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RESUMO

Dermatomicoses sdo doengas fungicas capazes de acometer pele, pelo e unha. O aumento da resisténcia
aos antifingicos resulta na demanda por novos farmacos, sendo a propolis uma alternativa com
diversas propriedades farmacoldgicas. Estudos com modelos ex vivo € in vivo confirmam achados de
modelos murinos tradicionais, refor¢ando descobertas cientificas. O objetivo deste trabalho foi aplicar
modelos alternativos como forma de avaliar a bioatividade do extrato de glicolico de propolis (PEG)
como possivel tratamento para dermatomicoses. Neste estudo foram utilizados os seguintes fungos
causadores de dermatomicoses: Candida albicans, Fusarium oxysporum, Fusarium solani e
Trichophyton mentagrophytes. Primeiramente, foi determinada a Concentra¢do Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragao Fungicida Minima (CFM) do PEG nas concentracdes de polifendis totais (TPC)
frente a fungos causadores de dermatomicoses. Em seguida, determinou-se a dose letal do propolis em
modelo in vivo. Por fim, realizou-se a infec¢ao e tratamento em modelos alternativos ex vivo e in vivo.
Como resultado a CIM variou de 356,25 a 1.425 ng/mL de TPC, enquanto a CFM de 1.425 a 2.850
pg/mL de TPC. Em seguida determinou-se os valores de DL25, DL50, DL75 e DL90 sendo: 1544,65
png/ml, 2188,47 pg/ml, 2686,03 pg/ml e 2945,48 ng/ml de TPC, respectivamente. Em modelo ex vivo
o PEG foi aplicado de forma tdpica, resultando na inibi¢do dos fungos, exceto C. albicans. No entanto,
em modelo alternativo in vivo o PEG administrado de forma sistémica ndo obteve sucesso no
tratamento. Conclui-se que a avaliagdo in vitro somada a aplicacdo de modelos alternativos, PEG tem
potencial sucesso terapéutico topico para tratar dermatomicoses.

Palavras-chave: Candida spp.; Fusarium spp.; Trichophyton spp.; Extrato de Propolis; Tenebrio
molitor.

ABSTRACT

Dermatomycoses are fungal diseases that can affect the skin, hair and nails. The increase in resistance
to antifungal drugs results in a demand for new drugs, with propolis being an alternative with diverse
pharmacological properties. Studies using ex vivo and in vivo models confirm findings from traditional
murine models, reinforcing scientific discoveries. The aim of this study was to use alternative models
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to evaluate the bioactivity of propolis glycol extract (PEG) as a possible treatment for dermatomycoses.
The following dermatomycosis-causing fungi were used in this study: Candida albicans, Fusarium
oxysporum, Fusarium solani and Trichophyton mentagrophytes. Firstly, the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) of PEG in total polyphenol
concentrations (TPC) against fungi causing dermatomycoses were determined. Next, the lethal dose
of propolis was determined in an in vivo model. Finally, infection and treatment were carried out in
alternative ex vivo and in vivo models. As a result, the MIC ranged from 356.25 to 1,425 pg/mL of
TPC, while the CFM ranged from 1,425 to 2,850 pg/mL of TPC. The DL25, DL50, DL75 and DL90
values were then determined: 1544.65 pg/ml, 2188.47 pg/ml, 2686.03 pg/ml and 2945.48 pg/ml of
TPC, respectively. In an ex vivo model, PEG was applied topically, resulting in the inhibition of fungi,
except C. albicans. However, in an alternative in vivo model, PEG administered systemically was not
successful. It is concluded that in vitro evaluation plus the application of alternative models, PEG has
potential topical therapeutic success for treating dermatomycoses.

Kerwords: Candida spp.; Fusarium spp.; Trichophyton spp.; Propolis Extract; Tenebrio molitor.

RESUMEN

Las dermatomicosis son enfermedades fungicas que pueden afectar a la piel, el cabello y las ufias. El
aumento de la resistencia a los medicamentos antifungicos da lugar a una demanda de nuevos
farmacos, siendo el propdleo una alternativa con diversas propiedades farmacologicas. Los estudios
realizados con modelos ex vivo e in vivo confirman los hallazgos de los modelos murinos tradicionales,
reforzando los descubrimientos cientificos. El objetivo de este estudio era utilizar modelos alternativos
para evaluar la bioactividad del extracto glicolico de propoleo (PEG) como posible tratamiento de las
dermatomicosis. En este estudio se utilizaron los siguientes hongos causantes de dermatomicosis:
Candida albicans, Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Trichophyton mentagrophytes. En primer
lugar, se determinaron la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion fungicida minima
(CFM) del PEG en concentraciones totales de polifenoles (CPT) frente a los hongos causantes de
dermatomicosis. A continuacion, se determino la dosis letal de propoleo en un modelo in vivo. Por
ultimo, se llevaron a cabo la infeccion y el tratamiento en modelos alternativos ex vivo e in vivo. Como
resultado, el MIC oscil6 entre 356,25 y 1.425 pg/mL de TPC, mientras que el CFM oscil6 entre 1.425
y 2.850 pg/mL de TPC. A continuacién, se determinaron los valores DL25, DL50, DL75 y DL90:
1544,65 pg/ml, 2188,47 pg/ml, 2686,03 pg/ml y 2945,48 ng/ml de TPC, respectivamente. En un
modelo ex vivo, se aplico PEG por via topica, lo que produjo la inhibicion de los hongos, excepto C.
albicans. Sin embargo, en un modelo alternativo in vivo, el PEG administrado sist¢émicamente no tuvo
éxito. Se concluye que la evaluacion in vitro mas la aplicacion de modelos alternativos, el PEG tiene
un potencial €xito terapéutico topico para el tratamiento de las dermatomicosis.

Palabras clave: Candida spp.; Fusarium spp.; Trichophyton spp.; Extracto de Propdleo; Tenebrio
molitor.
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1 INTRODUCAO

Infecgdes fungicas cutaneas, conhecidas como dermatomicoses, impactam a pele, unhas e
pelos de seres humanos e animais. Essas condi¢des sdo mais prevalentes na América Latina devido ao
clima quente e umido, propicio para a disseminagdo dos agentes causadores [1]. Os principais
causadores de dermatomicoses sdo os fungos dermatofitos, capazes de degradar queratina em
diferentes areas do corpo, como pele, pelos e unhas, sendo denominados fungos queratinofilicos [2].
Além dos dermatofitos, as leveduras do género Candida, que faz parte da microbiota gastrointestinal
e de certas regides da pele, podem invadir e lesionar pele e unhas. Existem também dermatomicoses
causadas por fungos filamentosos ndo dermatofitos (FFND), que podem provocar lesdes,
especialmente em unhas e espagos interdigitais dos pés [3].

O aumento do uso de antifingicos se correlaciona com o aumento de relatos de resisténcia aos
medicamentos antifiingicos, evidenciando ainda mais a necessidade de compreender os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos antifungicos [4]. Por isso, ha uma demanda por
novos farmacos, como de origem natural. Um destes produtos naturais ¢ a propolis, a qual apresenta
promissora atividade contra fungos, podendo ser aplicada de diversas formas na area médica [5]. A
propolis, ou cola de abelha, € uma resina presente nas arvores e coletada pelas abelhas, tendo destaque
por ser um tratamento eficiente, de baixo custo e sem efeitos colaterais graves, considerada um
“antibiodtico natural” com diversas propriedades farmacologicas [6].

Animais vertebrados, como camundongos, sdo amplamente utilizados para testes de
substancias de interesse farmacoldgico, no entanto, a dor, a angustia e o sacrificio de animais durante
experimentos cientificos t€ém sido questionados por pesquisadores [7]. Estudos em modelos in vivo e
ex vivo estdo sendo implementados e os resultados com estes modelos t€ém corroborado com os
tradicionais modelos em murinos [8]. Larvas de Tenebrio molitor, popularmente conhecidas como
larvas de farinha, apresentam algumas vantagens dentre os modelos alternativos usados no estudo de
patdgenos fungicos humanos [9]. Somado a isso, varios modelos ex vivo de infec¢do vém sendo
desenvolvidos com o intuito de mimetizar infec¢des in vivo utilizando animais, por exemplo, estrato
corneo, fios de cabelo, fragmentos de unha, explante de pele, entre outros [10].

Assim, a presente dissertacao teve como objetivo principal realizar estudos utilizando modelos
alternativos ao murino para avaliar a agdo antifingica do extrato de propolis para o tratamento de
dermatomicoses. A dissertagdao foi estruturada em dois capitulos, sendo o capitulo I constituido de
fundamentagdo teorica, objetivos, justificativa e referéncias; capitulo Il o artigo a ser publicado na

revista “Brazilian Journal of Microbiology”.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DERMATOMICOSES

Dermatomicoses sdo doengas fiingicas responsaveis por acometer pele, unhas e pelo dos seres
humanos e dos animais, com maior prevaléncia na América Latina, visto que o clima tropical se
apresenta quente e umido, sendo muito favoravel para a disseminagdo desta etiopatogenia [1]. Estas
infecgcdes acometem o mundo todo, sendo o terceiro distirbio dermatolégico mais frequente em
criangas menores de 12 anos e o segundo mais frequente em adultos [11]. Estima-se que 30% a 70%
da populagdo adulta ¢ portadora assintomatica [12]. E por se tratar de uma doenca de notificagdo nao
compulsoria no Brasil, as informagdes epidemiologicas sobre sua incidéncia sdo obtidas apenas por
meio de pesquisas documentadas na literatura [13].

Os principais agentes etiologicos de dermatomicoses sdo os fungos dermatofitos que possuem
a capacidade de degradar queratina localizada em diferentes localiza¢des do corpo como pele, pelo e
unha servindo como fonte nutricional, sendo denominados como fungos queratinofilicos [2]. Os 3
principais fungos dermatoéfitos pertencem aos géneros Epidermophyton, Microsporum e
Trichophyton, sendo reconhecidas 27 espécies patogénicas para o homem, dentre as quais 15 ocorrem
no Brasil. Destas, as principais sdo: 7. rubrum, E. floccosum, T. mentagrophytes, M. canis, M.
gypseum e T. tonsurans [3]. No entanto, em 2017 se estabeleceu uma nova taxonomia dos
dermatoéfitos, ndo se baseando apenas na analise fenotipica para sua classificagcdo, encontrando
diferencas genotipicas a partir da biologia molecular e, desta forma, a antiga espécie Microsporum
gypseum foi realocada em um novo género, sendo denominada de Nannizzia gypsea [14]. Os
dermatofitos sdo categorizados de acordo com sua relagdo ecologica, podendo ser classificados como
geofilicos, zoofilicos e antropofilicos. As espécies de dermatéfitos que se transmitem entre seres
humanos sdo consideradas antropofilicas, enquanto as demais sdo caracterizadas como oportunistas.
No entanto, mesmo essas espécies oportunistas tém o potencial de causar lesdes graves e de dificil
tratamento. As espécies que infectam animais em geral sdo conhecidas como zoofilicas e podem ser
transmitidas entre animais contaminados, inclusive para animais € humanos saudaveis. J& as espécies
isoladas originalmente no solo sdo consideradas geofilicas e podem ser transmitidas por meio do
contato com solos contaminados. A populacdo que lida diretamente com o manejo do solo esta mais
propensa a dermatofitoses com lesdes inflamatorias agudas [15].

Além disso, o género Candida ¢ um tipo de fungo classificado como patégeno oportunista e
pertencente ao grupo de leveduras, composto por aproximadamente 200 espécies que sao comumente
encontradas na pele e tém a capacidade de se tornarem patogénicas. Geralmente, essas leveduras sao
encontradas no trato gastrointestinal, sistema urogenital, mucosa do trato respiratdrio e pele. Seu
potencial patogénico esté relacionado ao enfraquecimento do sistema imunolédgico, podendo resultar
em doencas infecciosas de natureza sist€mica, superficial e invasiva [16]. Ha ainda outras
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dermatomicoses que nao sao causadas nem por fungos dermatéfitos nem por fungos do género
Candida, mas sim por fungos filamentosos ndo dermatofitos (FFND). Dentre esses fungos destacam-
se: Fusarium spp., Scytalidium dimidiatum, e S. hyalinum que podem causar lesdes principalmente
em unhas e em espagos interdigitais dos pés [3]. Devido a possibilidade de as mesmas espécies de
FFND serem identificadas tanto como contaminantes quanto como agentes etioldgicos, ¢ essencial
confirmar o diagnostico para diminuir significativamente a probabilidade de que estas espécies de

fungos sejam consideradas um contaminante [17].

2.2 RESISTENCIA AOS ANTIFUNGICOS

O controle de infecgdes fungicas depende principalmente da resposta imunoldgica do
hospedeiro. A doenga ocorre quando ha deficiéncia nas defesas naturais ou quando o patéogeno evita
as respostas imunologicas, exigindo o uso de substancias fungicidas ou fungistaticas especificas. No
entanto, ha limitacao na especificidade dos antifiingicos e isso se deve ao conhecimento restrito sobre
os fatores de viruléncia e patogenicidade [8]. Os antifungicos podem ser administrados por via tdpica,
via oral, via intravenosa ou intravaginal. A escolha da via de administragdo varia conforme o farmaco,
o tipo de infeccdo e a gravidade da mesma, categorizados com base no seu mecanismo de a¢do, sendo
classificados como azdis, polienos, alilaminas e equinocandinas [18].

O tratamento ¢ marcado por ser oneroso ¢ prolongado, o que torna desafiadora a adesdo a
terapia medicamentosa, favorecendo, dessa forma, o surgimento de fenomenos de resisténcia [19]
juntamente com o aumento do uso irracional, evidenciando ainda mais a necessidade de compreender
os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia aos antifungicos 4]. Os principais
mecanismos de resisténcia produzidos pelos fungos sdo: a diminui¢do na absor¢do do farmaco, a
modificagdo ou degradacdo metabdlica que dificulta a interagdo entre o farmaco e o sitio-alvo, € o
aumento do efluxo através do bombeamento ativo do antifingico [20]. Os testes de suscetibilidade
desempenham um papel fundamental ao orientar a abordagem terapéutica de doengas fungicas, sendo
cruciais para o entendimento da epidemiologia tanto ao nivel local quanto global, e desempenham um
papel importante na identificacdo de resisténcia a antiflingicos. Essas avaliacdoes fornecem
informagdes valiosas que direcionam a escolha dos tratamentos mais eficazes, contribuem para o
conhecimento do panorama epidemioldgico e auxiliam na detec¢do de possiveis resisténcias aos

medicamentos antifungicos [21].

2.3 EXTRATO DE PROPOLIS

A propolis, ou cola de abelha, ¢ uma resina presente nas arvores e coletada pelas abelhas, tendo
destaque por ser um tratamento eficiente, de baixo custo e sem efeitos colaterais graves, considerada
um “antibidtico natural” com diversas propriedades farmacolodgicas [6]. Os egipcios conheciam as
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propriedades anti-putrefativas da propolis e a utilizavam no processo de embalsamamento de
cadaveres. Além disso, o uso de extratos a base de propolis na medicina popular remonta a 300 a.C.,
tendo o reconhecimento de suas propriedades medicinais por médicos gregos e romanos [22]. Sua
composi¢do ¢ complexa e a tonalidade varia conforme a espécie vegetal e o ambiente de origem [23],
além de sofrer influéncia pelas caracteristicas fitogeograficas nas proximidades da colmeia, incluindo
as plantas que fornecem a resina, bem como a espécie de abelha coletora. Essa diversidade na
composi¢do se manifesta na variedade de atividades bioldgicas e farmacéuticas exibidas por esse
produto [24].

Além da aplicagdo industrial, a propolis se destaca pela atividade bioldgica, atuando como
antimicrobiano, anti-inflamatorio, antioxidante, imunomodulador, antitumoral, cicatrizante e
anestésico [25]. A composi¢do quimica da prépolis engloba uma variedade de componentes, incluindo
flavonoides, acidos aromaticos, ésteres, aldeidos, cetonas, terpenoides, fenilpropanoides, esteroides,
aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, 4cidos graxos, e diversos outros compostos em
quantidades reduzidas [22]. Os estudos indicam uma notavel eficacia da propolis, principalmente
no combate a bactérias Gram-positivas, enquanto sua acao ¢ mais restrita contra bactérias Gram-
negativas. No que diz respeito a capacidade antifungica, observa-se que algumas cepas de fungos,
especialmente do género Candida, demonstram sensibilidade aos extratos de propolis [26]. Além
disso, este composto tem sido estudado para avaliar sua atividade antifungica contra fungos

dermatofitos e endofiticos, como os do género Fusarium que podem causar onicomicoses [27].

2.4 MODELOS ALTERNATIVOS

Animais vertebrados, como camundongos, sdo amplamente utilizados para testes de
substancias de interesse farmacoldgico. No entanto, a dor, a angustia e o sacrificio de animais durante
experimentos cientificos tém sido questionados por pesquisadores [7]. Um dos fundamentos que
orienta estes questionamentos ¢ o principio dos 3Rs (Substitui¢do, Reducdo e Refinamento),
apresentado por Russel e Burch em 1959 [28]. Os insetos apresentam vantagens éticas, logisticas e
econOmicas em relacdo aos modelos de murinos [29]. Um inseto hospedeiro em ascensao ¢ Tenebrio
molitor, um besouro da larva da farinha, praga de graos armazenados, cujas larvas sdo usadas para
alimentacdo de animais de estimag¢do, bem como de passaros [9]. Esses artropodes passam por um
processo de desenvolvimento holometabolo, composto por quatro fases distintas (ovo, larva, pupa e
adultos). A coloragdo desses insetos varia conforme a fase de desenvolvimento, apresentando larvas
de tonalidade amarelada, pupas com coloragdo esbranquigada e adultos que variam entre tons de

marrom-escuro e preto [30].
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Figura 1: fases do desenvolvimento holometabolo de Tenebrio molitor:

/-N y Ovos

Adulto

Fonte: o autor

Quando um parasito ou patdégeno consegue superar as defesas externas do inseto, este precisa
acionar uma resposta imunologica rapida e eficiente para identificar e conter a infec¢do do
microrganismo invasor [31]. As larvas de 7. molitor possuem sistema imunoldgico inato com
respostas humorais ¢ celulares, sendo um modelo alternativo adaptado com sucesso. A resposta
humoral envolve a producao de melanina e peptideos antimicrobianos com atividades bactericidas e
antifungicas, enquanto as respostas celulares sdo orquestradas por diversas células conhecidas
coletivamente como hemdacitos, cujas respostas incluem fagocitose, encapsulamento e nodulagdo [32].

Em comparacdo a outros modelos de invertebrados, as larvas de 7. molitor apresentam um
tamanho relativamente maior, o que viabiliza a coleta de uma quantidade significativa de hemolinfa.
Além disso, a administracdo do indculo pode ser realizada por meio de injecdo, possibilitando a
insercao direta do patdégeno na hemolinfa [33]. A capacidade do inseto de tolerar altas temperaturas
possibilita sua manutengdo a 37 °C, sendo esta temperatura um estimulo ambiental que desencadeia a
expressdo de fatores de viruléncia em diversos patdgenos. Essa caracteristica faz do 7. molitor um
modelo valioso para investigar as complexas interagdes entre patdgenos e hospedeiros [34].

Além dos modelos alternativos in vivo, existem também modelos ex vivo que consistem na
utiliza¢do de fragmentos de tecidos, tais como pele, cornea e cascos, nos quais a integridade estrutural
do tecido ¢ mantida [35]. Estes modelos abrangem um ambiente tridimensional (3D) fisioldgico que
possui caracteristicas cruciais, como foliculos capilares, proporcionando uma vantagem significativa
em relacdo a outros sistemas de cultura de células in vitro ou em duas dimensdes (2D) [36], além de
ser um método eficaz para gerar imagens e avaliar o desenvolvimento da coloniza¢do de 6rgdos e
tecidos, sendo examinados principalmente por meio da técnica de microscopia eletronica de varredura
[37]. Um método frequentemente empregado envolve o uso de fragmentos de unhas humanas,
explorando aspectos como a penetracao de farmacos, a patogénese, a expressao génica, a formacgao de
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biofilme e outros fatores, normalmente utilizando dermatofitos [38],[39]. A unha ¢ formada por uma
lamina ungueal composta por trés camadas: uma camada interna (camanda ventral); uma camada dura
e intermedidria de queratina; e a camada mais externa (camada dorsal). Todas as camadas podem ser

facilmente colonizadas ou infectadas por fungos causadores de dermatomicoses [40].

Figura 2: Representacdo esquematica da lamina ungueal em corte transversal. As fibras de queratina nas camadas dorsal
e ventral sdo compactadas e na camada intermediaria sdo alinhadas e orientadas na direcdo perpendicular ao eixo de
crescimento da unha.

—— Camanda dorsal
—  Camanda intermediaria

——— Camanda ventral

Fonte: o autor.

3 JUSTIFICATIVA

Visto a necessidade de novos estudos acerca dos extratos de propolis para que estes possam
ser utilizados em associacdo aos farmacos tradicionais que estdo perdendo sua efetividade e sirvam
de novos antifungicos, somado a demanda pelo refinamento do uso de modelos animais através da

aplicacdo de modelos alternativos.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Aplicar modelos alternativos in vivo e ex vivo para avaliar a eficacia e eficiéncia de extrato

de propolis para tratamento de dermatomicoses.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentragao inibitéria minima e fungicida minima de extrato de propolis frente
a fungos causadores de dermatomicoses;

Aplicar modelo alternativo in vivo utilizando larvas de Tenebrio molitor para determinar a
toxicidade do propolis;

Realizar a infecg¢@o fingica e tratamento com extrato glicolico de propolis (PEG) utilizando

modelos alternativos ex vivo € in vivo.

L T Wi T BT T S, R S T
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