animais para humanos,
0 que a torna relevante para a saude publica (VASCONCELOS, 2018).

Os sintomas variam de leves a graves, incluindo prurido, descamagao, alopécia,
formacdo de crostas e lesbes cutaneas. Além disso, caes acometidos podem
desenvolver infecgdes secundarias bacterianas ou fungicas. O diagndstico baseia-se
na observagéao clinica das lesbes e em exames como cultura fungica. Apesar de o
exame citolégico ser suficiente para identificar a infecgao, a tipificagdo do dermatdfito
requer o cultivo dos pelos em meio seletivo DTM (Dermatophyte Test Medium)
(MORIELLO, 2019).

O tratamento envolve antifungicos topicos e orais, banhos medicamentosos e medidas
de controle para evitar a disseminagao da infecgéo, como a limpeza regular de objetos
e superficies em contato com o animal infectado. A intervencao precoce é essencial
para conter a propagacao e garantir a recuperacéo do animal (SOARES e SERVIO,
2022).

As lesbes manifestam-se principalmente na pele, nos pelos e nas unhas. Os géneros
Trichophyton e Microsporum sao os principais agentes etioldgicos em caes e gatos,
destacando-se as espécies Microsporum canis, Nannizzia gypsea e Trichophyton
mentagrophytes (CAFARCHIA et al., 2010; ASSIS et al., 2022). As caracteristicas

morfolégicas dessas espécies podem ser observadas nas Figuras 4, 5 e 6.
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Figura 4: Imagens macroscoépicas e microscopicas de Microsporum canis. A esquerda
da imagem, observa-se uma colbénia de Microsporum canis, cultivada em agar
sabouraud dextrose, com aspecto algodonoso a pulverulento, coloragdo branca a
amarelada e reverso amarelado a marrom-avermelhado. A direita, visualizam-se
macroconidios fusiformes, multicelulares e com paredes espessas, ornamentadas e
contendo de 3 a 8 células (septos). Coloragdo azul de lactofenol, em um aumento
microscopico de aproximadamente 400x.

Fonte: Carlos Roehe (2014 — adaptado)

Figura 5: Imagens macroscopicas e microscopicas de Trichophyton mentagrophytes,
cultivadas em agar sabouraud dextrose. (A) colénia de aspecto algodonoso e
coloragao branca no anverso da placa. (B) pigmentagao amarela no inverso da placa.
(C) microconideos esféricos, com coloragao azul de lactofenol, aumento microscopico
de aproximadamente 400-1000x. (D) Hifas espiraladas, com colaracdo azul de
lactofenol e aumento de aproximadamente 400-1000x.

Fonte: Ellis et al (2023 — adaptado)
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Figura 6: (A): Visdo macroscopica de N. gypsea cultivada em agar sabouraud
dextrose, com aspecto pulverulento e coloracido branco-amarronzada na face
superior. (B): Face inferior da col6nia, com coloragdo amarelada. (C): Imagem
microscopica com coloragdo azul de lactofenol, evidenciando macroconideos
fusiformes, com paredes espessas de N. gypsea. Aumento microscopico de
aproximadamente 400x.

Fonte: Ellis et al (2007 — Adaptado)

2.2 ANTIFUNGICOS

Comparado com os antibacterianos, o desenvolvimento de antifungicos se torna mais
desafiador devido aos fungos serem organismos eucariotos. Desse modo, muitos
alvos terapéuticos destes farmacos também sao encontrados em humanos, com risco
potencial de toxicidade para o hospedeiro (ROEMER e KRYSAN, 2014).

Os farmacos mais comumente utilizados para o tratamento das infecgbes fungicas
pertencem as classes dos polienos, azéis, alilaninas, equinocandinas e flucitosina,

tanto em aplicagdes tépicas, como sistémicas (Figura 7) (IVANQV et al, 2022).
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Figura 7: Principais classes de antifungicos e seus alvos de agéo.
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Fonte: Nivoix et al (2020 — adaptado).

Os polienos foram descobertos em 1949 pelas cientistas Elizabeth L. Hazen e Rachel
F. Brown, que isolaram a primeira molécula dessa classe, a fungicidina,
posteriormente chamada de nistatina (CAROLUS et al., 2020). Essa classe inclui os
primeiros antimicrobianos especificos para fungos desde a griseofulvina (CAROLUS
et al., 2020) e os primeiros antifungicos de uso clinico. Atualmente, os polienos sao
representados pela nistatina, natamicina e anfotericina B, todos derivados de produtos
naturais isolados de Streptomyces noursei, S. natalensis e S. nodosum,
respectivamente (CAMPOY e ADRIO, 2016).

O mecanismo de agao dos polienos envolve ligacdo a bicamada lipidica das
membranas celulares dos fungos, formando complexos com o ergosterol. Esse
processo cria poros que causam o extravasamento do conteudo citoplasmatico e
danos oxidativos, levando a morte celular (CAMPOY e ADRIO, 2016). Além disso, a
anfotericina B promove a extragao do ergosterol da membrana fungica, essencial para
sua integridade estrutural. Apesar de ser altamente toxica, especialmente nefrotdxica,
a anfotericina B € amplamente utilizada no tratamento de micoses sistémicas, pois
seus beneficios superam os riscos da toxicidade (CAMPOY e ADRIO, 2016).
Formulacgdes lipidicas foram desenvolvidas para reduzir a toxicidade, permitindo o uso
de doses mais altas no tratamento de infecgbes fungicas (MOORE e PROFFITT,
2008).
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Os azdis sao a classe de antifungicos mais amplamente utilizada na pratica clinica,
com formulagdes orais e intravenosas disponiveis para o tratamento de micoses
superficiais e sistémicas (VAN DAELE et al., 2019). O efeito antifungico do
benzimidazol foi relatado pela primeira vez em 1944, por Woolley, levando ao
desenvolvimento de diversas moléculas, como fenetilimidazol e benzimidazobis
substituidos. Em 1958, surgiu o clormidazol, o primeiro farmaco azélico (SHAFIEI et
al., 2020).

O mecanismo de acdo dos azdis baseia-se na inibicdo da enzima 14a-lanosterol
demetilase, dependente do citocromo P450 (CYP51), codificada pelo gene ERG11.
Essa enzima converte lanosterol em ergosterol, e a sua inibicdo causa alteragdes na
permeabilidade e fluidez da membrana fungica, comprometendo sua integridade
(SHUKLA et al., 2016; ODDS, 2003). Os azéis se dividem em dois grupos: imidazois
(clotrimazol, miconazol e cetoconazol) e triazois, subdivididos em triazois de primeira
geragao (itraconazol e fluconazol) e segunda geracao (voriconazol e posaconazol)
(SHUKLA et al., 2016).

Os imidazois apresentam alta eficacia contra fungos responsaveis por infecgoes
superficiais, como dermatéfitos, Candida spp. e Malassezia spp.. Enquanto miconazol
e cetoconazol sédo fungicidas, o clotrimazol exibe atividade dependente da dose
(IVANOV et al., 2022). O fluconazol tem boa atividade contra Candida spp. e
Cryptococcus, mas € ineficaz contra fungos filamentosos. Por outro lado, o itraconazol
apresenta um espectro mais amplo, incluindo dermatdfitos, leveduras, fungos
dimérficos e fungos filamentosos, como Aspergillus spp. (NIVOIX et al., 2020).

Os triazdis de primeira geracdo sao fungistaticos, o que pode favorecer o
desenvolvimento de resisténcia fungica (SHUKLA et al., 2016). Em contraste, os
triazois de segunda geracao, como voriconazol e posaconazol, tém acao fungicida e
um espectro mais amplo (PEYTON et al., 2015).

As alilaminas, como a naftifina e a terbinafina, sdo usadas no tratamento de infec¢des
fungicas superficiais. Elas inibem a enzima esqualeno epoxidase, essencial na
biossintese do ergosterol, sem afetar significativamente a sintese de colesterol nas
células de mamiferos (BIRNBAUM, 1990; NOWOSIELSKI et al., 2011). A naftifina,
isolada por Berney em 1974, foi o primeiro composto dessa classe a ser
comercializado, em 1985 (STUTZ, 1987). Ja a terbinafina, o principal representante
da classe, possui atividade fungicida ampla, sendo eficaz contra dermatéfitos
(Trichophyton spp., Microsporum spp., Epidermophyton spp.) e leveduras (Candida
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spp.)

As equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) sdo antifungicos
eficazes contra Candida spp. e Aspergillus spp. com menos efeitos colaterais em
comparagao aos polienos e azois (Szymansk et al., 2022). Derivadas de metabdlitos
secundarios de fungos, sua descoberta come¢ou na década de 1970 com compostos
naturais como equinocandina B e anidulafungina, e evoluiu para versdes
semissintéticas como a caspofungina (1989) e micafungina (1990) (Mroczynska e
Dabrowska, 2020).

Seu mecanismo de agao baseia-se na inibicdo da sintese da parede celular fungica,
especialmente do B-1,3-D-glucano, um dos principais componentes estruturais da
parede. Esse polissacarideo é sintetizado por uma enzima de membrana chamada 3-
1,3-D-glucana sintase, codificada pelos genes FKS71 e FKS2 (Rubio et al., 2020;
Mroczynska e Dabrowska, 2020). Como esses componentes ndo existem em células
humanas, representam alvos seletivos promissores. A inibicdo dessa via causa
alteracgdes estruturais que podem levar a interrupgdo do crescimento do fungo ou
morte celular por desequilibrio osmoético (Gamaletou et al., 2018).

A flucitosina é um antifungico de uso sistémico, desenvolvido em 1957 e aprovado
pelo FDA em 1971 (Padda e Parmar, 2023). Seu mecanismo de agao baseia-se na
inibicdo da sintese de acidos nucleicos, principalmente por meio do bloqueio da
enzima timidilato sintetase (Nivoix et al., 2020). Esse processo esta ilustrado na Figura
8.

No interior da célula fungica, a flucitosina (5-FC) é convertida em 5-fluorouracila (5-
FU) pela agao de uma citosina desaminase. Posteriormente, € metabolizada por uma
uridina monofosfato (FUMP) pirofosforilase, permitindo sua incorporagdo no RNA
fungico. Além disso, a 5-FU pode ser transformada em 5-fluorodeoxiuridilato (FAUMP),
que inibe diretamente a timidilato sintetase, bloqueando a sintese de DNA (NIVOIX et
al., 2020).

A flucitosina é eficaz contra Cryptococcus neoformans, Candida albicans e outras
espécies nao-albicans de Candida. Contudo, seu uso isolado é desaconselhado
devido ao risco de desenvolvimento de resisténcia durante o tratamento, sendo
frequentemente empregada em combinagdo com outros antifingicos para maximizar
a eficacia terapéutica (OLDFIELD, 2020).
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Figura 8: Mecanismo de agao da flucitosina e destinos possiveis da 5-fluoro-uracila
(5-FU) até a inibicdo da sintese de DNA. A 5-FU pode ser convertida em FUMP (5-
fluorouridina monofosfato), FUDP (difosfato), e FUTP (trifosfato), que se incorpora ao
RNA, inibindo a sintese proteica; ou em FdUMP (5-fluoro-2’-desoxiuridina
monofosfato), que inibe a timidilato sintase, bloqueando a sintese de DNA.

Incorporagio Inibigao da
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Fonte: Vermes et al (2000 — adaptado).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de formulagdes menos téxicas dentro das
classes ja existentes de antifungicos ampliou significativamente o uso desses
medicamentos na profilaxia e no tratamento de infec¢des fungicas. No entanto, esse
avanco também contribuiu para o aumento da resisténcia aos antifungicos, limitando
as opcgoes terapéuticas disponiveis (PERLIN et al., 2017).

A resisténcia antifungica pode estar associada tanto a fatores relacionados ao
hospedeiro quanto aos microrganismos causadores da infec¢ao. Falhas terapéuticas
ocorrem frequentemente em pacientes que nao respondem as doses padrao dos
farmacos ou que estao imunossuprimidos, onde a auséncia de uma resposta imune
eficiente compromete a capacidade do medicamento de controlar a infeccado (BROWN
e NETEA, 2012).

Nos microrganismos, os fatores relacionados a resisténcia incluem mutagdes
genéticas nos sitios de ligacdo dos farmacos, que reduzem a eficacia do tratamento,
a superexpressao de bombas de efluxo que eliminam os medicamentos das células,
a inibicdo da ativacao de pro-farmacos e a redugao na captagao dos farmacos pelo
fungo (FISHER et al., 2022).

Esses mecanismos destacam a complexidade da resisténcia antifungica e a
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necessidade de estratégias inovadoras para superar esse desafio crescente.
Recursos de origem natural e sintética tém historicamente desempenhado um papel
fundamental no desenvolvimento de antifungicos e continuam sendo uma base valiosa

para a descoberta de novos medicamentos.

2.3 ESTRATEGIAS ALTERNATIVAS PARA A DESCOBERTA DE NOVAS TERAPIAS ANTIFUNGICAS

2.3.1 Reposicionamento de Farmacos

O modelo de negdcios da industria farmacéutica prioriza o rapido retorno do capital
investido no desenvolvimento de medicamentos (DIMASI et al., 2003). Por isso, ha
um desinteresse em direcionar recursos para a pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos, devido aos elevados custos associados ao processo e as rigorosas
exigéncias regulatérias para aprovagao de novos farmacos, que dificultam a obtengao
de retorno financeiro rapido. Isso ocorre porque os antimicrobianos, em geral, sao
utilizados por periodos curtos, o que limita a lucratividade (LIMA et al., 2019).

Nesse contexto, o reposicionamento de farmacos surge como uma estratégia
promissora, pois utiliza medicamentos ja aprovados e, em muitos casos,
comercialmente disponiveis ou em desenvolvimento para outras indicagdes. O
conhecimento prévio sobre a farmacologia e toxicologia desses compostos permite
acelerar os ensaios clinicos e os processos regulatérios, reduzindo custos e riscos
(HARRISON, 2020).

A popularidade dessa abordagem aumentou significativamente durante a pandemia
de COVID-19, quando foi necessario buscar tratamentos em tempo habil, algo inviavel
pelo método tradicional de desenvolvimento de medicamentos (GRANDO et al.,
2020). Enquanto o modelo convencional é demorado, caro e arriscado, o
reposicionamento oferece maior eficiéncia e economia, pois ja conta com testes pré-
clinicos e clinicos, além de processos de formulacao e producgao estabelecidos (XUE
et al., 2018).

Exemplos de sucesso incluem o sildenafil (VIAGRA®), originalmente desenvolvido
para tratar angina, que foi reposicionado para o tratamento de disfungao erétil, e a
zidovudina (AZT), inicialmente investigada para o tratamento do cancer, que se tornou
o primeiro medicamento aprovado para a AIDS. Além disso, o cetoconazol,
amplamente utilizado contra infec¢des fungicas, foi aprovado pela EMA em 2014 para
o tratamento da sindrome de Cushing (PUSHPAKOM et al., 2019).
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2.3.1.1 Sinvastatina

As estatinas sdo amplamente utilizadas em todo o mundo para reduzir os niveis de
colesterol LDL no sangue, com a sinvastatina sendo uma das mais prescritas entre
elas (MORAES e PEREIRA, 2019).

O mecanismo de acéo das estatinas, ilustrado na Figura 9, baseia-se na inibicdo da
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), essencial
para a conversao do HMG-CoA em acido mevalbnico, etapa precursora na sintese de
colesterol (SULAIMAN et al., 2015).

A interacdo ocorre por competicdo reversivel entre as estatinas e o HMG-CoA pelo
sitio ativo da redutase. As estatinas possuem maior afinidade de ligagdo a enzima, o
que inibe sua funcdo, impedindo a interacdo com o HMG-CoA, que tem afinidade
menor (FONSECA, 2020).

Figura 9: Via metabdlica do mevalonato com indicacdo do alvo das estatinas e

produtos da reacdo da HMG-CoA redutase.
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!

Colesterol

Fonte: Sirtori (2014 — adaptado).
A HMG-CoA redutase é encontrada no reticulo endoplasmatico de eucariotos e, por

isso, desempenha um papel fundamental na biossintese do ergosterol em fungos,
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sendo um potencial alvo terapéutico para contornar o problema da resisténcia aos

antifungicos tradicionais (PAVON et al., 2014), conforme ilustrado na Figura 10.

Figura 10: Via de biossintese do ergosterol em fungos e alvos das principais classes

de antifungicos e estatinas.
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Fonte: Bhattacharya et al (2018 — adaptado).
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A sinvastatina € um composto semissintético derivado da lovastatina, isolada

inicialmente de Aspergillus terreus (BOCATE et al.,, 2019), cuja unica diferenca

estrutural é a adigdo de um grupo metil na cadeia lateral, como ilustrado na Figura 11.

Ambas foram desenvolvidas pela Merck & Co., Inc.; a sinvastatina foi inicialmente

introduzida na Suécia em 1988 e, posteriormente, no restante do mundo (PEDERSEN

e TOBERT, 2004).

Figura 11: Estrutura quimica da lovastatina e sinvastatina.
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A sinvastatina possui um anel lacténico em sua estrutura, que sofre hidrdlise

enzimatica in vivo. Desse modo, é classificada como um pré-farmaco, ja que a lactona

precisa ser clivada para que o metabdlito ativo seja capaz de inibir a HMG-CoA

redutase. O metabdlito € um andlogo do substrato natural da enzima devido a

similaridade estrutural, como ilustrado na Figura 12. Dessa forma, ele é capaz de se

ligar ao sitio ativo da enzima, impedindo a clivagem do substrato e sua conversdo em

acido mevaldnico (TAVARES et al., 2016).

Figura 12: Via simplificada da biossintese do colesterol demonstrando a similaridade
estrutural entre o substrato da HMG-CoA redutase e o metabdlito ativo da sinvastatina

(em azul).
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Fonte: Tavares et al (2016 — adaptado).
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Estudos conduzidos por Brilhante et al. (2015) demonstraram que a sinvastatina
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apresenta atividade antifungica contra células planctonicas e biofilmes de Candida
spp. e Cryptococcus spp. Testes de combinagdo com itraconazol ou fluconazol
evidenciaram um efeito sinérgico, promovendo maior inibicdo tanto de células

planctonicas quanto de biofiimes em formagéao e ja maduros.

2.3.2 Nanoparticulas Metalicas

A nanotecnologia é uma area de estudo que explora materiais na escala de 1 a 100
nm, com propriedades unicas que tornam esses materiais aplicaveis em diversos
setores, como agricultura, medicina e outras areas tecnologicas (YASSIN et al., 2021).
O termo "nano" deriva da palavra grega que significa "ando", especificando a
multiplicagdo de uma grandeza por um fator de 107°, ou seja, uma bilionésima parte
de um metro (SCANDORIEIRO, 2020).

O conceito de "nanémetro" foi introduzido por Richard Zsigmondy, que recebeu o
Prémio Nobel de Quimica em 1925 por seu trabalho sobre particulas em coloides de
ouro, utilizando um microscopio. Richard Feynman, em 1959, propbés a manipulagao
da matéria na escala atdbmica, sendo considerado o pai da nanotecnologia moderna
(HULLA et al., 2015). Embora a nanotecnologia seja uma area recente, ha registros
de exposi¢cdes humanas a nanoparticulas ao longo da histéria, como as cores
incomuns em objetos antigos, que foram associadas a presenga de nanoparticulas
metalicas, especialmente de cobre, usado no Egito e na Mesopotamia para criar vidros
vermelhos, por volta do século XIV a.C (SCHAMING e REMITA, 2015).

Os metais, como a prata, sdo conhecidos por suas propriedades fisicas excepcionais,
como brilho intenso, boa condutividade elétrica e térmica, altos pontos de fuséo e
plasticidade, permitindo sua manipulagao em diferentes formas (BLABER, 2016). A
prata, especificamente, possui o peso atdmico de 107,87 e numero atémico 47. Além
disso, € o metal com maior condutividade elétrica e térmica (MARX e BARILLO, 2014).
Os compostos de prata ionizam em agua e podem exibir trés estados de oxidagao:
Ag*, Ag**, Ag®*" além da prata metalica Ag®, sendo o Ag* o unico estavel o suficiente
para aplicacbes médicas, ja que os outros cations sao altamente reativos e tém
atividade de curta duragdo (LANSDOWN, 2006). A prata tem sido usada desde a
antiguidade, com registros de sua extragcdo e uso em moedas, joias e outros objetos,
como evidenciado em 3000 a.C (BARILLO e MARX, 2014).

Na medicina, o uso de prata como nitrato de prata remonta a 69 a.C., sendo
empregado para tratar oftalmia neonatal, conhecido como método de Credé



0o N OO o B~ W N -

N
o ©

[ G G G G |
~NoOo OO, WN -

18

19
20

21
22
23
24
25

39

(SCHALLER e KLAUSS, 2001; MEDICI et al., 2016). Apés o advento dos antibiéticos,
0 uso da prata diminuiu, mas a forma de sulfadiazina de prata ainda € empregada em
curativos e pomadas. Seu uso como agente terapéutico foi renovado na década de
1990 (MEDICI et al., 2016).

A reducdo do tamanho de metais para a escala nanométrica potencializa suas
propriedades e amplia suas aplicacdes terapéuticas, como exemplificado pela prata e
pelo selénio, que, quando manipulados na forma de nanoparticulas, podem oferecer
novos mecanismos de agao antimicrobiana, com destaque para a sua utilizagdo em
tratamentos médicos e ambientais.

A Figura 13 ilustra os mecanismos de agao antifungica das nanoparticulas de prata.

Figura 13: Mecanismos de acdo antifungica de nanoparticulas de prata. (A)
peroxidacao lipidica e indugdo da producdo de ROS, (B) comprimento da parede
celular e membrana, (C) formagao de poros, (D) extravasamento de material celular,
(E) liberagao de ions, (F) condensacgao e fragmentagdo de DNA, (G) alteragdes na
expressao génica, (H) geragdo de ROS, (I) indugdo da cascata de apoptose, (J)
despolarizagao ribossomal e (K) inibigdo na formagao de biofilme.
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Fonte: Slavine e Bach (2022 — Adaptado).

Embora as AgNPs possam causar danos a parede celular, particulas muito pequenas

podem entrar nas células sem causar danos superficiais evidentes. Contudo, os
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efeitos nocivos mais significativos ocorrem intracelularmente, onde interagem com
estruturas como mitocdndrias, ribossomos e o material genético (XIA et al., 2016).
Quando ha interagcdo com o DNA, pode ocorrer agregacéo ou extravasamento do
material genético, além de fragmentacdo devido a danos na membrana nuclear ou
pela liberagéo de ions que afetam a membrana celular a distancia (SLAVINE e BACH,
2022).

Estudos sugerem que os ions metalicos, devido ao seu tamanho, podem ser mais
téxicos para as células do que as nanoparticulas em si, pois penetram mais facilmente
nas células e formam complexos com biomoléculas celulares, como proteinas, acidos
nucleicos e lipidios carregados negativamente (LUSHCHAK, 2011; MARTINEZ et al.,
2021). Além disso, de modo geral, foi demonstrado que as AgNPs podem inibir a
formacéo de biofilmes, principalmente ao impedir a filamentagdo por meio do
rompimento da parede celular, sendo que as hifas desempenham um papel crucial no
processo de adesdo e colonizagdo. Biofiimes pré-formados também podem ser
inibidos pela deposicao de nanoparticulas na matriz polimérica extracelular, a qual
mantém a integridade estrutural (LARA et al., 2015).

As nanoparticulas de prata também podem induzir a formacao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), que sao compostos oxidantes formados como produtos
metabdlicos das células, como o peroxido de hidrogénio, anion superoxido e radicais
hidroxila. Essas ROS sao letais e causam danos as proteinas e ao DNA, afetando o
funcionamento normal das células (DAS e ROYCHOUDHURY, 2014). Elas séao
produzidas em excesso quando as células se encontram em condigbes ambientais
adversas (LEE et al., 2014). O impacto das ROS nas células fungicas é critico,
particularmente nas mitocondrias (SLAVINE e BACH, 2022). As AgNPs aumentam os
niveis de calcio mitocondrial (Ca?*), o que leva a disfungao da mitocéndria. O excesso
de Ca?" mitocondrial contribui para a indug¢ao da apoptose ao promover a abertura de
canais que alteram a permeabilidade mitocondrial. Esse disturbio resulta na queda do
potencial de membrana mitocondrial, conduzindo a morte celular (SEONG e LEE,
2018).

Além disso, a exposigdo a nanoparticulas também eleva os niveis citosdlicos de
citocromo C (SEONG e LEE, 2018). O citocromo C é responsavel pela transferéncia
de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial. Quando a permeabilidade mitocondrial
€ alterada, o citocromo C ¢ liberado no citosol, iniciando a cascata de reacdes que
culminam no processo de apoptose (TOTH et al., 2020). Nos fungos, que nao
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possuem caspases (enzimas-chave no processo de apoptose), as metacaspases,
compostos semelhantes, tém seus niveis aumentados quando ocorre exposicao a
nanoparticulas que afetam as mitocéndrias. Nesse contexto, o estresse oxidativo
gerado pelas ROS é reduzido, o que contribui para a diminuigdo do processo
apoptético (HWANG et al., 2012).

A nanotecnologia tem se mostrado uma ferramenta poderosa para combater
microrganismos patogénicos, e diversos estudos destacam sua importancia. As
nanoparticulas estao presentes em uma variedade de produtos, como revestimentos
de dispositivos médicos, embalagens, cosméticos e téxteis (KAMAT e KUMARI,
2023). No entanto, estudos recentes apontam que a versatilidade das nanoparticulas
metalicas também esta associada ao surgimento de resisténcia microbiana aos
metais, embora esse fendmeno ainda seja observado de forma pontual (TERZIOGLU
et al., 2022; KAMAT e KUMARI, 2023).

Os mecanismos de resisténcia microbiana as nanoparticulas metalicas e seus efeitos
nos ecossistemas ainda precisam ser mais bem compreendidos, o que é fundamental
para o desenvolvimento de nanomateriais mais eficazes e seguros para futuras
aplicacdes (TERZIOGLU et al., 2022).

2.4 METODOS DE SINTESE DE MNPs

A sintese de nanoparticulas metalicas, como as AgNPs (nanoparticulas de prata),
pode ocorrer por processos quimicos, fisicos ou bioldgicos, baseando-se em duas
abordagens principais para a manipulagdo dos metais: “top-down” e “bottom-up”.
Esses métodos serdo representados na Figura 14.

Na abordagem "top-down", o processo comeg¢a com a fragmentagao sucessiva do
material metalico a partir de um tamanho maior até atingir a escala nanométrica
desejada. Isso pode ser feito por métodos como moagem, litografia ou outros
processos que quebram o material em particulas menores, mantendo a estrutura do
metal, mas diminuindo seu tamanho.

Ja na abordagem "bottom-up", as nanoparticulas sado formadas a partir do
agrupamento de atomos ou moléculas que se organizam espontaneamente para
formar particulas de tamanho nanométrico. Esse processo pode ocorrer por reagdes
quimicas ou pela auto-organizagcdo de componentes, sendo mais eficiente para a
obtencao de nanoparticulas com caracteristicas bem definidas, como tamanho, forma
e distribuicdo.
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Ambas as abordagens tém suas vantagens e limitacoes, e a escolha do método
depende da aplicagédo desejada, das propriedades das nanoparticulas e dos recursos

disponiveis.

Figura 14: Abordagens utilizadas para a sintese de nanoparticulas metalicas.

BOTTOM-UP

TOP-DOWN

Nanoparticulas
metalicas

Agregacoes Atomos
elementar

Fonte: https://nanotechnologyjd.weebly.com — adaptado.

A selecao do método de sintese das nanoparticulas € uma etapa crucial, pois, durante
a producéo, diversos fatores influenciam diretamente as caracteristicas finais do
nanomaterial. A interacdo dos ions metalicos com o agente redutor, a adsor¢ao dos
agentes estabilizadores na superficie das nanoparticulas e as condigbes
experimentais adotadas sao determinantes na definicdo da forma, tamanho,
estabilidade e propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas. Esses fatores podem
afetar o comportamento do material, como a sua capacidade de dispersado, a
reatividade, a durabilidade e a performance nas diferentes aplicagdes, como em areas
biomédicas, ambientais e industriais (VIJAYAKUMAR et al, 2013).

2.4 .1Métodos Fisicos

A maioria dos métodos fisicos de sintese de nanoparticulas adota a abordagem "top-
down", que envolve a fragmentagao de particulas maiores para alcancar o tamanho
nanométrico desejado. Embora essa abordagem seja relativamente simples de
executar, ela ndo é recomendada para a producdo de nanoparticulas com formato
irregular ou de tamanho extremamente pequeno, uma vez que pode levar a alteragdes
nas propriedades quimicas da superficie e nas caracteristicas fisico-quimicas do
material (JAMKHANDE et al, 2019).

A moagem mecénica € um exemplo de técnica fisica utilizada para reduzir o tamanho
das particulas. Esse processo se baseia na aplicagao de esferas de alta energia, que

impactam o material e promovem sua redugdo. O p6 metalico € colocado em um
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recipiente com varias esferas pesadas, e a alta rotatividade do sistema gera a energia
necessaria para a reducao das particulas. Esse processo pode ser realizado em
diferentes tipos de moinhos, como moinhos de alta energia, moinhos centrifugos,
moinhos rotativos e moinhos vibratérios (ZHAN et al, 2006). Este método esta
representado na Figura 15.

Figura 15: Diagrama esquematico do moinho de esferas.
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Fonte: Zhan et al (2006 — Adaptado).

O processo de moagem mecanica resulta na deposic¢ao de particulas finas a partir do
p6 metalico mais grosso, sendo util para a produgdo em larga escala de
nanoparticulas. Entre as vantagens dessa técnica, destaca-se a alta solubilidade das
nanoparticulas geradas. No entanto, o processo de moagem tende a ser demorado,
requerendo alta energia e, eventualmente, podendo causar contaminacé&o do pé a
granel pelas esferas usadas no processo (TAVAKOLI et al, 2007).

Outro método fisico importante é a ablagao a laser, que envolve a irradiacdo de um
laser sobre um material sélido imerso em meio liquido. O laser promove a
fragmentagdo do material, resultando na formagdo de nanoparticulas que
permanecem suspensas no liquido, originando uma solugao coloidal. A eficiéncia do
processo e as caracteristicas das nanoparticulas formadas dependem de varios
parametros, como a duragao e energia do pulso do laser, o comprimento de onda, o
tempo de ablagao, e as caracteristicas do meio liquido (JAMKHANDE et al, 2019).
As vantagens da ablacgao a laser incluem sua simplicidade, alta eficacia na producao
de nanoparticulas em suspensdo e a possibilidade de ajustar os parametros do

processo para obter caracteristicas especificas nas nanoparticulas formadas. A
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principal desvantagem desse método esta no alto custo operacional associado a
técnica (GOMES, 2019).

2.4.2 Métodos Quimicos

A sintese quimica é amplamente utilizada para a produgdo de nanoparticulas
metalicas devido ao seu baixo custo e alto rendimento. Esse método envolve a
utilizacdo de um agente redutor e um agente estabilizante, que serailustrado na Figura
16 (KHAN et al., 2018).

O processo de sintese quimica baseia-se em rea¢des de reducao de um sal metalico
por meio de um agente redutor, que pode ser organico ou inorganico, como citrato de
sédio, ascorbato, boroidreto de sédio (NaBH4) ou hidrogénio elementar, além da
utilizacdo de diferentes agentes estabilizantes (SHNOUDEH et al, 2021). A escolha
dos ions metalicos e do agente redutor influencia diretamente na morfologia final das
nanoparticulas produzidas, impactando suas propriedades fisico-quimicas (RAZAK et
al, 2021).

Figura 16: Sintese quimica de nanoparticulas metalicas.

Esquema representando a sintese de nanoparticulas (NPs) metalicas por meio de um
processo de reducéo. Inicialmente, ions metalicos sdo adicionados a uma solucao
aquosa contendo agentes redutores, que podem ser de origem biolégica ou quimica.
Esses agentes reduzem os ions metalicos, promovendo sua conversao em atomos
metalicos neutros. Como resultado, ocorre a nucleagdo e crescimento das
nanoparticulas, levando a formagao de NPs metalicas

Solugdo
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L Redugio dee
fons Agentes
metalicos redutores
Formacdo
de NPs

Fonte: Khan et al (2018 — Adaptado).

Tidis, aminas, acidos e alcoois sdo exemplos de agentes estabilizantes comumente

usados na sintese de nanoparticulas. Estes agentes desempenham um papel
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fundamental, pois se ligam a superficie das nanoparticulas, evitando a aglomeragao,
sedimentagdo e a perda das suas propriedades (KHAN et al, 2017; RAZAK et al,
2021).

Contudo, a sintese quimica apresenta desvantagens, especialmente devido ao uso
de substancias toxicas que representam riscos biolégicos, o que pode dificultar sua
aplicacdo em areas como a medicina. Muitas dessas substancias podem ser
absorvidas pelo organismo, gerando preocupagdes com a seguranga (PARASHAR et
al, 2009; PRABHU e POULOSE, 2012).

Em resposta a essas limitagées, houve uma crescente busca por tecnologias mais
sustentaveis e economicamente viaveis, o que levou ao desenvolvimento de métodos
biolégicos para a sintese de nanoparticulas (KALISHWARALAL et al, 2008).

2.4.3 Métodos Biolégicos

Como representa a figura 17, na sintese biolégica de nanoparticulas, compostos
bioativos presentes em fungos, bactérias, plantas e algas desempenham um papel
crucial como agentes redutores (PRABHU e POULOSE, 2012). Flavonoides,
compostos fendlicos, terpendides, enzimas, co-enzimas, proteinas e agucares sao
alguns dos compostos responsaveis pela redugao dos cations metalicos ao estado de
oxidagao zero.

A reacédo de reducdo na biossintese tende a ser mais lenta quando comparada a
sintese quimica, mas as biomoléculas envolvidas também atuam como agentes
estabilizadores, revestindo as particulas. Esse revestimento protege as
nanoparticulas, evitando sua agregacdo e preservando sua atividade biologica
(RAZAK et al, 2021).

Figura 17: Representacdo esquematica da biossintese de AgNP a partir de diversos
organismos.
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Fonte: Roy et al (2019 — Adaptado).

De modo geral, na sintese biolégica de nanoparticulas, o extrato biolégico contendo
biomoléculas é misturado com solucdes de sais metalicos para promover a reducgao.
Parametros como a concentragdo do extrato e do sal, temperatura, pH, tempo de
incubacao e radiacdo sao estudados para otimizar as condicdes experimentais e
influenciam diretamente a eficacia do processo (ROY et al, 2019).

A relagado entre microrganismos e metais é caracterizada por uma variedade de
habilidades que ajudam a contornar os efeitos dessa interagdo, como toxicidade,
mobilidade e danos celulares. A producado de nanoparticulas, por exemplo, pode ser
um resultado do metabolismo microbiano, da reatividade com componentes
estruturais da célula ou até mesmo de um mecanismo de resisténcia ao metal (LI et
al, 2022).

Comparados as bactérias, os fungos apresentam maior eficiéncia na biossintese de
nanoparticulas devido a sua alta tolerancia aos metais e a secrecao de proteinas, o
que resulta em maior quantidade de nanoparticulas produzidas (PRABHU e
POULOSE, 2012; CASAGRANDE e LIMA, 2019). Além disso, a sintese fungica
oferece vantagens sobre os sistemas bacterianos, como uma boa produgdo de
biomassa e a facilidade de obtencao do filtrado. Quando comparada a sintese por
plantas, o micélio dos fungos € mais resistente a agitacao e pressao (CASAGRANDE
e LIMA, 2019).

A sintese de nanoparticulas metalicas por fungos pode ocorrer de dois modos:
extracelular e intracelular. No método extracelular, precursores metalicos sao
adicionados ao filtrado de cultura fungica, que contém enzimas e metabdlitos capazes
de reduzir os ions metalicos a forma metalica elementar (QAMAR e AHMAD, 2021).
A Figura 18 ilustra esse processo, destacando a interagdo entre os ions metalicos,
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agentes redutores e a formagao das nanoparticulas (NPs).

Figura 18: Método de sintese extracelular de nanoparticulas a partir de extrato fungico
livre de células.

Sintese extracelular

com extrato fingico i ﬂ

Producdo do extrato

Biomassa fiingica Biomassa + H.0

em meio de cultura

9 liquido
i

Fungo em meio de cultura sodlido

Reacdo de sintese
Extrato + Ag

00 o
Q00
Q0 0

AghP Mudanca de coloracdo
da reacdo de sintese

Fonte: Santos et al (2021 — Adaptado).

No método intracelular, os precursores metalicos sao adicionados a cultura do micélio
fungico, uma vez que € necessario que o0 microrganismo entre em contato direto com
0s ions metalicos para que eles sejam absorvidos e metabolizados dentro das células.
A producéo intracelular de nanoparticulas tende a resultar em particulas pequenas e
estaveis. No entanto, este método exige etapas adicionais para a separagédo das
nanoparticulas das estruturas celulares remanescentes, o que pode ser uma
desvantagem em relacdo ao método extracelular (SANTOS et al., 2021). A Figura 19

representa esse mecanismo intracelular de sintese.

Figura 19: Método de sintese intracelular de nanoparticulas.
lons metalicos (Ag*) presentes no meio extracelular sdo absorvidos pelas hifas
fungicas e internalizados pelas células. No interior celular, enzimas e metabdlitos
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reduzem os ions Ag* a forma metalica (Ag°), resultando na formagao de
nanoparticulas de prata (representadas pelos circulos azuis). Esse processo ocorre
no citoplasma, e as nanoparticulas permanecem dentro das células, exigindo etapas
posteriores de separagao para sua recuperagao.

Sintese intracelular

Fonte: Santos et al (2021 — Adaptado). .

Diversas biomoléculas podem reagir com ions metalicos e atuar na sintese de
nanoparticulas metalicas, sendo que NADPH, NADH e enzimas redutases sao
consideradas as mais importantes nesse processo (CASAGRANDE e LIMA, 2019).
Duran et al. (2005) realizaram a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNP) a partir
de cepas de Fusarium oxysporum e sugeriram o0 envolvimento de redutases

relacionadas ao transporte de elétrons durante o processo de sintese (Figura 20).

Figura 20: Sintese de AgNP envolvendo a enzima nitrato redutase.
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A lista de espécies fungicas que sédo capazes de sintetizar nanomateriais tem

aumentado nos ultimos anos, bem como a quantidade de elementos da tabela

periddica que sao transformados em nanoparticulas, que incluem desde os metais

como a prata, ouro, ferro, cobre, niquel, entre outros, até os ndo metais, como o

selénio (Tabela 1) (LI et al., 2022).

Tabela 1: Nanoparticulas produzidas por diferentes espécies de fungos.

Nanoparticulas Tamanho Espécies Referéncias
(nm)
Ag -- A. pullulans, D. Kierans et al. (1991)
hansenii, C. albicans,
R. rubra
Ag 2.0-13.8 A. terréus Velhal et al. (2016)
Ag 50-200 Phanerochaete Vigneshwaran et al. (2007)
chrysosporium
Ag 3.4-26.8 F. oxysporum Ishida et al. (2014)
Ag 2-20 S. cerevisiae Korbekandi et al. (2016)
Ag 5-25 A. fumigatus Basavaraja et al. (2008)
Ag 5-200 Cladosporium Balaji et al. (2009)
cladosporioides
Ag 8.92 A. flavus Sanghi and Verma (2009a)
Ag 20 A. niger Gade et al. (2008)
Ag 10-60 F. semitectum Ingle et al. (2008)
Ag 15 Vovariella volvacea Shaligram et al. (2009)
Ag 16+ 6 P. cyclopium Wanarska and
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Ag
Au
Au
Au
Au
Au
Au
Au
Au

Au
Au
BaTiOs
Bi2Os
BiMnOs
CdCOs
CdS
CdTe
CeO;
CeO;
CePO4
Co0304
CU2C03(OH)2,
Cus (OH)z (C03)2
Cu, CuO
CuS
CuS

CUA|02
FeCOs, Fe
Fe304
FePO,
LaC03
LiFePO4
LiFePO4
LiFePO4
MgO
MnCO3/Mn203
NiCOs3
Ni oxide
PbSe
Pt
Pd
Pd
Se

Se, Te

20-60
20+£20
43-63
20
8.7+6
6-37
3.5+3

5
7.7+43

75
15-20
20-30

5-8
50
55-870
5-20
15-20
5-20
12-20

100-200, 500

54.85
10-20

5-20
2-5
10-40

5
~80
20-50
50-200
~80

45.12-95.37

20
60
1.25-3.8
20-160
10-100
10-14
10-20
70-90

48-78

Alternaria alternata
Rhizopus oryzae
A. niger
A. niger
A. niger
A. oryzae
A. tamatrii
F. oxysporum
Penicillium ochro-
chloron
Penicillium sp.
S. cerevisiae
F. oxysporum
F. oxysporum
Humicola sp.
Neurospora crassa
F. oxysporum
F. oxysporum
A. niger
Humicola sp.

S. cerevisiae
S. cerevisiae
Neurospora crassa

Stereum hirsutum
F. oxysporum
F. oxysporum

Humicola sp.
Neurospora crassa
F. oxysporum
S. cerevisiae
Neurospora crassa
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
Trichoderma viride
Neurospora crassa
Neurospora crassa
Hypoxea lixii
A. terréus
F. oxysporum
P. chrysosporium
S. cerevisiae
Magnusiomyces
ingens
Aureobasidium
pullulans, Mortierella

humilis, Trichoderma
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Maliszewska (2019)
Bansal et al. (2005)
Das et al. (2012a)

Sen et al. (2011)
Riddin et al. (2006)
Uddin et al. (2008)

Mazumder et al. (2007)
Li et al. (2014)
Sanghi and Verma (2009b)
Syed and Ahmad (2013)
Gopinath et al. (2015)
Khan and Ahmad (2013)
Jiang et al. (2010)

Li et al. (2018)

Li and Gadd (2017a)

Cuevas et al. (2015)

Hosseini et al. (2012)

Schaffie and Hosseini
(2014)

Ahmad et al. (2007)
Li et al. (2020)
Vainshtein et al. (2014)
He et al. (2009)

Li and Gadd (2017b)
Cao et al. (2018)
Zhang et al. (2012)
Zhang et al. (2013)
Alrabadi et al. (2017)
Li et al. (2016)

Li et al. (2019)
Salvadori et al. (2015)
Jacob et al. (2014)
Riddin et al. (2006)
Tarver et al. (2019)
Saitoh et al. (2020)
Lian et al. (2019)

Liang et al. (2019)
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harzianum, Phoma
glomerata
Se-Te 50-600 P. chrysosporium Espinosa-
Ortiz et al. (2017)
SiO2/TiO2 5-15 F. oxysporum Bansal et al. (2005)
SmPO4 50-200 S. cerevisiae Jiang et al. (2018)
SrCO3 10-50 Fusarium oxysporum Rautaray et al. (2004)
Te 20-465 P. chrysosporium Espinosa-
Ortiz et al. (2017)
Ti/TiO2 2-16 Trichoderma Jayaseelan et al. (2013)
harzianum
TiO2 6.7+2.2 S. cerevisiae Peiris et al. (2018)
TiO2 4.7,11.3 S. cerevisiae Cui et al. (2009)
TiO2 10 S. cerevisiae He et al. (2011a)
U(VI) 50-100 Geotrichum sp. Zhao et al. (2016)
ZnO -- Pichia fermentans Chauhan et al. (2015)
ZnS 42 F. oxysporum Mirzadeh et al. (2013)
ZrO; 7-8 F. oxysporum Bansal et al. (2004)

Fonte: Li et al, 2022 (adaptado).

Os zigomicetos sao fungos ecologicamente diversos e cosmopolitas, sendo altamente
bem-sucedidos em diversos ambientes (MOORE et al., 2020). S&do conhecidos por
seu crescimento rapido, o que confere uma vantagem seletiva sobre outros fungos,
além de uma alta produgdo de esporos. Além disso, sdo oligotroficos, ou seja,
conseguem se desenvolver em condigdes de baixa diversidade de nutrientes (PITT e
HOCKING, 2009; REIS, 2019).

Em termos fisiolégicos, esse grupo apresenta uma alta produgao enzimatica, o que os
torna altamente competitivos, tanto entre os fungos quanto com outros organismos do
solo em que habitam (RICHARDSON, 2009).

O género Lichtheimia, anteriormente denominado Absidia e Mycocladus, pertence a
familia Lichtheimiaceae, da ordem Mucorales (Mucoromycotina) (SCHWARTZE e
JACOBSEN, 2014). Esses fungos sao saprofitos e onipresentes no ambiente
(HOFFMANN et al., 2013). Atualmente, o género contém seis espécies aceitas: L.
ornata, L. ramosa, L. sphaerocystis, L. blakesleeana, L. brasiliensis e L. corymbifera,
todas consideradas oportunistas emergentes e reconhecidas como clinicamente e
biotecnologicamente importantes (PAN et al., 2020).

Em relagdo a morfologia, L. ornata apresenta colonias de aspecto aveludado e
acinzentada, reverso da placa.

coloragao com pigmentacdo bege no

Microscopicamente, as hifas sdo espessas, hialinas, com auséncia ou pouca
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formagdo de septos, podendo conter ramificagbes em angulo de 90°, além da
formacao de esporangios (Figura 21) (MORANDI, 2021).

L. ornata, assim como outras espécies do género, apresenta crescimento em meios
de cultura artificiais (SCHWARTZE e JACOBSEN, 2014). Sdo fungos mesofilos, mas
podem ser termotolerantes, com crescimento 6timo entre 30 °C e 37 °C (IZQUIERDO
et al., 2010; SANTIAGO et al., 2013).

Figura 21: Caracteristicas macroscopicas e microscopicas da cepa de L.ornata. A)
anverso da placa demonstrando a presenga de grande quantidade de hifas aéreas de
coloragéo acinzentada. B) esporangio caracteristico de zigomicetos e hifas espessas
com auséncia de septos.

Fonte: Diego Morandi, 2023

Os fungos despertam grande interesse na industria devido a sua plasticidade
metabdlica, que Ihes permite utilizar uma variedade de substratos e,
consequentemente, produzir e secretar uma ampla gama de compostos com diversas
aplicacoes biotecnolégicas. No entanto, fungos como os zigomicetos foram
negligenciados por um longo periodo em relagdo ao seu potencial biotecnoldgico.
Devido as suas caracteristicas de crescimento rapido e capacidade de acumulagao e
secrecdo de diferentes compostos, esses fungos tém sido cada vez mais
reconhecidos como potenciais "fabricas" para a producao de produtos aplicaveis em
areas como medicina humana e veterinaria, agricultura e outros setores industriais
(DZURENDOVA et al., 2022).
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2.5 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAGCOES

O mercado pet apresenta particularidades que impdem desafios especificos ao
desenvolvimento de formulagdes cosméticas. Diferentemente do mercado humano,
onde a variedade de produtos € vasta, as opcdes para animais sao mais restritas.
Essa limitagdo exige que as formulagbes sejam cuidadosamente elaboradas para
atender as necessidades especificas dos animais, proporcionando limpeza, cuidado
e embelezamento de forma suave e pratica.

A pele e o pelo de cédes e gatos apresentam caracteristicas distintas que as
diferenciam da pele humana e que exigem atencgéo especial no desenvolvimento de
formulagdes dermatoldgicas veterinarias. A epiderme, embora varie em espessura de
acordo com a regido do corpo, € geralmente mais fina em caes e, principalmente, em
gatos, chegando a ser trés vezes mais delgada que a dos humanos (CAMPBELL,
2006). Essa caracteristica confere maior permeabilidade a pele dos animais, tornando-
0S mais susceptiveis a absorcdo de substancias e, consequentemente, mais
vulneraveis a reagdes adversas.

A renovacgao celular da pele de cédes e gatos também se distingue pela lentidao
(CAMPBELL, 2006). Esse processo, mais demorado do que em humanos, implica que
os efeitos de produtos aplicados topicamente, tanto os benéficos quanto os
prejudiciais, podem ser mais prolongados. Desse modo, a selegao e, sobretudo, a
concentragao de ingredientes ativos e excipientes em formulagdes dermatoldgicas
veterinarias requerem cautela redobrada, considerando a maior permeabilidade
cutanea e a possibilidade de efeitos prolongados (CAMPBELL, 2006).

Outro fator relevante € a menor quantidade de ceramidas presente na pele de caes e
gatos (HENDRIKS et al., 1997). As ceramidas desempenham um papel crucial na
manutencdo da integridade da barreira cutédnea, promovendo a coesao entre os
queratinécitos. A deficiéncia dessas moléculas torna a pele dos animais mais
propensa a descamagdao, um problema comum em dermatologia veterinaria
(HENDRIKS et al., 1997).

As glandulas sebaceas, responsaveis pela producédo de sebo, estao distribuidas por
toda a pele de cées e gatos, com maior concentracdo nas jungdes mucocutaneas,
espacos interdigitais, face dorsal do pescoco, regido mentoniana, regido lombossacra
e face dorsal da cauda (SOUZA et al.,, 2009). Nos gatos, essas glandulas sao
particularmente abundantes na face (SOUZA et al., 2009). O sebo, além de conferir
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oleosidade a pele e ao pelo, desempenha um papel importante na prote¢cao da barreira
cutanea e na lubrificacdo dos pelos.

Em areas desprovidas de pelo, como as jun¢gdes mucocutdneas (margem labial e
anus), palpebras e canal auditivo externo, os ductos sebaceos se abrem diretamente
na superficie da pele. Por outro lado, os coxins de caes e gatos, assim como o plano
nasal, ndo possuem glandulas sebaceas. Essa distribuicdo especifica das glandulas
sebaceas influencia a oleosidade regional da pele e do pelo, o que deve ser
considerado na escolha de produtos de higiene e tratamento (SOUZA et al., 2009).
O pH da pele de caes e gatos € um tema que gera controvérsia na literatura, com
valores discrepantes devido a diferentes métodos de mensuragdo e variacbes
fenotipicas entre ragas. Campbell reporta um pH de aproximadamente 6,7 para gatos
e 7,5 para céaes, enquanto outras referéncias indicam valores entre 4,84 e 9,95
(MATOUSEK e CAMPBELL, 2002). A determinagédo precisa do pH cutdaneo em
diferentes racas e condi¢des clinicas € fundamental para o desenvolvimento de
formulagdes dermatoldgicas adequadas, que respeitem as caracteristicas fisioldgicas
da pele dos animais (MATOUSEK e CAMPBELL, 2002)

Em suma, a pele e o pelo de caes e gatos exibem particularidades que exigem atencao
especial na formulacao e avaliagao de produtos dermatolégicos veterinarios. A maior
permeabilidade cuténea, a renovacgao celular mais lenta, a menor quantidade de
ceramidas, a distribuicdo especifica das glandulas sebaceas e a controvérsia em
relacdo ao pH sao fatores que influenciam a seguranga e a eficacia de produtos
topicos (MATOUSEK e CAMPBELL, 2002). A compreensao dessas especificidades é

essencial para garantir a saude e o bem-estar da pele e do pelo dos animais.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir, caracterizar e avaliar a atividade antifungica de nanoparticulas de prata

biogénicas e do farmaco sinvastatina contra fungos causadores de infec¢des

subcuténeas, superficiais e cutaneas, e desenvolver uma formulagdo dermatolégica

de uso topico para pet.

3.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir nanoparticulas de prata (AgNP) utilizando o sobrenadante de cultura
do fungo filamentoso Lichtheimia ornata.

Caracterizar as nanoparticulas de prata biogénicas.

Avaliar a atividade antifungica de Nanoparticula de prata e Sinvastatina, contra
fungos filamentosos (Trichophyton mentagrophytes, Nannizzia gypsea e
Microsporum canis) e fungos leveduriformes (Sporothrix brasiliensis e
Malassezia pachydermatis), e determinar o efeito antifungico apés combinagao
entre as nanoparticulas e SIM (AgNP-SIM).

Desenvolver uma formulagdo dermatoldgica de uso tépico para pet.

Avaliar atividade antifungica da formulagéo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 BIOSSINTESE DE AGNP

A linhagem de Lichtheimia ornata foi obtida da micoteca do Laboratério de Micologia
(LaMic) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e cultivada em Agar Malte (MEA)
(Acumedia, Michigan, EUA), enriquecido com 0,5% (p/v) de extrato de levedura
(Himedia, Mumbai, india). As culturas foram incubadas a 28 °C por 72 h. Apés o
periodo de crescimento, o micélio foi separado do meio de cultura e suspenso na
proporcao de 1 g de micélio para 10 mL de agua destilada autoclavada em frascos
Erlenmeyer, que foram incubados por 72 h a 28 °C com agitagdo constante a 150
rotacbes por minuto (rpm). Apds a incubagdo, o sobrenadante foi separado da
biomassa micelial por centrifugagcéo. Para a sintese das nanoparticulas de prata
(AgNP), o sobrenadante foi tratado com nitrato de prata (AgNO3) a uma concentragao
final de 10 mM (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). A solucéo foi incubada por 4
dias a 28 °C. As nanoparticulas formadas foram lavadas e centrifugadas a 15.000 rpm,
sendo ressuspensas em agua ultrapura. Esse processo de lavagem e centrifugagao
foi repetido trés vezes. As nanoparticulas de prata derivadas da catuaba (Trichilia
catigua) foram fornecidas pela GRAL Bioativos LTDA. Essas nanoparticulas foram
obtidas por meio de um processo bioldgico que utiliza extratos aquosos da planta para
a reducgao do nitrato de prata (AgNO3), promovendo a sintese de nanoparticulas com
caracteristicas estaveis, tamanho controlado e propriedades bioativas, adequadas

para aplicagdes em biotecnologia.

4.2 SINVASTATINA

A sinvastatina (FAGRON®, Rotterdam, SH, Paises Baixos) foi adquirida
comercialmente na forma de pré-farmaco, que necessita de ativacéo prévia para uso.
Para isso, foram adicionados 5 mL de solugdo de NaOH 0,25 M a 50 mg do pro-
farmaco, e a mistura foi incubada a 37 °C por 1 hora. Apds a incubacgéo, o pH da
solugao foi ajustado para 7,4 utilizando solugao de HCI 0,25 M, e o volume total foi
completado com agua destilada até 10 mL. Aliquotas da solugdo ativada, com
concentracgao final de 5000 pg/mL, foram distribuidas em microtubos e armazenadas

sob refrigeracao a —20 °C até o momento do uso.

4.3 CARACTERIZAGAO DAS AGNP BIOGENICAS
4.3.1 Espectrofotometria UV-Vis
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Foram coletadas aliquotas da solugdo contendo as nanoparticulas metalicas para
analise espectrofotométrica, utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis (BioTek Synergy
HT). Este procedimento teve como objetivo monitorar a sintese e a evolugdo das
nanoparticulas pela mensuragao da absorbancia em diferentes etapas do processo.
Para a caracterizagao inicial, foram retirados 100 yL da solugdo contendo as
nanoparticulas de prata (AgNP), e os espectros de absorbancia foram registrados em
um intervalo de comprimento de onda entre 200 e 900 nm, permitindo a identificacao

das bandas caracteristicas associadas a formacgao e estabilidade das nanoparticulas.

4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As analises por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foram realizadas em solugdes coloidais de nanoparticulas de prata (AgNP) para
identificar as bandas caracteristicas das ligagdes quimicas presentes na superficie
das particulas. Para isso, foram retirados 100 uL da solucéo utilizando uma pipeta
volumétrica tipo Pasteur e depositados sobre pastilhas de brometo de potassio (KBr).
A analise foi conduzida no equipamento Bruker Vertex 70, equipado com acessorio
de reflectancia total atenuada (ATR) contendo cristal de germanio (Ge) a 45°, com
resolugcao espectral de 2 cm™, na faixa de 400 a 4000 cm™. As medi¢des foram
realizadas no Laboratdrio de Quimica Prebidtica da Universidade Estadual de
Londrina (UEL).

4.3.3Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O tamanho das nanoparticulas foi determinado por espalhamento dinamico de luz
(DLS) utilizando o equipamento ZetaSizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
Southborough, Reino Unido). Essa técnica baseia-se na espectroscopia de correlagcéo
de fétons (PCS) para medir a distribuicdo do tamanho das particulas em suspenséo.
O movimento browniano das nanoparticulas provoca variacbes temporais na
intensidade da luz espalhada; particulas maiores apresentam movimentos mais
lentos, enquanto particulas menores apresentam movimentos mais rapidos. Essas
diferencas sao correlacionadas para calcular a distribuicdo do tamanho das particulas

na amostra.

4.3.4 Potencial Zeta
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O potencial Zeta (¢) foi utilizado para avaliar a estabilidade coloidal da solugdo
contendo as nanoparticulas. As medidas foram realizadas utilizando o equipamento
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Southborough, Reino Unido). A
determinacao do potencial Zeta baseia-se no espalhamento dindmico de luz (DLS),
combinando a diregdo e a velocidade do movimento das particulas sob a influéncia de
um campo elétrico aplicado, permitindo a mensuracdo do potencial elétrico na
interface solido-liquido.

As amostras foram diluidas até uma concentragcdo de 1 pg/mL em agua destilada e
acondicionadas em células capilares equipadas com eletrodos de ouro para as

medicoes.

4.3.5 Fluorescéncia de raios X por dispersdao em energia (EDXRF)

A espectrometria de raios X por dispersdo em energia (EDX) foi utilizada para
quantificar as concentragdes de nanoparticulas biogénicas presentes nas amostras.
Essa técnica ndao destrutiva baseia-se na emissdo de raios X caracteristicos por
atomos previamente excitados, permitindo analises qualitativas e quantitativas das
amostras.

As medidas foram realizadas no espectrémetro EDX-720 (SHIMADZU), pertencente
ao Laboratdrio de Analises por Técnicas de Raios X (LARX) da Universidade Estadual
de Londrina (UEL). O tubo de raios X foi submetido a uma tensao de 50 kV e corrente
de 30 pA durante as analises.

Para calibragcdo e dosagem da concentracdo de nanoparticulas de prata (AgNP),
foram preparadas amostras padrdo de 5 mL contendo diferentes concentracbes de
nitrato de prata AgNO; (1 mM, 2,5 mM, 5,0 mM, 7,5 mM, 10 mM, 15 mM e 20 mM).
Todas as amostras foram depositadas em células descartaveis com dupla abertura,
contendo uma pelicula de poliéster (MYLAR®) com espessura de 2,5 ym (Chemplex®
Industries INC, Palm City, FL, EUA), e analisadas durante 5 minutos cada.

A intensidade do sinal de prata nas amostras foi avaliada e correlacionada com as
intensidades obtidas a partir dos padrbes, permitindo a determinagdo das

concentragdes por meio da equacao da reta de calibracao.

4.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE AGNP, E SIM
Para os ensaios microbiolégicos, foram utilizadas cepas de fungos filamentosos
dermatofitos: Trichophyton mentagrophytes (ATCC 18748), Microsporum canis
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(isolado clinico) e Nannizzia gypsea (ATCC 28249); e fungos leveduriformes:
Malassezia pachydermatis e Sporothrix brasiliensis (ambos isolados clinicos). As
cepas foram estocadas em glicerol 50% a —80 °C até o momento do cultivo.

Os fungos filamentosos (T. mentagrophytes, M. canis e N. gypsea) foram cultivados
em tubos inclinados contendo Agar Sabouraud (SDA) (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO,
EUA) e incubados a 28 °C por um periodo de 10 a 14 dias. As leveduras (M.
pachydermatis e S. brasiliensis) foram cultivadas em placas de Petri (90 x 15 mm)
contendo meio YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) e incubadas a 37 °C por 48
horas para M. pachydermatis e por 96 horas para S. brasiliensis.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata para cada cepa fungica testada,

garantindo a reprodutibilidade dos resultados.

4.4.1 Concentracao inibitoria minima (CIM)

A concentracgao inibitéria minima (CIM) foi determinada em triplicata por meio do teste
de microdiluicdo em caldo, em microplaca de 96 pocos, conforme o documento M38-
A2 do CLSI (2008), com adaptagdes para fungos filamentosos, e o0 documento M27-
A2 do CLSI (2008) para leveduras. Foram adicionados 100 uL de meio RPMI 1640
(com glutamina e vermelho de fenol, sem bicarbonato — Gibco™, ThermoFisher
Scientific), acrescido de tampao MOPS (INLAB, Sao Paulo, BR), pH 7,2 a 7,4. Em
seguida, adicionaram-se 100 uL de nanoparticulas de prata (AgNP) ou sinvastatina
(SIM) em diferentes concentragdes. Os pogos 11 e 12 foram reservados para os
controles positivo (auséncia de AgNP ou SIM) e negativo (auséncia de
microrganismos, AgNP ou SIM), respectivamente.

A suspensao fungica foi preparada em solugdo PBS (Phosphate Buffered Saline —
NaCl 8 g/L, KCI 0,2 g/L, Na,HPO,-7H,0 2,68 g/L e KH,PO, 0,24 g/L), previamente
esterilizada. A raspagem do micélio foi realizada com auxilio de alga bacterioldgica,
promovendo a extracdo de conidios ou células. Apos a contagem em camara de
Neubauer, o indculo foi ajustado para 10* UFC mL para fungos filamentosos e 103
UFC mL para leveduras, sendo entao diluido em meio RPMI 1640. Aliquotas de 100
ML da suspensao fungica foram adicionadas a cada poco.

As placas foram incubadas por 72 horas a 28 °C para fungos filamentosos e por 48
horas a 37 °C para leveduras. Apos o periodo de incubacgao, a leitura foi realizada

visualmente, a fim de observar a inibicdo do crescimento fungico.
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4.4.2 Avaliagdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos Antimicrobianos
individualmente

A avaliagao da concentragao fungicida minima (CFM) foi realizada segundo protocolo
descrito por Espinel-Ingroff et al. (2002), com modificagbes. Apos a leitura visual da
concentragéao inibitéria minima (CIM), foram retiradas aliquotas de 10 uL de cada pogo
que ndo apresentou crescimento visivel e semeadas em placas de agar YPD.

As cepas leveduriformes foram incubadas por 48 horas a 37 °C, e os fungos
filamentosos por 72 horas a 25 °C. Ao final do periodo de incubacdo, a CFM foi
determinada como a menor concentracdo da substancia testada em que nao houve

crescimento de colbnias viaveis.

4.4.3 Avaliagao da interagao dos agentes antifungicos (Checkerboard)

O teste de interagdo entre AgNP — SIM, foi elaborado similarmente ao teste de
microdiluicdo em caldo. Foi utilizado meio RPMI 1640 (com glutamina e vermelho
fenol, sem bicarbonato - Gibco™, ThermoFisher Scientific) acrescido de tampao MOPS
(INLAB, Sao Paulo, BR), pH 7,2 — 7,4, com ajuste de indculo para 10* UFC/ml, para
fungos filamentosos e 10° UFC/ml para leveduras.

O experimento foi realizado seguindo a metodologia de Bocate e colaboradores
(2019), com adaptacgdes.

Em uma placa de 96 pocos, foi adicionado 100 uL de meio RPMI 1640 em cada poco.
Um dos compostos foi diluido seriadamente, da primeira a ultima coluna na diregao
horizontal, e o outro composto da primeira a ultima linha na direcdo vertical,
reservando os dois ultimos pog¢os da ultima linha para os controles positivo e negativo
respectivamente. As placas foram incubadas por 72h a 28°C para fungos filamentosos
e 48h a 37°C para leveduras, seguido de analise visual.

Para estimar a interagcdo entre os compostos, o indice de concentragéo inibitéria

fracionada foi determinado (ICIF), de acordo com a equagao:

CIMa em combinacao CIMb em combinacao
CIMa isolada CIMb isolada

ICIF =

Onde ICIF = 0,5 indica sinergismo entre os compostos, 0,5 < ICIF < 1 indica aditismo,
1 < ICIF <4 indica indiferenca e ICIF > 4 indica antagonismo (SILVA, 2019).
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4.4.5 Biofilme de S. brasiliensis e M. pachydermatis

A formacao de biofilme foi realizada conforme o protocolo descrito por Brilhante et al.
(2017). Inicialmente, culturas fungicas foram cultivadas em agar batata dextrose a
35°C por 5 dias. Em seguida, o in6culo foi ajustado para 1 McFarland (2x10°
conidios/mL), e 200 uL da suspensao foram adicionados a cada pogo de uma placa
de 96 pocos. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para permitir a adesao
celular. Apds esse periodo, o sobrenadante foi removido e substituido por 200 uL de
meio RPMI, e a incubacéao prosseguiu a 35°C por 120 horas. Decorrido esse tempo,
0 sobrenadante foi cuidadosamente retirado e os pogos foram lavados duas vezes
com PBS estéril para remogdo das células planctbnicas. Em seguida, foram
adicionados 100 uL dos compostos testados, previamente diluidos em meio RPMI na
concentracdo duas vezes superior ao valor da MIC previamente determinada para
cada cepa.

A quantificagao do biofilme foi realizada utilizando o corante Cristal Violeta. Para isso,
os pogos foram lavados trés vezes com solugdo salina esterilizada a 0,9% e,
posteriormente, secos em estufa a 37°C por 20 minutos. A fixagao foi feita com 100
ML de metanol absoluto por 15 minutos, seguida da remog¢do do metanol e nova
secagem na estufa por mais 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 yL de
cristal violeta a 0,3%, e a placa foi incubada a 35°C por 20 minutos. Apds a incubacgao,
0 excesso de corante foi removido e os pogos foram lavados duas vezes com 200 pL
de agua destilada esterilizada, sendo novamente secos em estufa a 37°C por 20
minutos. A eluigdo do corante foi realizada com a adi¢ao de 150 pL de acido acético
a 33%, mantendo a placa a temperatura ambiente por 30 segundos. O conteudo dos
pocos foi entdo transferido para uma nova placa limpa, e a absorbéancia foi lida
imediatamente a 570 nm.

A categorizacao do biofilme foi realizada com base nos valores de densidade 6ptica
(DO). Amostras com DO igual ou inferior a DO do controle foram classificadas como
sem formacgéao de biofilme. Quando a DO foi superior ao controle, mas até duas vezes
seu valor, o biofilme foi considerado fraco. Valores entre duas e quatro vezes a DO do
controle indicaram biofilme moderado, enquanto valores superiores a quatro vezes a
DO do controle foram classificados como biofilme forte. O teste foi realizado com duas
espécies de fungos leveduriformes: Sporothrix brasiliensis e Malassezia
pachydermatis.

4.4.6 Desenvolvimento das formulagdes
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Foram desenvolvidas seis formulagdes aquosas de uso topico, das quais cinco
continham os compostos ativos (AgNPs e/ou SIM), e uma correspondia a formulagao
base, utilizada como controle. A escolha das concentracdes dos ativos foi baseada
nos valores da concentragao inibitoria minima (CIM) previamente determinada frente
as cepas fungicas Sporothrix brasiliensis e Malassezia pachydermatis, além de
revisdo da literatura especializada.

A formulagéo base foi composta por agua destilada (veiculo), glicerina (umectante),
pantenol (agente hidratante e cicatrizante) e Olivem® 300 (emulsionante e umectante
de origem natural, derivado do dleo de oliva), com o objetivo de garantir estabilidade
fisico-quimica, boa espalhabilidade e compatibilidade com a pele dos animais.
Todas as formulagdes foram preparadas em condi¢des assépticas, homogeneizadas
por agitacdo magnética, e armazenadas sob refrigeracdo até o momento do uso

experimental.

4.4.7 Caracterizagao farmacotécnica das formulagoes
As formulacbes foram avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas (aspecto,

cor e odor) e ensaios fisico-quimicos (centrifugacéo, pH e densidade). (Brasil, 2008).

4.4.8 Analise de pré-estabilidade (centrifugacao)

As amostras foram submetidas ao teste da centrifugacéo, em triplicata, onde 5 ml de
cada formulagdo foi acondicionada em tubo de ensaio cbnico, graduado e
centrifugadas (Centrifuga Baby | Fanem 206-BL, Sao Paulo, Brasil) a 3200 rpm por
30 min a temperatura ambiente, para detectar visiveis modificagdes ou instabilidades
como separacao de fases, formagao de sedimento compacto e coalescéncia. Em

seguida, realizou-se a avaliagao visual das formulacdes (Brasil, 2004).

4.4.9 Avaliacao da estabilidade preliminar das formulagdes

Os ensaios de Estabilidade Preliminar das formulagdes desenvolvidas foram
realizados de acordo com o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (Brasil,
2004). O periodo de duracao do teste foi de 15 dias (7 ciclos), sendo as analises
realizadas no tempo zero (24 h) e apds 15 dias no ciclo gelo-degelo. As condi¢des de
armazenamento das amostras foram 24 h em estufa (40 = 2 °C) e 24 h em geladeira

(5 £ 2 °C). Os parametros organolépticos e fisico-quimicos foram avaliados no tempo



0o N OO o B~ W N -

W W W W N N N DN DN N D DN DMNDDN 2 A A QO A A A a a a
W N - O © 0o N OO a0 & O N -~ O © 0N O O ODN -~ O ©

63

zero e apos 15 dias de cada amostra. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.4.10 Analise organoléptica

As formulagdes foram avaliadas macroscopicamente apés 24 horas em repouso, a fim
de verificar a estabilidade fisica inicial. Foram observadas, visualmente, possiveis
alteracbes como separacido de fases, precipitacdo ou turvacdo, em comparacao a
formulagao base (Fbase).

Em seguida, foi realizada a analise de cor das formulagdes por colorimetria visual, sob
luz branca, em triplicata. A coloragcdo das amostras contendo ativos (F2, F3, F4, F5,
F6) foi comparada a da formulagdo padréo (Fbase), armazenada sob as mesmas
condi¢des e na mesma embalagem.

A avaliacao do odor foi conduzida por analise olfativa direta, comparando-se cada
formulagao a Fbase.

As alteragdes de cor e odor foram classificadas segundo os seguintes critérios: normal

(sem alteragao), levemente modificada, modificada ou intensamente modificada.

4.4.11 Ensaios fisicos-quimicos
Para as andlises das caracteristicas fisico-quimicas, verificou-se, em triplicata, os

valores de Ph e densidade.

4.4.12 Determinagao do potencial hidrogenidnico (pH)

Para cada formulagao, determinou-se o pH utilizando o phmetro digital (pH 21 pH/mV
meter- HANNA, Brasil) em temperatura ambiente (25 + 5°C), calibrado com solugao
tampéao (pH 4,0 e 7,0). O eletrodo foi inserido na amostra diluida 1:10 com agua
purificada (Brasil, 2008).

4.4.13 Determinagao da Densidade

A densidade foi avaliada utilizando-se picndmetro de vidro, com capacidade de 10 mL.
As formulagdes foram diluidas 1:10 em agua purificada. Primeiramente, determinou a
massa do picnémetro vazio com tampa e anotou-se o valor da massa. Depois, foi
determinada a massa do picndmetro somente com agua purificada e o valor foi
anotado. Por ultimo, pesou-se o picndmetro com a formulagao diluida 1:10 e anotou-

se o valor da massa. O valor relagdo entre a massa da amostra e a massa da agua
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representa a densidade especifica da amostra ensaiada. Para o calculo foi utilizado a
equacao 1:

d= M2-MOM1-MO (Equacéo 1)
Onde, d é a densidade (g/cm3), MO a massa do picnémetro vazio (g), M1 a massa do

picnémetro com agua (g), e M2 a massa do picnédmetro com a formulagéo (g).

4.5 AVALIACAO DA EFICACIA ANTIFUNGICA DAS FORMULAGCOES

4.5.1 Curva de Crescimento e Morte

O ensaio de tempo de morte foi realizado para avaliar o efeito antifungico das
formulagdes desenvolvidas, seguindo a metodologia descrita por Scandorieiro et al.
(2023), com adaptacgdes.

Para a analise da atividade antifungica, 0,5 mL de cada formulagéo foram adicionados
a placas de Petri (didmetro de 100 mm) e espalhados por toda a superficie com auxilio
de alga de Drigalski, formando uma camada homogénea. Posteriormente, preparou-
se um indculo de M. pachydermatis e S. brasiliensis, com concentragao ajustada para
aproximadamente 1 x 10° UFC/mL em PBS a 1%, e uma aliquota de 100 pL dessa
suspensdo foi inoculada nas placas contendo as formulagcdes. As amostras foram
incubadas a 37 £ 2 °C e a atividade antifungica foi avaliada em cinco tempos distintos:

30 minutos, 2 horas, 8 horas, 24 horas e 48 horas. O teste foi realizado em duplicata.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de controle de biofilme foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis (p =
0,05) para verificar diferenga entre os tratamentos em relagdo ao biofiime de cada
fungo. Ja para verificar diferenga significativa no controle de biofilme entre M.
pachidermatis e S. brasiliensis de um mesmo tratamento, os dados foram submetidos
ao teste t de Student (p = 0,05). Para analise grafica dos dados referentes as curvas
de crescimento foi utilizado o pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016). Toda a analise foi

conduzida no software R (v4.2.2).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DAS AGNP

5.1.1 Espectrofotometria UV-Vis

A espectrofotometria UV-Vis € amplamente utilizada para caracterizar e monitorar a
sintese de nanoparticulas metalicas (AWASTHI et al., 2013). Metais como ouro,
selénio, prata e ferro, em escala nanométrica, sdo analisados por essa técnica devido
a mudanca de cor da solugcdo apds a reacao de reducdo, sendo que cada metal
apresenta uma cor especifica associada as suas propriedades opticas (SHNOUDEH
et al., 2021).

Essa alteragéo na tonalidade ocorre devido ao fenébmeno de ressonancia plasménica,
que consiste na excitacdo coletiva dos elétrons ao interagirem com fétons de luz
incidente, promovendo sua transigdo para um estado de energia mais elevado. Além
disso, as nanoparticulas apresentam diferentes tonalidades de cor conforme varia o
seu tamanho (BERNI e NETO, 2010; ZHU e GAO, 2019; SARAVANAN et al., 2021).

A interacao entre os elétrons e a luz permite identificar as nanoparticulas presentes
na solucao coloidal por meio dos espectros de absorgao, os quais variam conforme o
metal analisado (SARAVANAN et al., 2021).

No presente estudo, observou-se um pico de absor¢do em 410 nm para as AgNPs,
conforme apresentado na Figura 22, acompanhado de uma mudancga na coloragéo da

solucdo, que passou de amarelo para marrom, como evidenciado na Figura 23.

Figura 22: Ressonancia plasmonica de nanoparticulas de prata (AgNPs) na faixa de
300 — 800 nandbmetros produzida em Agar Malte e observada apds 4 dias de producéo,
com pico de absor¢cdo em 410 nm.
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 23: Alteracdo na tonalidade de cor das nanoparticulas pelo fenébmeno de
ressonancia plasménica. O controle compreende o extrato enzimatico fungico filtrado,
sem adicdo do sal metalico precursor.

Fonte: o proprio autor.

5.1.2 DLS e Potencial Zeta

O espalhamento dindmico de luz (DLS), também conhecido como espectroscopia de
correlagao de fétons (PCS), € amplamente utilizado para determinar o tamanho de
nanoparticulas metalicas. Essa técnica baseia-se na medi¢cao da luz espalhada por
um laser que atravessa uma solugdo coloidal. A intensidade da luz espalhada €&
analisada em funcao do tempo e da velocidade das particulas, permitindo calcular o
tamanho hidrodinamico médio (KUMARI et al., 2019).

O método aproveita o movimento Browniano das particulas, onde flutuagbées na
intensidade da luz espalhada variam conforme o tamanho das particulas irradiadas.
Particulas menores apresentam difusdo mais rapida, enquanto particulas maiores
movimentam-se de forma mais lenta (MISONO, 2019).

No presente estudo, a analise da distribuicao de tamanhos revelou um tamanho médio
de 31,82 nm para as nanoparticulas de prata (AgNPs), conforme apresentado na
Tabela 2.
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Tabela 2: Espalhamento dindmico de luz (DLS), indice de polidispersidade (IPD) e
potencial zeta das nanoparticulas sintetizadas. Potencial zeta na faixa de -20 mV a
+30 mV indica estabilidade moderada.

Nanoparticula Tamanho (nm) IPD Potencial Zeta
(mV)
AgNP 31,82 0,48 - 9,36

Fonte: o proprio autor.

A biossintese realizada utilizando extrato metabdlito da cepa de L. ornata resultou em
um indice de 0,48 para as nanoparticulas de prata (AgNPs), indicando uma
monodispersividade moderada e a presenca de variagdes no tamanho das particulas.
Esses dados corroboram as analises descritas na literatura, que também destacam
variagdes de tamanho em produg¢des realizadas por sistemas biolégicos (BONATTO
e SILVA, 2014).

O potencial zeta € uma técnica amplamente utilizada para medir a carga superficial
das nanoparticulas em solugdes coloidais, servindo como indicador de sua
estabilidade. Os valores do potencial zeta variam entre +100 mV e -100 mV, sendo
que valores superiores a +25 mV ou inferiores a -25 mV geralmente indicam alta
estabilidade (SHNOUDEH et al., 2021). Contudo, algumas diretrizes classificam a
faixa entre -20 mV e +30 mV como indicativa de estabilidade moderada
(BHATTACHARJJE, 2016).

De acordo com a Tabela 2, o potencial zeta das amostras analisadas foi de -9,36 mV
para AgNPs, sugerindo estabilidade moderada. Embora o potencial zeta fornecga
informacdes sobre a estabilidade coloidal por meio da repulsao eletrostatica na
solugao, ele nao avalia as forcas de Van der Waals, fundamentais na teoria da
estabilidade coloidal, que considera a soma das forgas atrativas de Van der Waals e
das forcas repulsivas eletrostaticas. Assim, é possivel observar coloides estaveis
mesmo com valores reduzidos de potencial zeta (BHATTACHARJJE, 2016).

Na biossintese de nanoparticulas metalicas, os componentes do extrato biologico
atuam como agentes de revestimento, anexando grupos funcionais especificos as
nanoparticulas. Esse revestimento confere estabilidade ao material, evitando a

aglomeracgao das particulas em suspensao (RESTREPO e VILLA, 2021).
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5.1.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

O FTIR é uma técnica nao destrutiva amplamente utilizada para identificar os grupos
funcionais presentes na superficie das nanoparticulas, os quais desempenham um
papel essencial na sintese e estabilidade dessas estruturas. Esses grupos funcionais
sdo detectados com base nas vibracbes moleculares que ocorrem ao absorverem
comprimentos de onda especificos, dentro da faixa de 4000 a 400 cm™ (KUMAR e
PRASAD, 2021; SHNOUDEH et al., 2021).

Na analise das nanoparticulas de prata (AgNP), conforme ilustrado na Figura 24,
foram identificadas bandas de absorcao em 3452, 2372 e 1643 cm™. A banda em
3452 cm™ foi atribuida ao grupo funcional alcool (O-H), enquanto a banda em 2372
cm™ indicou a presencga de didxido de carbono (O=C=0). Ja a banda em 1643 cm™
foi associada a amida |, caracterizada por ligagbes C=C, C=0 e C=N (Sigma Aldrich,

2018).

Figura 24: Espectroscopia de infravermelho das AgNPs produzidas. A banda em 3452
cm™' corresponde ao grupo funcional alcool (O-H), 2372 cm™ ao diéxido de carbono
(O=C=0) e 1643 cm™ a amida | (C=C, C=0, C=N).
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Deka e Sinha (2015) conduziram a biossintese de nanoparticulas de prata (AgNP)
utilizando o extrato enzimatico de Penicillium pinophilum. As analises por FTIR
revelaram a presenca de diversos grupos funcionais na amostra, incluindo acido
carboxilico, alceno, carbonila, aldeido, alcool, amina e alcano. Durante o processo de
reducdo de Ag*, foi constatado o envolvimento desses grupos no revestimento das
nanoparticulas. Em particular, os grupos O-H e C=C foram os mais consumidos no
processo, evidenciando sua importancia na formagao das AgNP.

Embora se trate do mesmo tipo de nanoparticula, cada organismo utilizado na
biossintese apresenta composicdo enzimatica e proteica distinta. Assim, as
caracteristicas especificas das biomoléculas presentes no meio de producao
influenciam diretamente as propriedades das AgNP, incluindo sua atividade bioldgica
e toxicidade (REIS, 2019).

5.1.4 Fluorescéncia de Raios X por Dispersao em Energia (EDXRF)

A técnica de EDXRF (Fluorescéncia de Raios X por Dispersdo de Energia) é
amplamente empregada para identificar os elementos quimicos presentes em
amostras. Ela funciona por meio da geracdo de espectros que exibem picos
caracteristicos de cada elemento, permitindo o mapeamento de sua distribuicdo. Essa
metodologia € comumente utilizada para verificar a produgdo de nanoparticulas
metalicas (SHNOUDEH et al., 2021). Os resultados das analises realizadas nas
solugdes padrao e nas amostras de nanoparticulas de prata (AgNP) estao detalhados

na Tabela 3.

Tabela 3: A intensidade das solu¢des padrao, do nitrato de prata (AgNO;) e das
amostras de nanoparticulas de prata (AgNP) foi avaliada utilizando a técnica de
EDXRF, com os resultados expressos em milimolares (mM), permitindo a
quantificacao precisa dos elementos presentes nas amostras.

Amostra Intensidade Concentragao (mM)
(cps/uA)

AgNO3 1 mM 3,38 1
AgNO3 2,5 mM 4,91 2,5

AgNO3; 5 mM 7,21 5
AgNO3 7,5 mM 7,97 7,5

AgNO3 10 mM 9,46 10

AgNO3 15 mM 14,39 15

AgNO3 20 mM 16,82 20
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AgNP 6,62 5,16 mM

Fonte: o proprio autor.

A Figura 25 apresenta a regresséo linear simples, demonstrando a correlagdo entre a
intensidade e a concentracdo dos padroes com as amostras. A equacao da reta
obtida, y=1,3964x-4,0884y = 1,3964x - 4,0884y=1,3964x-4,0884, foi usada para
caracterizar as nanoparticulas de prata (AgNPs), resultando em uma concentragéo
estimada de 5,16 Mm, segundo a andlise de espectrometria de raios X comparada
com os padrdes de nitrato de prata (AgNO3).

Figura 25: Curva padrao para determinagcéo da concentragcao de AgNP. A correlagao
das solugbes padrdo e a amostra contendo nanoparticulas origina uma reta pelo
método de regressao linear, que determinou a concentragao das AgNP em 5,16 mM.
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Fonte: o proprio autor.

Pode-se observar que os coeficientes de determinacao (R?) variaram entre 0,98 e
0,99, indicando que mais de 98% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelo
modelo. Esses valores elevados de R?, préximos de 1, sugerem que a regressao linear
foi eficaz na determinacdo da concentracdo de AgNP a partir da intensidade e
concentracao das solugdes padronizadas. Ao converter os valores das concentragdes
das AgNP para ug/mL, obteve-se 557 ug/mL.
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5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE AGNP

5.2.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Interacdo Entre os Compostos
(Checkerboard)

A CIM (Concentragéo Inibitéria Minima) e a concentragéo inibitoria fracionada na
interagao entre AgNP e SIM foram determinadas por meio de testes de microdiluigdo
em caldo. Todas as espécies analisadas mostraram sensibilidade tanto as AgNP
quanto ao SIM (Tabela 4).

Tabela 4: Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragao inibitéria fracionada
(ICIF) de sinvastatina e AgNP, isoladas e em combinacdo contra espécies de
dermatofitos e leveduras. ICIF < 0,5 indica sinergismo entre os compostos, 0,5 < ICIF
<1 indica aditismo, 1 < ICIF < 4 indica indiferenca e ICIF > 4 indica antagonismo.

CIM e Checkerboard (ug/mL) SIM e AgNP Lichtemia ornata

Espécies Antifungicos Compostos Compostos ICIF
isolados combinados
S. brasiliensis SIM 156,25 39 0,49
AgNP 8,42 2,1 Sinergismo
T. mentagrophytes SIM 312,5 19,5 0,29
AgNP 4,35 1 Sinergismo
N. gypsea SIM 312,5 156 0,99
AgNP 8,7 4,35 Aditismo
M.canis SIM 312,5 19,5 0,17
AgNP 8,7 1 Sinergismo
M. pachydermatis SIM 312,5 39 0,37
AgNP 19,5 4,88 Sinergismo

Fonte: o proprio autor
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Espécies

S. brasiliensis

T. mentagrophytes

N. gypsea

M.canis

M. pachydermatis

Antifungicos

SIM
AgNP

SIM
AgNP

SIM
AgNP

SIM
AgNP

SIM
AgNP

Compostos
isolados

156,25
1

312,5
4,35

312,5
8,7

312,5

312,5

Compostos
combinados

39
0,25

19,5
1

156
4,35

312,5
0,06

312,5
0,06

ICIF

0,49
Sinergismo

0,29
Sinergismo

0,99
Aditismo

1,06
Indiferenca

1,06
Indiferenca

Fonte: o proprio autor

A SIM apresentou concentragdo minima inibitéria (CIM) isolada de 156,25 ug/mL para

S. brasiliensis e de 312,5 uyg/mL para T. mentagrophytes, N. gypsea, M. canis e M.

pachydermatis.

As nanoparticulas de prata (AgNP), obtidas a partir do fungo Lichtheimia ornata,

apresentaram CIMs de 8,42 ug/mL para S. brasiliensis, 4,35 ug/mL para T.

mentagrophytes, 8,7 ug/mL para N. gypsea, 8,7 ug/mL para M. canis e 19,5 ug/mL

para M. pachydermatis.

As AgNPs sintetizadas com extrato de catuaba desenvolveram efeito antifungico mais

potente, com CIMs de 1 ug/mL para S. brasiliensis, M. canis e M. pachydermatis, 4,35
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Mg/mL para N. gypsea, e 4,35 pg/mL para T. mentagrophytes.

Na interacdo entre SIM e AgNP (L. ornata), foi sinérgica para S. brasiliensis, T.
mentagrophytes, M. canis e M. pachydermatis, com redugao de até quatro vezes na
concentragéao inibitéria da AgNP e até 16 vezes para o SIM. Para N. gypsea, o efeito
da interacao foi aditivo.

Com relacgdo a interagdo de SIM e AgNP (catuaba), houve sinergismo também para
S. brasiliensis e T. mentagrophytes. A CIM do SIM reduziu de 156,25 pg/mL para 39
pMg/mL em S. brasiliensis, e de 312,5 ug/mL para 19,5 yg/mL em T. mentagrophytes.
Para AgNP, a concentracdo foi reduzida de 1 pg/mL para 0,25 pg/mL em S.
brasiliensis e de 4,35 ug/mL para 1 ug/mL em T. mentagrophytes. Ja para N. gypsea
e M. canis, a interagao foi aditiva, e para M. pachydermatis diferente.

A atividade antifungica das AgNPs & bem documentada na literatura, com diversos
estudos abordando sua agdo em diferentes espécies. Essghaier et al (2023) avaliaram
AgNPs produzidos a partir de extrato vegetal da planta Achillea maritima, obtendo
CIMs de 0,17 uyg/mL para Candida albicans, C. tropicalis, C. glabrata e Aspergillus
niger. Em dermatofitos, Shahram et al. (2021) informaram CIMs de 3 pg/mL para T.
rubrum, 3,7 ug/mL para T. interdigitale e 9,8 ug/mL para E. floccosum, utilizando
AgNPs biogénicas a partir de extrato de chicéria.

Bocate et al. (2019) avaliaram a atividade antifungica de AgNPs e SIM, isoladas e em
combinagao, contra espécies toxigénicas de Aspergillus. As AgNPs produzidas por
Fusarium oxysporum exibiram CIMs entre 4 e 8 ug/mL, enquanto SIM apresentou
CIMs de 78 ug/mL para A. flavus, A. nomius e A. parasiticus, e de 19,5 uyg/mL para A.
melleus e A. ochraceus. Foi observada atividade sinérgica para A. flavus e A.
parasiticus.

Silva et al (2020) investigaram o sinergismo entre sinvastatina e os antifungicos
anfotericina B e fluconazol contra cepas de Cryptococcus neoformans isoladas de
excrementos de aves. Todas as cepas apresentaram sensibilidade a anfotericina B e
fluconazol, e resisténcia a sinvastatina. Observe-se efeito sinérgico na combinacéao
com anfotericina B, onde a CIM reduziu de 1 yg/mL para 0,25 pg/mL.

O efeito sinérgico ocorre quando a agdo combinada dos compostos em interagao é
maior do que a soma dos efeitos individuais (TOMCZYK, 2019), permitindo maior
eficacia com menor dosagem (TONON, 2016). Ja o efeito aditivo acontece quando as
composi¢cdes atuam independentemente, somando seus efeitos sem interferéncia

mutua (TOMCZYK, 2019). Neste caso, as interacdes podem ser sobrepostas, atuando
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em diferentes regides do mesmo alvo, seja via mecanismos regulatorios ou no mesmo
sitio ativo, ou independentes, agindo em locais distintos do mesmo alvo (JIA et al.,
2009).

As interacbes aditivas observadas neste estudo sugerem que as AgNPs, por
apresentarem multiplos mecanismos de acdo antifungica, faciltam a entrada da
sinvastatina em doses menores, permitindo que esta atue na interrup¢ao da sintese
do ergosterol.

A literatura traz diversos estudos com AgNPs em diferentes espécies fungicas.
Mousavi e Pourtalebi (2015) relatando CIMs mais elevados de AgNPs contra A.
parasiticus. Kim et al. (2008) obtiveram CIMs de 1-7 pg/mL para AgNPs contra
espécies de Candida e T. mentagrophytes. Bocate et al. (2019) também observaram
efeitos aditivos ou sinérgicos, dependendo da espécie, na combinagao de sinvastatina

e AgNPs biogénicas contra cinco espécies de Aspergillus, com CIMs entre 4—8 ug/mL.

5.2.2 Concentragéo Fungicida Minima (CFM)
Tabela 5: CFM dos ativos individuais (Sinvastatina, AgQNP L.ornata e AgQNP catuaba)

contra S. brasiliensis, M. pachydermatis, M. canis, T. mentagrophytes e N. gypsea.

Cepas Ativos
Sinvastatina AgNP L. AgNP C.
S. brasiliensis Fungicida Fungicida Fungicida
M. pachidermatis Fungicida Fungicida Fungicida

M. canis

Fungiostatico

Fungiostatico

Fungiostatico

T. mentagrophytes

Fungiostatico

Fungiostatico

Fungiostatico

N. gypsea

Fungiostatico

Fungiostatico

Fungiostatico

Legenda: Sinvastatina; AgNP L= L.ornata : Nanoparticulas de prata biogénicas extraidas do fungo
Licthemia ornata; AgNP C= catuaba : Nanoparticulas de prata extraida da catuaba.

Fonte: o préprio autor.

Os resultados obtidos indicaram variagdes no efeito antifungico entre os compostos e
as espécies avaliadas. A definicdo do efeito fungicida e fungistatico foi baseada no
crescimento observado: crescimento inferior ou igual a trés colénias apds a exposicao
foi considerado efeito fungicida, enquanto crescimento superior indicou efeito
fungistatico.

O efeito fungicida foi observado contra Malassezia pachydermatis e Sporothrix
brasiliensis em todos os compostos testados. Ja contra os fungos filamentosos
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Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e Nannizzia gypsea, verificou-se
um efeito fungistatico, evidenciado pelo crescimento continuo de colénias. No entanto,
a visualizacdo dessas coldnias foi dificultada devido a morfologia e a forma de
expansao caracteristica desses fungos em meio de cultura.

A auséncia de dados comparativos na literatura dificulta a comparacao direta dos
resultados, além das variagdes metodoldgicas entre estudos. No entanto, os dados
sugerem o potencial promissor das AgNPs, principalmente as derivadas da catuaba,
no controle de fungos patogénicos, justificando a necessidade de estudos adicionais

para elucidar seus mecanismos de agao.

5.2.3 Atividade antifungica sobre Biofilmes formados

Tabela 6: Analise dos dados de Biofilme

Tratamentos Teste Malassezia pachidermatis Sporothrix brasiliensis
t Média % da reducdo SD Média % da redugdao SD
do biofilme formado do biofilme formado
Sinvastatina * 99,77 0,19 9947 0,28
AgNP L. - 99,72 0,25 99,59 0,29
AgNP C. * 99,79 0,20 99,48 0,42

Legenda: Sinvastatina; AgNP L. = Lichtemia ornata: Nanoparticulas de prata extraida do fungo

Lichtemia ornata; AgNP C= catuaba: Nanoparticulas extraidas da catuaba; SD: Desvio padrao.

Fonte: o préprio autor.

Os resultados do teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) indicaram que nao houve diferenca
significativa entre sinvastatina, AgNP (Lichtheimia ornata) e AgNP (catuaba) no
controle dos biofiimes de Malassezia pachydermatis (p=0,7155) e Sporothrix
brasiliensis (p=0,2823), sugerindo eficacia semelhante entre os tratamentos para cada
fungo.

Contudo, ao comparar a eficacia de cada tratamento entre os dois fungos (teste t,
p<0,05), observou-se que sinvastatina (p=0,0068) e AgNP da GRAL Bioativos
(p=0,0366) foram mais eficazes contra M. pachydermatis do que contra S. brasiliensis.
Ja a AgNP de L. ornata apresentou desempenho semelhante para ambos (p=0,2937),
indicando uma acgao mais uniforme.

Essa uniformidade pode estar relacionada as caracteristicas fisico-quimicas das
AgNPs (L. ornata), que talvez ndo favoregam seletividade entre os biofilmes. Por outro
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lado, a variagdo observada com sinvastatina e AgNPs (catuaba) pode refletir
diferengas nos mecanismos de acdo ou na composicdo dos biofilmes entre as
especies.

Em S. brasiliensis, sabe-se que as cepas formam biofilmes robustos, compostos por
hifas e conidios imersos em matriz extracelular com canais de agua, conforme descrito
por Brilhante et al. (2017).

As AgNPs, por sua vez, sdo conhecidas por potencializar a agdo de compostos
antimicrobianos, promovendo a disrupgdo da parede celular fungica, elevagdo da
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais hidroxila, o que contribui

para danos estruturais e inibigdo do biofilme (Mohanta et al., 2023; Atriwal et al., 2021).

5.3 Caracterizacao farmacotécnica das formulacoes

5.3.1 Teste de Pré-estabilidade, Ensaios Organolépticos e Fisico-quimicos

5.3.2 Teste de centrifugacao

A centrifugagédo tem como objetivo submeter a amostra a uma condi¢ao de estresse,
simulando um aumento na forga gravitacional devido a alta rotagdo aplicada. Esse
teste permite prever possiveis instabilidades que possam surgir no produto ao longo
do tempo, manifestando-se por sedimentacéo, separacédo de fases ou coalescéncia
(BRASIL, 2007).

Ao final do procedimento e apds a analise visual, verificou-se que as formulagdes
mantiveram um aspecto homogéneo, sem sinais de separagdo de fases ou
precipitacdo. Dessa forma, todas as amostras demonstraram estabilidade e estao

aptas a passar por caracterizagdes subsequentes.

5.3.3 Caracteristicas organolépticas

Quanto as caracteristicas organolépticas, as formulagbes se apresentaram em uma
forma aquosa, translucida. A formulacao base (F1), apresentou caracteristica aquosa,
translucida e sem odor. A formulagao contendo Nanoparticula de prata extraida do
fungo Lichtemia ornata (F2), apresentou caracteristica aquosa, com coloragédo marrom
e sem odor; ja a formulagéao contendo nanoparticula de prata extraida da catuaba (F3),
apresentou coloracdo mais clara, sem odor e aquosa. A formulacdo contendo

sinvastatina (F4), se apresentou aquosa, sem cor e sem odor, algumas bolhas, mas
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que sumiram apos o repouso. As duas formulagdes (F5, F6) também obtiveram
caracteristica aquosa e sem odor, a (F5) ficou com uma coloragdo amarelada devido
a presencga da nanoparticula de prata extraida do fungo Lichtemia ornata, ja a

formulacdo (F6) apresentou coloragéo translucida.

Tabela 7 — Caracteristicas organolépticas e propriedades fisico-quimicas observadas

apos 24 h de manipulacao das formulagdes desenvolvidas.

Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas

Formulagao | Centrifuga Cor Odor | Aspecto Ph | Densidade

F1 fbase SSF Incolor - Aquoso 6,5 1,005
Homogéneo

F2 AgNP SSF Marrom - Aquoso 6,5 1,010

L.ornata Homogéneo

F3 AgNP SSF Incolor - Aquoso 6,5 1,011

catuaba Homogéneo

F4 SSF Incolor - Aquoso 6,5 1,001

Sinvastatina Homogéneo

F5 AgNP SSF Levemente - Aquoso 6,5 1,010

L.ornata + marrom Homogéneo

Sinvastatina

F6 AgNP SSF Incolor - Aquoso 6,5 1,012

catuaba + Homogéneo

Sinvastatina

Legenda: SSF — Sem separacdao de fases. Todas as formulagdes mantiveram
estabilidade apos 24 horas de manipulagéo, sem alteracéo de aspecto, coloragao ou
odor, e com pH constante em 6,5. As densidades variaram entre 1,001 e 1,012 g/cm?,
com aspecto aquoso e homogéneo em todas as amostras testadas.

Fonte: o proprio autor.

De acordo com a Tabela 7, todas as formulagdes permaneceram estaveis apos o teste
de centrifuga, ou seja, ndo houve separacao de fases, além do pH permanecer na
faixa de 6,0 a 6,5, e densidade com valores proximos a densidade da agua.

A analise da densidade foi embasada na relagao entre as densidades do analito e da
agua a temperatura de 20 °C (BRASIL, 2008). Realizada a determinacao, os valores
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obtidos estédo listados na Tabela 7. Sabendo-se que a densidade ¢é influenciada pela
composic¢ao da amostra e que as formulagdes possuem a mesma base, diferenciando
apenas dos ativos, verifica-se que tais ativos nao influenciaram na densidade.

O aspecto sensorial de um produto representa um parametro de avaliacido de
qualidade, implicando diretamente em sua aceitagdo pelo consumidor. As diferencas
sensoriais observadas em diversos cosméticos sado decorrentes do tipo de
formulagdo, bem como de seus constituintes e embalagem usada para seu
acondicionamento (VIEIRA, 2015). Sendo assim, como o produto em questdo sera
utilizado com fim terapéutico, ao invés de estético, ndo ha necessidade de adicionar

pigmento a formulagao.

5.3.4. Avaliagao da Estabilidade preliminar

As formulacdes mantiveram-se inalteradas apds 15 dias de estabilidade preliminar.
Esse resultado pode ser atribuido a simplicidade e a natureza basica dos ativos

utilizados, bem como ao fato de os compostos serem predominantemente aquosos.

5.4 AVALIACAO ANTIFUNGICA DA FORMULACAO

5.4.1 Curva de Crescimento e Morte

Figura 26 - Curva de sobrevivéncia da cepa S. brasiliensis, exposta as formulagoes
desenvolvidas (F1Fbase, F2AgNP L., F3AgNP C., F4Sinvastatina, F5AgNP L.+
Sinvastatina, FEAgNP C. + Sinvastatina)
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Controle de Sporothrix brasilienisis

4e+03
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\
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Legenda: F1:Formulagéo base 5%; F2 AgNP L.ornata: Formulagao contendo 5% de nanoparticulas de
prata extraida do fungo lichtemia ornata; F3 AgNP catuaba: Formulagdo contendo 5% de
nanoparticulas de prata extraida da catuaba; F4: Formulag&o contendo 5% de Sinvastatina; F5 AgNP
+ Sinvastatina: Formulagéo contendo 2,5% de nanoparticulas de prata extraida do fungo lichtemia
ornata e 2,5% do ativo sinvastatina; F6 AgNP catuaba + Sinvastatina: Formula¢do contendo 2,5% de
nanoparticulas de prata extraida da catuaba e 2,5% do ativo sinvastatina.

Fonte: o proprio autor.

A avaliagao do controle de S. brasiliensis ao longo de 48 horas mostrou diferencas
significativas entre as formulag¢des testadas. A formulagdo F6 apresentou o melhor
desempenho, com eliminagao total da carga fungica logo nas primeiras horas e
manutencdo desse efeito até o final do experimento. F3 também foi eficaz,
promovendo a redugao completa das unidades formadoras de colénia (UFC/mL) nas
primeiras horas.

F5 e F4 mostraram uma reducao inicial da carga fungica, porém com posterior
crescimento, especialmente F4, que manteve niveis elevados de UFC/mL até 48
horas. F2 teve um padrdo de aumento progressivo apos uma leve reducgao inicial,
indicando possivel adaptacao do fungo ao tratamento. F1 (férmula base) apresentou
o pior desempenho, com crescimento fungico continuo ao longo do tempo, indicando
a auséncia de compostos com atividade antifungica em sua composigao.

Esses dados indicam que apenas as formulagdes F3 e F6 apresentaram atividade

antifungica sustentada contra S. brasiliensis, enquanto as demais apresentaram efeito
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parcial.

Figura 27 - Curva de sobrevivéncia da cepa M. pachidermatis, exposta as formulagdes
desenvolvidas (F1Fbase, F2AgNP L., F3AgNP C., F4Sinvastatina, FSAgNP L.+
Sinvastatina, FEAgNP C.+ Sinvastatina)

Controle de Malassezia pachidermatis

4e+04
3e+04
Formulagoes
diluidas
F1
-
E 2e+04 F2
Q - F3
> - F4
F5
F6
1e+04
0e+00 —
0 10 20 30 40 50

Tempo (h)

Legenda: F1:Formulagéo base 5%; F2 AgNP L.ornata: Formulag&o contendo 5% de nanoparticulas de
prata extraida do fungo lichtemia ornata; F3 AgNP catuaba: Formulagdo contendo 5% de
nanoparticulas de prata extraida da catuaba; F4: Formulagdo contendo 5% de Sinvastatina; F5 AgNP
+ Sinvastatina: Formulagéo contendo 2,5% de nanoparticulas de prata extraida do fungo lichtemia
ornata e 2,5% do ativo sinvastatina; F6 AgNP catuaba + Sinvastatina: Formulagdo contendo 2,5% de

nanoparticulas de prata extraida da catuaba e 2,5% do ativo sinvastatina.
Fonte: o proprio autor.

Os resultados da curva de crescimento de M. pachydermatis mostraram que F1 (base)
e F4 (sinvastatina isolada) foram pouco eficazes, com aumento da carga fungica ao
longo do tempo. F2 (AgNP L. ornata) e F3 (AgNP catuaba) reduziram parcialmente o
crescimento, mas nao sustentaram o efeito.

Ja as formulacdes F5 e F6, que combinam AgNPs com sinvastatina, foram as mais
eficazes, mantendo a contagem de UFC/mL proxima de zero durante todo o
experimento. Esses dados indicam que F5 e F6 tém maior potencial para o controle
de M. pachydermatis.

Os resultados obtidos neste estudo para Malassezia pachydermatis podem ser

comparados com os descritos por Costa (2023), que avaliou a eficacia de formulacbes
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contendo bioAgNPs e cetoconazol. Naquele trabalho, a formulagdo FbioAgNP 3%
reduziu a populagédo fungica em aproximadamente 4 log de UFC/mL ap6s 8 horas de
tratamento, mas essa reducido foi parcialmente revertida ao final de 48 horas,
mantendo apenas cerca de 1,5 log de reducédo. Ja no presente estudo, as formulagdes
F5 (AgNP de L. ornata + sinvastatina) e F6 (AgNP catuaba + sinvastatina)
apresentaram desempenho superior, mantendo a contagem de UFC/mL proxima de
zero ao longo de todo o periodo experimental, incluindo as 48 horas finais.

Esse resultado indica um efeito antifungico mais duradouro, com atuagao sustentada
ao longo do tempo, o que reforca o potencial terapéutico das formulagdes
desenvolvidas. Além disso, ao contrario da formulagdo com cetoconazol usada como
controle por Costa, a combinacdo de AgNPs com sinvastatina se mostrou eficaz sem
recorrer a antifungicos convencionais, o que representa uma abordagem promissora

frente a crescente resisténcia desses microrganismos.
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6 CONCLUSAO

As AgNPs e SIM exibiram atividade antifungica contra a maioria das espécies de
fungos causadores de infecgbes testadas. Em combinagdo com a SIM, as
nanoparticulas exibiram efeito sinérgico ou aditivo dependendo da espécie.

Além da eficacia dos compostos isolados, as formulagdes tépicas desenvolvidas
demonstraram estabilidade fisico-quimica e caracteristicas organolépticas
apropriadas para aplicacao.

Futuros estudos devem incluir testes in vivo e abordagens de biologia molecular
voltadas ao esclarecimento dos mecanismos de resisténcia dos microrganismos
estudados, especialmente de Sporothrix brasiliensis, contribuindo para o

desenvolvimento de terapias mais eficazes e direcionadas.
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