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RESUMO

A dermatofitose é uma micose cutanea causada por fungos dermatofitos, denominada
de acordo com o sitio de infec¢do (Tinea corporis, Tinea capitis e Tinea pedis). Esses
fungos estdo classificados em trés géneros: Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton, a depender da morfologia dos conidios. Ademais, as espécies sédo
divididas em geofilicas, zoofilicas e antropofilicas, conforme seu habitat natural. Os
fatores de viruléncia dos fungos queratinoliticos estdo associados a secrecao de
enzimas como proteases e lipases que atuam em amplo espectro de pH e em diversos
substratos. O tratamento das dermatofitoses se baseia em medicamentos antifingicos
de uso topico e sistémico, utilizados em combinac&o ou néo, pertencentes as classes
das alilaminas, polienos, azolicos e equinocandinas. Os mecanismos de resisténcia
gue estimulam a busca de novos agentes terapéuticos envolvem a superexpressao
de bombas de efluxo, muta¢des nos genes alvos, ativacao de vias de sinalizagdo em
resposta ao estresse e enzimas de detoxificacdo celular. Modelos de infeccéo para o
estudo da patogenicidade e de novos medicamentos para dermatofitos ainda sdo um
desafio, principalmente para espécies antropofilicas. Assim, o objetivo deste estudo
foi analisar a acdo de novos compostos tiazélicos contra dermatofitos, seguido da
avaliacdo e padronizacdo de um modelo de infeccdo alternativo utilizando o
invertebrado Tenebrio molitor para dermatéfitos. O desenvolvimento desse modelo de
infeccdo com larvas de T. molitor por dermatofitos permitird o estudo da viruléncia de
linhagens dos dermatofitos, por meio da andlise da sobrevida das larvas, bem como
permitira testar a acdo dos novos compostos. Foram avaliadas a atividade de 53 novos
compostos tiazoélicos contra dermatofitos, pela andlise de sua atividade fungicida e/ou
fungistética, ensaios in vitro com fragmentos de unhas e de exoesqueleto de T. molitor,
acao em biofilmes e producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxinitrito
(PRN). Deste modo, este trabalho traz novas perspectivas para o tratamento das
dermatofitoses, contribuindo também para o desenvolvimento de estratégias para o
estudo e avaliacdo da patogenicidade e estudo de novos compostos com agao contra

dermatofitos.

Palavras-chave: Dermatofitose; Dermatofitos; Novos compostos tiazélicos; Modelo

de infeccao; Tenebrio molitor.



ABSTRACT

Dermatophytosis is a cutaneous mycosis caused by dermatophyte fungi, named
according to the site of infection (Tinea corporis, Tinea capitis and Tinea pedis). These
fungi are classified into three genera: Trichophyton, Microsporum and
Epidermophyton, depending on the morphology of the conidia. Furthermore, species
are divided into geophilic, zoophilic and anthropophilic, depending on their natural
habitat. The virulence factors of keratinolytic fungi are associated with the secretion of
enzymes such as proteases and lipases that act across a broad pH spectrum and on
different substrates. The treatment of dermatophytosis is based on antifungal
medications for topical and systemic use, used in combination or not, belonging to the
classes of allylamines, polyenes, azoles and echinocandins. The resistance
mechanisms that stimulate the search for new therapeutic agents involve the
overexpression of efflux pumps, mutations in target genes, activation of signaling
pathways in response to stress and cellular detoxification enzymes. Infection models
for studying pathogenicity and new drugs for dermatophytes are still a challenge,
especially for anthropophilic species. Thus, the objective of this study was to analyze
the action of new thiazole compounds against dermatophytes, followed by the
evaluation and standardization of an alternative infection model using the invertebrate
Tenebrio molitor for dermatophytes. The development of this model of infection with T.
molitor larvae by dermatophytes will allow the study of the virulence of dermatophyte
strains, through the analysis of larvae survival, as well as testing the action of new
compounds. The aim is to evaluate the activity of 53 new thiazole compounds against
dermatophytes, through analysis of their fungicidal and/or fungistatic activity, in vitro
testing of nail fragments and exoskeleton of T. molitor, action on biofiims and
production of species reactive oxygen (ROS) and peroxynitrite (PRN). Therefore, this
work brings new perspectives to the treatment of dermatophytosis, and also
contributes to the development of strategies to study and to evaluate the pathogenicity

and new compounds that act on dermatophytes.

Keywords: Dermatophytosis; Dermatophytes; New thiazole compounds; Infection
model; Tenebrio molitor.
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1 INTRODUCAO

Os dermatofitos sdo fungos que causam infec¢des cutaneas em humanos e
animais, representando um desafio significativo para a saude publica. O diagndstico
da dermatofitose envolve a andlise do historico clinico e de fatores de risco, um exame
fisico minucioso, reconhecendo o0s sintomas caracteristicos (prurido, eritema e
descamacdo) e realizacdo de métodos laboratoriais, como o exame direto ao
microscopio e cultura de amostras de pele, cabelo ou unhas.

Dentre as classes de antiflngicos mais utilizadas no tratamento das
dermatofitoses estdo os compostos azélicos, os quais sdo amplamente empregados
devido a sua eficacia e seguranca. Entretanto, a resisténcia aos azolicos e a
necessidade de terapias alternativas evidenciam a importéncia e necessidade da
avaliacdo continua da acdo desses compostos. Os compostos azélicos
desempenham sua atividade antifungica inibindo a enzima lanosterol 14-a-demetilase,
interferindo na sintese do ergosterol, um componente essencial da membrana fungica.
Este trabalho avalia a eficacia de novos compostos azélicos contra dermatofitoses,
fornecendo dados sobre a atividade desses agentes contra os dermatofitos mais
comuns na clinica humana.

A compreensdo da viruléncia dos dermatoéfitos e de sua resisténcia aos
antifngicos sdo essenciais para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
eficazes contra as dermatofitoses. Neste contexto, a utilizacdo de modelos
experimentais apresenta um importante papel na avaliacdo da patogenicidade dos
dermatofitos e no efeito de potenciais agentes antifingicos. Tenebrio molitor surge
como um modelo promissor, acessivel e econbmico para essas avalia¢des, devido a
sua suscetibilidade a dermatofitos e a sua viabilidade como modelo experimental, em
funcdo de sua facilidade de criagdo e manipulacdo em laboratorio e de suas
caracteristicas fisioloégicas e genéticas. Além disso, a capacidade desse inseto em
fornecer resultados rapidos e reproduziveis, o torna um modelo experimental
alternativo ideal para avaliar a eficacia de antifingicos em condi¢cfes controladas.

Ao abordar essas questdes fundamentais, espera-se que este estudo possa ter
um impacto significativo na prética clinica e na saude publica, melhorando os

resultados do tratamento e reduzindo a morbidade associada as dermatofitoses.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS DERMATOFITOSES

As doencas causadas por fungos podem ser classificadas em superficiais,
cutdneas, subcutaneas, profundas e oportunistas (OLIVEIRA, 2014). As
dermatofitoses sdo as micoses cutaneas mais comuns (PERES et al. 2010), e sé&o
causadas por fungos filamentosos queratinoliticos, isto é, capazes de metabolizar a
queratina existente no estrato corneo da pele, unhas e cabelos, como fonte de
nutrientes (MARTINEZ-ROSSI et al. 2021).

A dermatofitose € uma doenca fangica cutanea amplamente distribuida em
todo o mundo, afetando milhdes de individuos. De acordo com estudos
epidemiologicos recentes, estima-se que essa doenca acomete cerca de 25% da
populacdo mundial, com taxas mais altas em areas tropicais e subtropicais devido as
condi¢cBes ambientais favoraveis ao crescimento desses fungos, como clima, umidade
e temperatura. Dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS) destacam que 30%
a 70% dos adultos sdo portadores assintomaticos da dermatofitose, representando
uma carga significativa para os sistemas de saude (PETRUCELLI et al. 2020).

No Brasil, os dados epidemiolégicos mostram que a prevaléncia da
dermatofitose no pais varia entre 18% e 23%, com a ocorréncia de espécies distintas
nas regioes Sul e Norte do pais. Em termos de incidéncia, estima-se que ocorram
aproximadamente 2 milhdes de novos casos de dermatofitose por ano no pais,
representando uma carga substancial para o sistema de saude. Além disso, a
dermatofitose é mais comum em criancas e adultos jovens, sendo frequentemente
observada em ambientes urbanos e em comunidades de baixa renda (DALLA LANA
et al. 2016). Entretanto, acredita-se que esses valores estdo subestimados, devido &
falta de diagndstico laboratorial e notificacdo da doenca, enfatizando a importancia da
vigilancia epidemiolégica continua e da implementacdo de estratégias eficazes de
prevencao e controle da dermatofitose em nivel global e no Brasil, incluindo medidas
de educacdo em saude e acesso a tratamento adequado.

As dermatofitoses sdo denominadas de acordo com o local em que ocorre a
infecgdo, como por exemplo Tinea corporis que acomete tronco, bracos e pernas,
Tinea capitis que envolve o couro cabeludo e Tinea pedis que afeta os pés. Em

algumas regifes com caracteristicas climaticas distintas, as prevaléncia das formas
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clinicas podem variar, isto €, em paises ocidentais Tinea pedis e onicomicose
(infeccdo das unhas) sdo mais prevalentes, enquanto Tinea capitis e Tinea corporis
sdo comuns em &reas tropicais (HAYETTE e SACHELI, 2015). As dermatofitoses
também incluem Tinea cruris com lesbes na regido da virilha, Tinea barbae para
lesdes na regido da barba e do bigode e Tinea unguium ou onicomicose que afetam
as unhas. Durante a pandemia de COVID-19, foi observado aumento de casos de
Tinea faciei devido ao uso de mascaras (BORTOLUZZI; BONESCHI; VERALDI,
2022). Os locais das infec¢des fungicas mencionados acima estéo ilustrados na figura
1 (KESHWANIA et al. 2023).

;)

Figura 1. Representacdo das formas especificas de dermatofitose em humanos com
a localizacdo anatbmica de tecidos e 6rgdos da infec¢do. Fonte: KESHWANIA et al.
2023.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) em 2021, as
fontes de infec¢cdo podem ser o solo, 0 homem e certos animais, como por exemplo
caes, gatos, porcos, gados, aves, peixes, entre outros. Estima-se que mais de 30
espécies possuem habilidade para causar infeccdes em diversos tecidos humanos
(SBD, 2021). A transmisséo de dermatofitos pode acontecer por contato direto com
humanos ou animais infectados ou indiretamente por meio de fémites contaminados
(PIRES et al. 2014).
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A patogénese das dermatofitoses resulta da interacéo de elementos fungicos e
dos hospedeiros, permitindo o estabelecimento da infec¢cdo que acontece juntamente
com a ativacédo do sistema imune. A instalagdo dessa infeccédo requer que o fungo
seja capaz de vencer as barreiras do hospedeiro, tais como acidez e descamacéao da
pele, presenca de substancias inibitorias (4cidos graxos e peptideos antimicrobianos)
e acdo dos fagoécitos (MARTINEZ-ROSSI et al. 2017).

2.1.1 Manifestac¢@es clinicas

As manifestacfes clinicas da dermatofitose podem variar amplamente
conforme a regido do corpo afetada e o agente causador (DALLA LANA et al. 2016).
Como os sinais e sintomas das dermatofitoses séo variados e podem afetar diferentes
areas corporais, geralmente os mais comuns sdo: dermatite, prurido, manchas
vermelhas, descamacéao da pele, perda de cabelo e erup¢des cutaneas (KESHWANIA
et al. 2023).

Nessa perspectiva, a dermatofitose pode se manifestar clinicamente de forma
tipica ou atipica. As manifestacdes clinicas tipicas incluem lesbes eritematosas,
descamativas e circulares com bordas bem delimitadas, frequentemente
acompanhadas de prurido intenso. Essas lesdes geralmente ocorrem em areas do
corpo expostas a ambientes quentes e umidos, como o couro cabeludo, as unhas, a
virilha e os pés (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995).

No entanto, a dermatofitose também pode apresentar manifestacdes atipicas,
como lesdes vesiculosas, pustulosas, hiperpigmentadas ou mesmo apresentar-se
como uma forma disseminada da doenca. A presenca desses sinais podem ser
desafiadoras para o diagndstico clinico e confundidas com outras condicGes
dermatolégicas, sendo necessério a realizacdo de um diagnostico diferencial
(DOGRA; NARANG, 2017).

Dessa maneira, compreender as diferentes manifestagcdes clinicas da
dermatofitose é importante para garantir um diagndstico correto e preciso, e assim
permitir a escolha de um tratamento eficaz e resolutivo para os pacientes acometidos

por essa infeccéo.

2.1.2 Diagndstico
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A abordagem diagndstica das dermatofitoses envolve uma combinagcdo de
métodos clinicos, microbioldgicos e laboratoriais. Clinicamente, a dermatofitose é
caracterizada pela avaliacdo das lesdes cutaneas. A confirmacao do diagndstico é
realizada submetendo as amostras de lesGes cutdneas a exames microscopicos
diretos, cultura fangica e testes moleculares (TAVARES et al. 2021).

Uma abordagem cléssica utilizada para recuperar o fungo de amostras clinicas
€ 0 exame microscopico direto, o qual possibilita a visualizacédo e caracterizacdo de
hifas e artroconidios caracteristicos dos dermatéfitos. Além disso o cultivo micoldgico
indica a presenca das estruturas de reproducéo e ornamentacao (DE AGUIAR et al.
2022).

O isolamento e identificacdo dos fungos causadores da dermatofitose €
realizado em meios de cultura ricos em glicose e peptona, como 0 agar sabouraud
dextrose (ASD), suplementados com antibacterianos. O crescimento das culturas
fungicas levam em torno de 14 dias a temperatura de 25-28 °C e permite a analise
das caracteristicas macromorfoldgicas e a avaliacao da sensibilidade aos antifungicos
(REIS-GOMES et al. 2012). As caracteristicas morfolégicas dos dermatofitos podem
ser avaliadas em meios convencionais, como o ASD, observando macroscopicamente
a aparéncia, o tamanho e a coloracdo da colbnia e a producdo de pigmentos;
microscopicamente, a forma, o tamanho e a disposi¢do dos conidios e a presenca de
clamidoconidios e as alteracdes na morfologia das hifas (KANE, 1997).

O diagnostico dessa doenca também pode ser realizado por meétodos
moleculares utilizando material genético previamente extraido por reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). A PCR, convencional ou em tempo real, oferece alta
sensibilidade e especificidade, bem como menor tempo de resposta quando
comparado com 0s métodos convencionais na deteccdo de DNA fingico em amostras
clinicas (BEGUM et al. 2020), entretanto, essa metodologia ainda ndo é utilizada na
rotina laboratorial.

O diagnostico preciso da dermatofitose € essencial para um tratamento
adequado, para mitigar as complicacdes e para reduzir a disseminacao da infeccao.
Nesse contexto, em 2006, Siqueira e colaboradores avaliaram 280 amostras de unhas
ou pele de estudantes universitarios entre 18 e 25 anos, obtidas por raspagem
superficial. Realizou-se 0 exame micoldgico direto, isolamento de dermatofitos e
identificagdo dos géneros e espécies baseada em caracteristicas macro e

microscopicas, além de testes de hidrélise da ureia, sendo observada prevaléncia de
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dermatofitose nas lesdes cutaneas de 18,2% nessa populagao analisada (SIQUEIRA
et al. 2006).

Por outro lado, a deteccdo e identificacdo de dermatdéfitos em amostras de
unha, pele e cabelo por métodos moleculares contribuira com a reducao do tempo de
observacdo com os métodos baseados em culturas por serem mais sensiveis, mas
ndo substitui os exames microscopico e a cultura (HAYETTE e SACHELI, 2015).
Todavia, o trabalho de Begum e colaboradores (2020), conclui que a preocupacgao da
escolha de qual técnica aplicar para o diagnéstico da dermatofitose é multifatorial e
dependente das instalacfes e condi¢cbes de cada laboratério (BEGUM et al. 2020).

2.2 FUNGOS DERMATOFITOS

Os dermatdfitos sdo fungos filamentosos que compartilham caracteristicas
taxondmicas, morfologicas, fisioloégicas e de antigenicidade analogas (LACAZ et al.
2002). Por se tratar de fungos queratinofilicos, sédo capazes de metabolizar e utilizar
a queratina presente na pele, cabelos e unhas como fonte de nutrientes (PERES et
al. 2010).

Esses fungos apresentam estruturas filamentosas multicelulares (hifas),
hialinas, septadas e reproducéo assexuada ou sexuada (SIDRIM et al. 2004). As hifas
compdem o miceélio do fungo e sdo essenciais para a absorcdo de nutrientes e a
colonizacao do tecido hospedeiro (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995). Os conidios
séo estruturas de dispersao assexuada produzidas pelos dermatéfitos, formados nas
extremidades das hifas ou conidiéforos e liberados no ambiente para infectar outros
hospedeiros (HAVLICKOVA, CZAIKA e FRIEDRICH, 2008).

Metin e Heitman discutem a natureza dualistica dos dermatofitos em termos de
sua reproducéo, isto é, explora os mecanismos subjacentes a reproducéo assexual,
com a producdo de conidios, e a reproducdo sexual, que envolve a formacao de
esporangios. A sua capacidade de reproduzir de forma assexual permite uma rapida
disseminacdo e colonizacdo do hospedeiro, enquanto a reproducao sexual pode
contribuir para a variabilidade genética e potencialmente para a adaptacdo a novos
ambientes ou pressoes seletivas. (METIN e HEITMAN, 2020).

Os dermatofitos sé@o classificados de acordo com seu habitat natural, sendo
geofilicos, zoofilicos e antropofilicos, estando presentes no solo, em animais e

humanos, respectivamente. As infec¢Bes fungicas que atingem os humanos séo
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desencadeadas principalmente por dermatéfitos zoofilicos e antropofilicos (HAYETTE
e SACHELLI, 2015).

Os fungos geofilicos sdo saprdfitas do solo e capazes de colonizar tecidos
gueratinizados de estruturas em decomposicao, tais como cascos, chifres, pélos,
penas e escamas. Poucas espécies geofilicas podem infectar seres humanos e
animais, sendo que Microsporum gypseum apresenta maior viruléncia (WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995). Além disso, essa espécie esta associada a infec¢des cutaneas
superficiais, como Tinea corporis e Tinea capitis e possui potencial zoonético,
podendo ser transmitido de animais para humanos e vice-versa (MA et al. 2022).

Os dermatéfitos zoofilicos infectam preferencialmente espécies de felinos,
aves, caninos, bovinos e suinos. A espécie Microsporum canis, coloniza céaes e gatos
domesticos, contaminando o ambiente domiciliar e favorecendo o aparecimento de
infec¢des dermatofiticas nos individuos em contato com estes animais (WEITZMAN e
SUMMERBELL, 1995).

As espécies antropofilicas sdo os agentes causadores de dermatofitoses mais
frequentes, afetam seres humanos e raramente acometem outros animais ou
conseguem sobreviver no solo. Entre eles, destacam-se Trichophyton rubrum,
Trichophyton interdigitale, Trichophyton tonsurans e Epidermophyton floccosum
(WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995).

Trichophyton rubrum € frequentemente associado a infecgbes crbnicas e
recorrentes, sendo responsavel por uma variedade de condi¢fes, incluindo Tinea
corporis, Tinea pedis e onicomicose (ELEW SKI, 1998). Sua prevaléncia € significativa
em todo o mundo (OLSEVER et al. 2014), e estudos recentes tém destacado sua
capacidade de se adaptar aos diferentes ambientes queratinizados, tornando-se um
desafio clinico crescente por apresentar resisténcia consideravel aos tratamentos
antifangicos convencionais (SIQUEIRA LEMOS et al. 2021).

Trichophyton interdigitale é frequentemente associado a infeccfes fungicas
cutaneas nos pés (Tinea pedis), causando uma variedade de sintomas, incluindo
prurido, descamacédo e fissuras na pele afetada, impactando negativamente na
gualidade de vida dos pacientes afetados (ILKIT; DURDU, 2015). Estudos
epidemiologicos destacam a prevaléncia de infecgdes por esse dermatoéfito em todo o
mundo, especialmente em areas favoraveis a sua propagagdo, como instalacdes
esportivas e piscinas publicas (FONSECA-GOMEZ; URBANO-CACERES;
ZANGUNA-FONSECA, 2022).
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Trichophyton tonsurans é um dos principais causadores de Tinea capitis
especialmente em criancas. Esta espécie é altamente contagiosa e comumente
transmitida por contato direto entre individuos infectados, especialmente em
ambientes com aglomerag&o, como escolas e creches (ABDEL-RAHMAN et al. 2010).

Trichophyton equinum afeta principalmente equinos, causando a dermatofitose
equina. Ha também relatos ocasionais de infeccdes em humanos, especialmente em
pessoas que tém contato proximo com esses animais (TAKATORI; ICHIJO, 1985).
Esta espécie de fungo pode causar lesdes cutaneas inflamatérias em equinos,
resultando em perda de pelo, descamacéo e prurido. No entanto, em humanos sao
consideradas raras e geralmente autolimitadas (KANDEMIR et al. 2020).

Epidermophyton floccosum é reconhecido como um dos principais causadores
de infec¢cbes cutaneas em humanos, especialmente Tinea corporis e Tinea cruris
(BUNYARATAVEJ et al. 2024). Esta espécie possui a capacidade de colonizar a
camada cOrnea da pele e causar lesdes cutaneas inflamatorias, resultando em
prurido, descamacdo e eritema (DE JESUS; SOUSA, 2020). E particularmente
prevalente em regides tropicais e subtropicais, onde as condi¢cdes climaticas
favoraveis a sua propagacao sao comuns (ARUNA, 2023).

As espécies mais frequentemente encontradas foram organizadas em trés

grupos no quadro 1, conforme o habitat primario e afinidade por hospedeiros.

Quadro 1. Classificacdo de algumas espécies de dermatofitos conforme preferéncia

Geofilicos Zoofilicos Antropofilicos
Microsporum boullardii Microsporum canis Epidermophyton floccosum
Microsporum cookei Microsporum gallinae Microsporum audouinii
Microsporum gypseum Trichophyton equinum Trichophyton interdigitale

Microsporum nanum | Trichophyton mentagrophytes Trichophyton rubrum

Trichophyton verrucosum Trichophyton tonsurans

de hospedeiros. Fonte: Adaptado de WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995.

As principais espécies envolvidas em infec¢cdes de pele em humanos séo:

Epidermophyton floccosum, Microsporum canis, Microsporum gallinae, Microsporum
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gypseum, Trichophyton equinum, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
interdigitale, Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton schoenleinii,
Trichophyton soudanense, Trichophyton verrucosum, Trichophyton violaceum, entre
outros (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995).

Um estudo de Costa-Orlandi analisou 233 amostras de casos suspeitos de
dermatomicose em um Hospital Terciario de Belo Horizonte. Foram obtidos isolados
de leveduras e fungos filamentosos das espécimes e considerados diagnésticos
conclusivos de micoses em 82 casos, sendo que o0 género Trichophyton representou
mais de 80% dos isolados, com as espécies T. rubrum, T. interdigitale, além da
espécie M. gypseum (COSTA-ORLANDI et al. 2012).

2.2.1 Fatores de patogenicidade

A patogenicidade dos dermatofitos envolve uma série de mecanismos
adaptativos que |hes permitem colonizar e causar infeccdo na pele, cabelos e unhas
dos hospedeiros humanos. Esses fungos possuem enzimas queratinoliticas, que Ihes
permitem degradar a queratina, uma proteina encontrada em abundancia nos tecidos
cutaneos, facilitando assim sua invasao e colonizacdo (GHANNOUM et al. 2016).

A capacidade dos dermatdfitos de metabolizar a queratina € considerada um
fator de viruléncia, isto porque esses fungos secretam diversas enzimas (proteases,
lipases e celulases) que atuam como antigenos e induzem varios graus de inflamacao,
permitindo a captacdo de diferentes nutrientes presentes no microambiente
hospedeiro e consequentemente, a sobrevivéncia do fungo no tecido hospedeiro
(CHINNAPUN, 2015).

Os dermatofitos sdo capazes de digerir queratina por meio da quebra das
ligacOes dissulfeto e a utilizam como fonte de carbono e nitrogénio (VIANI et al. 2001).
O estudo de Grumbt e colaboradores oferece suporte molecular para a hipétese de
gue a degradacéo da queratina é facilitada pela degradacdo do agente redutor sulfito,
gue cliva ligag@es de cistina estabilizadoras, produzido por dermatéfitos. Assim sendo,
esse estudo mostra achados in vitro que integra dois pré-requisitos para a infeccao de
estruturas queratinizadas por dermatofitos: formacdo de sulfito para degradacéo de
gueratina e tolerancia a cisteina (GRUMBT et al. 2013).

Mercer e Stewart demonstraram a complexidade envolvida na degradacéo de

gueratina por dermatéfitos, que envolve a sulfitélise a partir da cisteina, a protedlise
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por endoproteases e a hidrélise por exoproteases, permitindo a infeccao de tecidos
gueratinizados (MERCER e STEWART, 2019). Maranhéo e colaboradores em 2009
identificaram e analisaram genes que contribuem com o processo infeccioso causado
por dermatéfitos, e demonstraram que a delecdo do gene TruMDR2, o qual possui
sequéncia para codificar uma proteina transportadora de ligacdo de ATP, resulta em
maior suscetibilidade a alguns antifungicos. Além disso, verificou-se que esse gene €
regulado positivamente na presenca de queratina se comparado com a glicose
(MARANHAO et al. 2009).

Os dermatofitos também sao capazes de produzir metabdlitos secundarios com
propriedades imunomodulatérias que podem interferir com a resposta imune do
hospedeiro, permitindo a persisténcia da infeccdo (BITENCOURT et al. 2021). Esses
metabolitos podem influenciar tanto a resposta imune inata quanto adaptativa,
afetando a viruléncia e a persisténcia da infec¢cédo fungica. Estudos tém demonstrado
gue esses fungos sdo capazes de secretar proteinas e outras moléculas como o acido
hialurénico e o ergosterol, que podem modular a resposta inflamatéria e a ativacao de
células do sistema imune, como neutrofilos, macrofagos e células dendriticas
(PETRUCELLI et al. 2018). Além disso, alguns metabdlitos secundarios produzidos
pelos dermatéfitos podem influenciar a producéo de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias, contribuindo para a tolerancia imunolégica do fungo (BITENCOURT et
al. 2021). Compreender o papel desses metabdlitos secundarios na patogénese da
dermatofitose € crucial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes
para o tratamento dessa infec¢ao fangica cutanea.

Outros estudos tém revelado a presenca de genes de viruléncia especificos
nos dermatéfitos, os quais desempenham papéis importantes na aderéncia, na
invasdo e na evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro. Esses genes de
viruléncia dos dermatdfitos codificam proteinas de adesdo, como a adesina de
superficie e a proteina de ligagéo, a fibronectina, que facilitam a ligacdo dos fungos
aos gqueratinécitos da pele (MARTINEZ-ROSSI et al. 2017). Por fim, os genes que
regulam a expresséao de fatores de viruléncia e a resposta imune do hospedeiro, como
genes de reguladores de transcricdo e genes de moduladores da resposta
inflamatoria, desempenham papel na capacidade dos fungos dermatéfitos de evadir o
sistema imunoldgico do hospedeiro e assim persistir na pele (PERES et al. 2010).

A fim de buscar novos agentes antifungicos e estratégicas terapéuticas, alguns

pesquisadores estudaram a regulacao génica em diversos aspectos, entre eles o fator
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de transcricdo StuA, exclusivo de fungos dermatoéfitos, que afeta a viruléncia,
fisiologia, reproducdo sexuada e producdo de hifas quando eliminado (MARTINEZ-
ROSSI et al. 2021). O fator de transcricdo StuA pertence a uma classe conservada de
proteinas exclusivas de fungos e esta envolvido no controle da diferenciacdo e
desenvolvimento celular fangico. Estudos recentes revelaram que o0 gene stuA esta
diretamente envolvido na regulacdo da morfogénese, germinacdo, conidiacéo,
pigmentacéo, hidrofobicidade micelial e suscetibilidade a diferentes estressores, além
de confirmar o seu papel no metabolismo central do carbono relacionado a glicélise.
Além disso, a delecdo do gene stuA ocasionou a diminuicdo da atividade das
proteases queratinoliticas, prejudicou a producédo de biofilme e promoveu a secrecéo
de citocinas pro-inflamatorias em uma linhagem celular de queratinocitos humanos.
Assim, a funcdo de StuA no metabolismo central é fundamental para a compreensao
da fisiologia celular e das caracteristicas de viruléncia, no intuito de elucidar os
mecanismos moleculares subjacentes a patogénese da dermatofitose (BITENCOURT
et al. 2021).

O fator de transcricdo AP1 € uma proteina de ligacdo ao DNA presente em
fungos dermatofitos que desempenha um papel central na regulacdo da expressao
génica e na adaptacdo desses microrganismos ao ambiente cutaneo do hospedeiro
humano. Estudos de Peres e colaboradores tém demonstrado que a delecéo do fator
AP1 acarretou a hiperpigmentacdo, espessamento da parede celular dos conidios,
aumento da suscetibilidade ao estressor de parede celular calcofluor e perda de
controle da atividade queratinolitica. Além disso, esse fator de transcricdo esta
envolvido no controle negativo dos mecanismos de viruléncia, o qual pode contribuir
para a cronicidade da infeccdo, na resposta ao estresse oxidativo e a exposicédo a
agentes antifangicos, colaborando com a sobrevivéncia dos dermatéfitos em
condicles adversas (PERES et al. 2022).

2.2.2 Mecanismos de resisténcia

Os dermatéfitos tém apresentado uma crescente capacidade de desenvolver
resisténcia aos antifungicos, evidenciando um desafio no tratamento das
dermatofitoses. Varios mecanismos de resisténcia tém sido identificados e relatados
no intuito de compreendé-los, e assim permitir a aplicacdo das melhores estratégias

terapéuticas, bem como o desenvolvimento de novos agentes antifingicos.
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Os mecanismos de resisténcia aos antifungicos podem ser: intrinsecos aos
dermatdfitos pela presenca de variantes genéticas que conferem resisténcia aos
antifingicos ou a expressao naturalmente alta de genes de resisténcia; ou adquiridos
pela exposicdo repetida aos antifungicos, envolvendo a sele¢cdo de variantes
genéticas resistentes durante o tratamento ou a ativacdo de vias de resisténcia em
resposta ao estresse antifingico. Ambas as formas séo preocupantes devido a sua
capacidade de comprometer a eficacia dos tratamentos antifGngicos convencionais
(REVIE et al. 2018).

Dentre os mecanismos de resisténcia relatados, estéo:

l. As alteracdes na expresséao de genes relacionados a sintese de ergosterol:

A resisténcia dos dermatofitos aos azois tem sido associada a altera¢des na
expressao de genes relacionados a sintese de ergosterol, um componente essencial
da membrana celular fungica. Estudos tém demonstrado que a regulacao positiva do
gene CYP51 que codifica a enzima lanosterol 14-a-desmetilase pode conferir tal
resisténcia. Além disso, mutacdes no gene ZCF51 que regula a expressao de CYP51,
também foram implicadas na resisténcia aos azéis em dermatoéfitos (MARTINEZ-
ROSSI et al. 2018).

[I. As mutacdes em alvos antifungicos:

As mutacdes nos genes que codificam a enzima lanosterol 14-a-desmetilase
alvo dos azois, podem levar a reducao da afinidade do farmaco pelo sitio de ligacéo,
resultando em uma menor eficacia terapéutica. Essas mutacdes podem surgir como
resultado da pressao seletiva exercida pelo uso repetido de antifingicos e podem se
espalhar rapidamente entre os dermatéfitos (MARTINEZ-ROSSI et al. 2018).

[ll. A superexpressdo de bombas de efluxo transmembrana:

As bombas de efluxo sdo proteinas de transporte que removem ativamente 0s
antifangicos da célula, impedindo seu acumulo intracelular em niveis toxicos. Um
exemplo é a familia das proteinas transportadoras ABC (ATP-binding cassette), que
utiliza ATP para transportar substratos através da membrana celular. A
superexpressao do gene MDR1, que codifica essas bombas de efluxo, pode conferir
resisténcia aos azois em dermatéfitos e pode ser induzida pela exposicao repetida aos
antifungicos, resultando em uma diminuigdo da eficacia do tratamento. Além disso,
essa superexpressdo pode estar associada a alteracdo da composicéo lipidica da
membrana celular (MARTINEZ-ROSSI et al. 2018).

IV. Regulagéo positiva de vias de sinalizagdo em resposta ao estresse:
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Os dermatéfitos expostos a estresse, como a presenca de antifungicos, podem
ativar vias de sinalizagdo especificas que promovem a sobrevivéncia e resisténcia
celular. Por exemplo, a ativacéo da via de sinalizacdo MAP quinase (mitogen-activated
protein kinase), a qual atua na regulagdo de respostas celulares ao estresse,
sintetizando proteinas de choque térmico e ativando os genes de resisténcia, tem sido
associada a resisténcia aos azo6is em dermatofitos. Estudos tém mostrado que a
regulacao positiva dessas vias de sinalizacdo pode levar a expressdo aumentada de
genes envolvidos na resisténcia aos antifungicos, conferindo assim uma vantagem
adaptativa aos dermatoéfitos (MARTINEZ-ROSSI et al. 2018).

V. Enzimas de detoxificacdo celular:

As enzimas de detoxificagcdo, como a citocromo P450 (CYPs), tém a
capacidade de metabolizar e inativar os antifingicos da classe dos azéis, reduzindo
assim sua eficacia terapéutica. Em dermatofitos, a superexpressdo de genes que
codificam as CYPs pode ser induzida pela exposicdo repetida aos antifingicos,
resultando em uma capacidade aumentada de metabolizar e inativar esses farmacos.
Além disso, as CYPs podem estar envolvidas na ativacdo de pro-farmacos em
dermatofitos, conferindo uma vantagem adaptativa aos fungos (MARTINEZ-ROSSI et
al. 2018).

2.3 MODELOS DE INFECCAO

Os modelos de infeccdo para dermatofitos sdo utilizados na pesquisa por
oferecerem um ambiente controlado que simula as condicBes fisiolégicas do
hospedeiro humano, proporcionando uma maior compreensdo dos mecanismos de
patogenicidade dos dermatéfitos, incluindo sua capacidade de adesao, invasao e
evasado do sistema imunoldgico do hospedeiro. Além disso, os modelos de infec¢éo
sdo valiosos para avaliar a eficacia de tratamentos existentes, possibilitar o teste de
novas estratégias terapéuticas, investigar os mecanismos de resisténcia antifingica e
identificar alvos terapéuticos potenciais (PERES et al. 2010).

Os estudos sobre a interagdo dermatoéfito-hospedeiro apresentam limitacdes
devido aos modelos disponiveis e as caracteristicas de cada espécie patogénica. Em

alguns casos, a avaliagdo da infecgdo in vivo utilizando espécies zoofilicas de
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dermatofitos cursa com cura espontanea ou entdo nao acontece a colonizagdo dos
modelos pelas espécies antropofilicas (WHITE et al. 2008).

Os modelos de infeccdo possibilitam retratar os acontecimentos durante a
infeccdo e sdo utilizados como um recurso para compreender o mecanismo
envolvidos na patogénese das dermatofitoses, esclarecer 0s mecanismos
relacionados a interacdo dermatofito-hospedeiro e avaliar a efichcia de novas
estratégias terapéuticas.

O dermatdfito T. rubrum pode interagir com amebas de vida livre no ambiente,
e assim pode funcionar como um modelo alternativo para conhecer a interagao
existente entre os fungos e células fagociticas (DE FARIA et al. 2020). Os modelos de
infeccao utilizando amebas fornecem uma alternativa ética e economicamente viavel
aos modelos animais tradicionais, disponibilizam um método de triagem para
identificar novos agentes antifungicos, permitem avaliar a eficacia de tratamentos
existentes e compreender os mecanismos de viruléncia e de resisténcia antifungica
dos dermatdfitos (RI1ZZO et al. 2017).

A utilizacéo de pele suina explantada surgiu como um modelo de infeccéo por
dermatofitos por se mostrar Util no estudo dos estagios iniciais da infeccdo e
demonstrar que o crescimento fungico depende da presenca da pele e a adesao dos
conidios depende do tempo de exposicao (HO et al. 2020).

Para avaliar se desafios ambientais, tais como interacdo de T. rubrum com
unhas e pele humanas, sdo capazes de interferir na adequacdo de genes de
referéncia utilizados para a quantificacdo da expressdo génica por meio de
amplificacbes de PCR em tempo real, um estudo utilizou excertos de pele humana
obtidos de pacientes submetidos a cirurgia abdominal e fragmentos de unhas
coletados de individuos saudaveis. (JACOB et al. 2012).

Outro estudo teve o objetivo de comparar o perfil de expressao dos genes de
T. rubrum que codificam fatores de viruléncia putativos em modelos de infeccdo ex
vivo e in vitro. Nesse trabalho, houve extenso crescimento de hifas nos fragmentos de
unhas (ex vivo), mostrando assim diversos elementos da adesdo, germinacao e
penetracdo do fungo na epiderme. Ja o co-cultivo dos conidios com fibroblastos in
vitro teve um crescimento expressivo do fungo, apesar de poucas hifas se manterem
ligadas as células (PERES et al. 2016).

As vesiculas extracelulares do dermatofito T. interdigitale sdo capazes de

induzir a producdo de mediadores pré-inflamatérios por macrofagos derivados das
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medula 6ssea e queratindcitos de forma dose-dependente, além de aumentarem a
atividade fungicida daquelas células. O estudo desse mecanismo de transporte de
biomoléculas foi realizado em macrofagos por serem um modelo de células
hospedeiras para a investigacdo das func¢des imunoldgicas (BITENCOURT et al.
2018).

A investigacdo dos mecanismos envolvidos em diferentes infec¢des ecoldgicas
por dermatéfitos antropofilicos e geofilicos também foi avaliada utilizando um modelo
com células HaCaT (linhagem celular de queratindcitos imortais aneuploides da pele
humana adulta). Apds a infeccao foi observado que a expressao de diferentes genes
pode oferecer informag¢des de como os queratindcitos respondem a esses fungos.
Aléem disso, a expressdo génica diferencial pode ser capaz de esclarecer as
manifestacdes clinicas apresentadas por essas dermatofitoses (DENG et al. 2020).

Um estudo de revisdo de Faway e colaboradores de 2018 concentrou 0s
modelos acerca de equivalentes de pele humana, superando as limitagdes (diferencas
na permanéncia do processo infeccioso e respostas teciduais que ocorrem in vivo e
em modelos in vitro) e permitindo uma compreensao melhor da patogénese da
dermatofitose. Foram utilizados para o cultivo de dermatofitos: suspensdo de
gueratindcitos cornificados, fragmentos de camada cornificada isolados e pedacos de
unhas e de cabelos. Para modelar a resposta epidérmica para detecc¢éo de citocinas
e peptideos antimicrobianos (AMPs) liberados, foram usados queratindcitos cultivados
em monocamadas e neutrofilos. In vivo, foram explorados porquinhos da india e ratos,
nos quais a extensdo da resposta inflamatéria varia a depender do hospedeiro e
espécie de dermatéfito (FAWAY et al. 2018).

2.3.1 Modelos vertebrados

O modelo mais utilizado para avaliar a viruléncia fangica e resposta imune
durante a infeccdo € o modelo de camundongo (CAMBIER et al. 2017). A
compreensao dos mecanismos envolvidos na dermatofitose invasiva causada por T.
mentagrophytes foi possivel apés a inducdo de uma infec¢cdo subcutanea em
camundongos sui¢os adultos saudaveis. Ao estudar esse modelo de infecgédo, notou-
se a rapida disseminacéo de fungos para os linfonodos popliteos, baco, figado e rins,
além do desenvolvimento de uma inflamacdo aguda seguida de uma reacdo

granulomatosa, assim como observado em humanos (VENTURINI et al. 2012).
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Em 2014, um trabalho de Baltazar e colaboradores prop0s desenvolver um
modelo murino de dermatofitose causada por T. rubrum e assim avaliar o papel da
interleucina-12 (IL-12) e interferon-gama (IFN-y) no decorrer da doenca. Foram
utilizados camundongos de tipo selvagem e camundongos deficientes para IL-12 e
IFN-y para observar que a via da IL-12 que regula a producdo de IFN-y se mostrou
importante para reduzir a carga fungica por meio do estimulo da fabricagdo de
interleucina-1 (IL-1) e exploséo oxidativa do hospedeiro (BALTAZAR et al. 2014).

Entretanto, o uso de modelos murinos requer aprovacao do comité de ética
para pesquisas que envolvam animais, além de que para o manejo desses animais é
necessario um biotério especifico, a compra, manutencdo e alimentacdo dos
camundongos sdo caras e o0 tempo de experimentacdo é demorado. A infeccdo de
camundongos com dermatoéfitos antropofilicos ndo induz leséo, sendo dificil para
analisar a eficacia de medicamentos.

Existem estudos recentes que demonstram semelhancas entre a resposta
imunoldgica dérmica de porquinhos da india e humanos, justificando assim o seu uso
como modelo experimental para entender a patogénese da dermatofitose e para
avaliar a eficacia de antifungicos (SONG et al. 2018.). Além disso, a anatomia cutanea
desses animais possuem similaridades estruturais e de composicdo como a pele
humana, o que acaba por permitir uma representacdo mais fidedigna das condi¢cbes
de infeccéo por dermatofitos e assim uma melhor interpretacdo dos mecanismos da
doenca (TREIBER; PITTERMANN; SCHUPPE, 2001).

2.3.2 Modelos invertebrados

Os modelos invertebrados vém sendo sugeridos como uma alternativa mais
viavel para simular as condi¢des de infec¢cdes em um sistema bioldgico (LI et al. 2013),
uma vez que o valor das larvas é reduzido, bem como o trabalho durante o manejo e
a alimentacao das larvas. Além disso, o tempo de experimentacdo € menor e o local
de armazenamento delas é mais facil. Os invertebrados Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans e Galleria mellonella tém sido usados como modelos
experimentais alternativos para avaliar a patogénese de fungos, uma vez que
apresentam caracteristicas distintas para o entendimento das intera¢cdes patogénicas
nos hospedeiros (DE SOUZA et al. 2015).
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A utilizacdo da mosca Drosophila melanogaster como modelo para o estudo da
dermatofitose surgiu como uma perspectiva promissora, uma vez que apresenta uma
rapida reproducdo, uma genética bem caracterizada e um sistema imunologico
conservado, 0 que possibilita examinar eficientemente os mecanismos envolvidos na
patogénese dessa infecgdo fungica (LIONAKIS, 2011). Esse modelo experimental de
infeccdo tem permitido a realizagdo de ensaios de triagem em larga escala,
possibilitando assim a identificacdo de novos potenciais compostos usados na
terapéutica, bem como alvos moleculares para o tratamento das dermatofitoses (DA
COSTA et al. 2023).

O estudo da dermatofitose usando o nematédeo Caenorhabditis elegans como
modelo de infeccéo, tem se destacado devido a sua facil manipulagdo, o seu curto
ciclo de vida e a manutencdo de genes relacionados a resposta imune. A sua
utilizacéo permite também a realizacao de ensaios de triagem de alto rendimento para
indicar compostos terapéuticos para essa doenca (AHAMEFULE et al. 2021).

O inseto da espécie Galleria mellonella vem sendo viabilizado como modelo de
infeccdo por causa da sua resposta imunoldgica, a qual conta com a presenca de
hemdcitos com atividade fagocitica frente a infeccdo conservada, bem como sua
facilidade em administrar compostos antimicrobianos para testar a toxicidade e
eficacia in vivo (TREVIJANO-CONTADOR; ZARAGOZA, 2014). A larva deste inseto,
regularmente adotada nos estudos de patogenicidade, se mostrou uma opcao
atingivel e ética frente aos modelos experimentais animais tradicionais, além de
possibilitar a analise de distintos aspectos da interacdo entre o hospedeiro e 0s
dermatofitos (LIONAKIS, 2011).

A infeccdo de G. mellonella por dermatoéfitos ndo é adequada para desenvolver
um modelo de dermatofitose superficial, dada a baixa viruléncia desses fungos
guando injetados nas larvas (CAMBIER et al. 2017).

Pensando nisso, a escolha de Tenebrio molitor como um modelo alternativo
para infeccdo de dermatdfitos foi feita porque ndo requer envio de proposta de
pesquisa para uso das larvas para Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) para
aprovacao e liberacdo. Além disso, a composi¢cado das larvas séo: 53,6% umidade,
17,9% proteinas, 6,1% lipidios, 0,9% cinza (minerais) e fibra na forma de quitina, a
gual esta presente no exoesqueleto desse inseto e varia de acordo com o estagio de

vida em que se encontra (SILVA et al. 2021).
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O manejo de T. molitor em laboratério requer adotar um conjunto de cuidados
a fim de garantir o minimo bem-estar das larvas e a integridade dos experimentos. No
laboratério € crucial manter algumas condicbes ambientais adequadas, como
temperatura em torno de 25-27°C e umidade relativa em torno de no minimo 40%
(ORSOLIN et al. 2018). A alimentagéo pode ser feita utilizando cereais e derivados,
tais como farelo de trigo, aveia, milho e cevada, com o intuito de promover o
desenvolvimento saudavel dos insetos (ASBRACI, 2021). J& a hidratacdo pode ser
fornecida por meio de algoddo umedecido, cenoura, abobrinha, chuchu ou maca
(LOZOYA-PEREZ et al. 2021; SPANG, 2013).

O estudo das dermatofitoses utilizando as larvas de T. molitor como modelo
experimental de infeccdo oferece as seguintes vantagens: a manipulagdo e
manutenc¢ao dessas larvas no laboratorio séo relativamente simples e de baixo custo,
permitindo a realizacdo de experimentos com certa facilidade (MAGALHAES et al.
2021).

A utilizacdo de larvas de T. molitor € mais vantajosa por poder ser mantida em
temperaturas entre 25 °C e 37 °C, permitindo o estudo de patdgenos a temperatura
corporal. Além disso, sdo comercializadas no Brasil, possuem um cultivo em
laboratério mais rapido e a forma de inoculacdo do patégeno pode ser por injecéo,
resultando em uma maior precisdo quanto ao namero de microrganismos inseridos
nos hospedeiros (DE SOUZA et al. 2015).

Entretanto, a aplicacdo de T. molitor como modelo experimental para infec¢des
por dermatofitos apresenta algumas limitacdes, tais como: sua anatomia, fisiologia e
sistema imunolégico diferem significativamente das caracteristicas humanas,
delimitando os resultados obtidos para a prética clinica, além de requerer uma
padronizacédo por se tratar de uma metodologia recente.

T. molitor € um besouro pertencente a ordem Coleoptera e a familia
Tenebrionidae, o qual apresenta um ciclo de vida variavel de 280 a 630 dias com
metamorfose completa composto por quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. Podem
ser postos 500 ovos de formato ovais e alongados, em média. As larvas eclodem com
aproximadamente 12 dias e sédo de coloracdo esbranquicada. Apés alguns dias, um
exoesqgueleto quitinoso e amarelado é produzido, dando origem a larva adulta que
pode durar 4 meses. Em seguida, ocorre a fase pupal com duragéo de até 9 dias que
dara origem a fase adulta do inseto com expectativa de vida podendo chegar a até 4
meses (TAFAREL, 2022).
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A imunidade adaptativa é ausente nos insetos. Entretanto, a imunidade inata é
excepcionalmente desenvolvida e se divide em resposta imunoldgica celular e
humoral (DUARTE, 2015). A resposta humoral esta relacionada com a producédo de
peptideos antimicrobianos, ROS, PRN e um complexo enziméatico que controla a
coagulacdo e a melanizacdo da hemolinfa. Enquanto que a resposta celular esta
associada a fagocitose, nodulacdo e encapsulamento por hemécitos (LAVINE;
STRAND, 2002).

Os hemdcitos sdo células semelhantes aos macrofagos presentes na hemolinfa
e que se originam de pr6-hemdcitos. Os pré-hemdécitos, as chamadas células jovens,
por sua vez, sofrem diferenciacdo em granuldcitos, plasmatdcitos, oenocitéides e
esferulocitos. (DINIZ, 2016). Os granulécitos (apresentam granulos) e plasmatocitos
(pleomorficos) séo os principais hemocitos relacionados com a fagocitose. Os
oenocitdides sdo o0s maiores hemaocitos imoOveis que carregam a fenoloxidase
(responsavel pelo escurecimento da hemolinfa por meio da sintese de melanina). Ja
os esferulécitos sé@o células esféricas, ndo movem e com funcdo desconhecida
(DUARTE, 2015).

2.4 TRATAMENTO DAS DERMATOFITOSES

O tratamento das dermatofitoses realizado por meio de terapias topicas sao
seguras, capazes de tratar onicomicose de forma eficaz, ndo ha potencial para
interacdes medicamentosas e podem servir de apoio a terapéutica oral ou profilaxia
(DALLA LANA et al. 2016). O farmaco, geralmente em forma de cremes, entra na
lamina ungueal pelas vias transungueal, subungueal e ungueal (GUPTA; STEC,
2019). A terapia dessas infeccbes também pode ser efetuada de forma sistémica, em
situacbes mais extensas, generalizadas, recorrentes, cronicas ou refratarias aos
medicamentos de uso tépico. Nessas situacfes, os medicamentos utilizados sao:
terbinafina, griseofulvina, cetoconazol e fluconazol (DALLA LANA et al. 2016).

O tratamento, ainda, pode ser executado de maneira combinada pela
associacao de terapias topicas e sistémicas, visando a depuracao fangica, bem como

a diminuicdo da resisténcia. Entretanto, a terapia medicamentosa € longa e pode
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desencadear alguns efeitos adversos, contribuindo para a ndo continuidade do
tratamento, recaidas e infecgfes recalcitrantes (MARTINEZ-ROSSI et al. 2021).

De maneira geral, os antifungicos utilizados contra dermatofitoses pertencem
as classes das alilaminas, polienos, azdlicos, equinocandinas, e outros, como a
griseofulvina e flucitosina (BADALI et al. 2015). O emprego desses medicamentos €
baseado na gravidade da doenca e no quadro de saude do paciente, tendo em vista
gue cada um deles apresenta um mecanismo de acao distinto contra dermatéfitos.

Os farmacos da classe das alilaminas possuem atividade fungicida, a qual
contribui para uma alta eficacia clinica e uma baixa toxicidade, além de inibirem a
biossintese de ergosterol, um componente essencial das membranas celulares dos
fungos. As alilaminas interferem na funcdo da membrana plasmatica fangica, uma vez
gue sao capazes de inibir a enzima esqualeno epoxidase, causando acumulo de uma
substancia toxica para o fungo (KHURANA et al. 2019).

A terbinafina, uma representante da classe das alilaminas, afeta a biossintese
do ergosterol por impedir a conversdo de esqualeno em lanosterol, por meio da
inibicdo da esqualeno epoxidase codificada pelo gene ErgA (PERES et al. 2010). Esse
farmaco € absorvido pelo trato gastrointestinal, com biodisponibilidade de 70-80% e
pico de concentracdo plasmatica de 2 horas aproximadamente. Apresenta também a
capacidade de se ligar as proteinas plasmaticas e as células sanguineas, alcancando
a pele e suas estruturas, e quando o tratamento finaliza, a concentracdo permanece
por até oito semanas (DEL PALACIO et al. 2000).

Os polienos sao capazes de criar poros na membrana celular fingica por meio
de ligacbes ao ergosterol presente nhas membranas fungicas, comprometendo sua
integridade e permeabilidade seletiva. Dessa forma, os fungos acabam por perder
fons e nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia (MARTINEZ-ROSSI et al. 2021).
A anfotericina B € um polieno macrociclico utilizado no tratamento de infeccdes
fungicas graves e sistémicas, com amplo espectro de acédo e eficacia. O mecanismo
de acdo deste antifungico esta relacionado a ligacdo aos esterbis presentes na
membrana dos fungos, formando pequenos poros que comprometem a sua
funcionalidade e levam a morte celular. Além disso, essa droga apresenta potente
efeito imunomodulador, com acéo pro-inflamatoria (FALCI e PASQUALOTTO, 2015).

As drogas azélicas possuem atividade fungistatica e sdo capazes de inibir a
enzima l14-a-desmetilase pertencente ao citocromo P450, também essencial na

sintese do ergosterol, prejudicando a fungdo das membranas fungicas (KHURANA et
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al. 2019). O uso clinico de antifungicos orais azolicos para o tratamento de infeccbes
fungicas cutaneas causadas por dermatofitos envolve, principalmente, os antifungicos
triazolicos: itraconazol e fluconazol.

O itraconazol € um agente triazélico, pouco soluvel em agua, que tem sua acdo
potencializada quando ingerido apds uma refeicdo gordurosa, sendo que a absorcao
€ dose-dependente. Atinge altas concentracdes que persistem até um més apos o fim
do tratamento em tecidos gordurosos, cervicais, na pele e nas unhas, entretanto o
acumulo na pele é lento. Possui meia-vida de excre¢éo de 20 a 60 horas, o que sugere
gue as concentracdes de equilibrio sdo alcancadas apés duas semanas de uso
continuado (DEL PALACIO et al. 2000).

O fluconazol é um triazol solivel em agua, com oOtima absor¢cdo e sua
biodisponibilidade parece nao alterar apos ingestéo de alimentos, variacao de pH ou
uso de antiacidos. Esse medicamento é distribuido por todo o corpo, possui meia-vida
de 22 a 30 horas e atinge o estado de equilibrio de 6 a 10 dias ap0s o inicio do
tratamento (DEL PALACIO et al. 2000).

Ja os tiazolicos ou 1,3-tiazol possuem um anel ndo heterociclico com um atomo
de enxofre e outro de nitrogénio (NIH,PubChem, 2022). Esses antifungicos
apresentam atividades anti-inflamatérias (SINHA; DOBLE; MANJU, 2018) e
antimicrobianas (ALTHAGAFI; EL-METWALY; FARGHALY, 2019). Um estudo
recente demonstrou acao antifingica desses compostos ao interferirem no sistema
antioxidante aumentando o estresse oxidativo intracelular de leveduras do género
Cryptococcus spp, (SA et al. 2017). Em outro estudo, foi observado uma redugéo no
biofilme e na espessura capsular, evidenciando a influéncia na viruléncia dos fungos
provocada pelos triazois (DE SA et al. 2019). Assim, os derivados tiazélicos
apresentam uma atividade antifingica promissora e podem ser estudados para essa
finalidade.

As equinocandinas sao lipopeptideos sinteticamente modificados que atuam
inibindo a sintese de B-glucano, um componente essencial para a integridade da
parede celular dos fungos. Como o alvo desses farmacos € o complexo (3-1,3-D-
glucano sintetase, acaba levando ao colapso osmético e consequente lise celular
(DIOMEDI et al. 2004).

A caspofungina, o principal representante dessa classe, € utilizada no
tratamento de infec¢des fungicas invasivas em pacientes imunocomprometidos, por

apresentar toxicidade seletiva e interacdes farmacologicas minimas. Esse farmaco se
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mostrou eficaz em pacientes refratarios a outros agentes antifangicos, tornando-se
uma opcao terapéutica importante em casos de resisténcia. Além disso, esse
medicamento apresenta seguranca e eficacia documentadas em diversas populacdes
de pacientes, contribuindo para sua aceitagdo como parte da terapia contra infecgbes
fungicas graves (LAUTERT et al. 2011).

A micafungina também pertence a classe das equinocandinas e vem sendo
amplamente utilizada no tratamento de infec¢Bes fangicas invasivas. Seu mecanismo
de acao provoca a instabilidade e ruptura da membrana celular fangica, resultando na
morte fungica. Por causa da eficicia, seguranca e falta de interacdes medicamentosas
da micafungina, ela tem sido empregada profilaticamente em pacientes submetidos a
transplante de células-tronco hematopoéticas e em pacientes cirurgicos de alto risco
para prevenir infec¢des fungicas. No entanto, este farmaco apresenta alguns efeitos
adversos, como reacdes no local da injecéo, disturbios gastrointestinais e elevagdes
transitorias das enzimas hepaticas, necessitando o monitoramento dos pacientes
durante o tratamento (CATALAN-GONZALEZ; MONTEJO-GONZALEZ, 2009).

A Hsp90 (Heat Shock Protein 90) pode ser um alvo para terapia antifangica
porque esta ligada a patogénese fungica, uma vez que alguns fungos séo capazes de
produzir essas proteinas em resposta a condi¢des toxicas (KESHWANIA et al. 2023).
A Hsp90 é uma chaperona molecular altamente conservada e essencial para a
sobrevivéncia celular em eucariotos, uma vez que atua na regulacdo da estabilidade,
dobramento e ativacdo de varias proteinas envolvidas na sinalizacdo celular,
regulacéo do ciclo celular e resposta ao estresse. Essa proteina € Unica, ja que requer
a hidrolise de ATP para exercer suas funcdes corretamente e esta envolvida em varias
vias de sinalizacdo celular que sdo afetadas em doencas, tornando-a um alvo
terapéutico promissor. Estudos recentes tém destacado o papel da Hsp90 na
manutencado da homeostase proteica e na resposta ao estresse celular, contribuindo
para uma melhor compreensdo de sua relevancia bioldgica e potencial terapéutico
(NECKERS; WORKMAN, 2012).

A Hsp90 esta aumentada em condicdes de estresse e alguns microrganismos
sdo capazes de produzir compostos naturais que inibem a acdo da Hsp90 ATPase,
gue possui papel na patogenicidade de T. rubrum. A inibigcdo quimica de Hsp90 resulta
no aumento da suscetibilidade desse fungo ao itraconazol e micafungina, indicando
um potencial alvo para a terapia de combinag¢édo com antifungicos (MARTINEZ-ROSSI
etal. 2017).
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A griseofulvina € um farmaco que age na inibicdo da mitose dos dermatofitos,
através da ligacdo as proteinas microtubulares flungicas, impedindo a polimerizacédo
dos microtubulos (RUBENICK et al. 2013). Além disso, esse medicamento possui
elevada eficacia, excelente perfil de seguranca, interacdo medicamentosa com
poucos medicamentos e baixo custo (CRUZ et al. 2011). Esse antifingico tem sido
amplamente utilizado para o tratamento de infec¢Bes fungicas da pele, cabelo e
unhas, apesar de estar associada a efeitos colaterais adversos, tais como distlrbios
gastrointestinais, erupgdes cutaneas e reacoes de fotossensibilidade (DEL PALACIO
et al. 2000).

O agente antifiingico flucitosina, também conhecido com 5-fluorocitosina, age
interferindo na sintese de proteinas e acidos nucleicos fangicos essenciais,
provocando alteracfes no crescimento, na diviséo celular e na replicacéo dos fungos,
através da sua conversdao em 5-fluorouracil pela enzima citosina desaminase. Essa
droga pode ser administrada por via oral, € absorvida rapidamente pelo trato
gastrointestinal e por esse motivo, € um agente antifangico com maior especificidade
e menor toxicidade para o tratamento das dermatofitoses (GHANNOUM, 2016). A
flucitosina é frequentemente utilizada em combinacdo com outros antifangicos, como
a anfotericina B, para o tratamento de infec¢des fungicas graves. No entanto, 0 uso
da flucitosina pode estar associado ao desenvolvimento de resisténcia fungica, ao
surgimento de efeitos adversos, como toxicidade hematolégica e hepética, exigindo
monitoramento cuidadoso durante o tratamento (NOBRE et al. 2002).

A polioxina é um antifungico que tem demonstrado eficacia contra dermatofitos,
inclusive aquelas resistentes a outros agentes antifingicos convencionais. Algumas
pesquisas indicaram que a polioxina prejudica a sintese de quitina por meio da inibi¢do
da enzima quitina sintase, levando ao comprometimento do crescimento fungico e,
potencialmente, a reducédo da viruléncia (GEORGOPAPADAKOU; TKACZ, 1995).

A sordarina € um antifangico com um mecanismo de acéo especifico, isto €,
ela inibe a sintese de proteinas por meio da interferéncia na capacidade fungica em
traduzir o RNA mensageiro (RNAmM) em proteinas funcionais, essenciais para o seu
crescimento e sobrevivéncia. Assim, esse antifingico € capaz de inibir seletivamente
o crescimento de fungos ao bloquear essa etapa crucial da sintese proteica (VICENTE
et al. 2009).
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Os mecanismos de acdo dos agentes antifungicos e seus respectivos alvos

previamente mencionados foram esquematizados na figura 2 (KESHWANIA et al.

2023).
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Figura 2. Esquema dos alvos e mecanismos de acéo dos agentes antifungicos. Fonte:

KESHWANIA et al. 2023.
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3 JUSTIFICATIVA

As infec¢bes causadas por dermatofitos atingem cerca de 25% da populacdo
mundial, de acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude. Além disso, estima-
se que até 70% dos adultos sejam portadores assintomaticos desses microrganismos,
podendo ser encontrados em diversas regidées do globo com variacdes de espécies
(PERES et al. 2010). As dermatofitoses causam uma diminuigdo significativa na
qualidade de vida dos pacientes, uma vez que afeta fatores psicoldgicos, econdmicos
e sociais que se relacionam com ansiedade, depressédo e baixa auto estima por
guestbes estéticas. Ademais, tal infeccdo pode se tornar invasiva em pacientes
imunocomprometidos ou predispostos (MARTINEZ-ROSSI et al. 2021).

Nesse contexto, novos compostos com atividade anti dermatéfitos sao
essenciais, uma vez que existem relatos de linhagens resistentes as drogas
atualmente disponiveis. Além disso, a busca por modelos experimentais que possam
fornecer uma compreensdo mais abrangente dos mecanismos de viruléncia dos
dermatofitos e da eficacia de tratamentos antifungicos € essencial (DE SOUZA et al.
2015). Nesse sentido, T. molitor tem surgido como um promissor candidato para
preencher essa lacuna devido a sua capacidade de mimetizar caracteristicas da
dermatofitose e a sua resposta imunologica comparavel a de mamiferos
(MAGALHAES et al. 2021). No entanto, existe uma lacuna substancial na literatura
cientifica em relacdo a avaliacao especifica de T. molitor como modelo para estudar
a dermatofitose, entender melhor a patogénese da doenca e testar antifungicos,
possibilitando assim a investigacdo do seu potencial como modelo.

Assim, a hipdétese desse trabalho é que novos compostos tiazolicos
apresentam atividade contra diferentes espécies de dermatofitos, representando uma
nova estratégia terapéutica. O desenvolvimento de um modelo experimental robusto
de infeccdo em larvas de T. molitor possibilitara a avaliacdo do processo infeccioso
causado por dermatofitos, seu potencial patogénico e a eficacia de drogas com efeito
antifGngico, como os tiazois. Esses estudos podem gerar dados importantes para
novas abordagens profilaticas e terapéuticas, além de promover beneficios tanto a
saude publica quanto a qualidade de vida dos pacientes afetados por essa condi¢cdo

dermatolégica prevalente.
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4 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a atividade de compostos tiazolicos
em dermatofitos e desenvolver um modelo de infeccao por dermatéfitos em larvas de
T. molitor para testar esses compostos.

Com o proposito de simplificar a leitura do documento, o presente trabalho foi
subdividido em dois capitulos. No primeiro capitulo, ser4 abordada a avaliagdo da
atividade dos 53 compostos tiazolicos em dermatofitos. Ja no segundo capitulo, serao
contemplados os aspectos relativos a caracterizacdo do modelo alternativo de
infeccdo utilizando T. molitor. Os objetivos especificos de cada capitulo serdo

apresentados em suas respectivas secoes.
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CAPITULO | - AVALIACAO DA ATIVIDADE DE COMPOSTOS TIAZOLICOS EM
DERMATOFITOS

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a atividade de 53 novos compostos tiazélicos fornecidos pela Professora
Dra. Renata Barbosa de Oliveira da Faculdade de Farmacia da UFMG contra T.
rubrum.

- Avaliar a atividade dos compostos que apresentarem agao contra T. rubrum para
outros dermatofitos, como T. interdigitale, T. tonsurans, T. equinum.

- Avaliar a atividade fungicida e fungistatica em T. rubrum dos 53 compostos.

- Avaliar a acdo de compostos selecionados em modelo de infecc¢éo in vitro de unhas
humanas e de exoesqueletos de T. molitor por T. rubrum.

- Avaliar a acdo dos novos compostos azolicos no biofilme maduro e na maturacao
do biofilme de T. rubrum.

- Avaliar a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxinitrito (PRN)
em T. rubrum na presenca dos compostos selecionados.

- Avaliar o estresse osmotico, de parede celular, de reticulo endoplasmatico e agente
desnaturante de proteinas em T. rubrum apds exposicdo aos compostos

selecionados.



42

5 METODOLOGIA

5.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas espécies de dermatofitos pertencentes a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Micologia do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG). Além disso, todas as espécies utilizadas nesse estudo possuem genoma
sequenciado, de acordo com trabalho de Martinez e colaboradores (MARTINEZ et al.
2012).

Inicialmente, foi avaliada a acdo dos compostos tiazolicos em T. rubrum
(CBS118892), por ser o dermatofito antropofilico mais comum em micoses em
humanos. Em seguida, foi analisado também para os dermatofitos, Trichophyton
interdigitale (H6, ATCC MYA3801), Trichophyton tonsurans (CBS112818) e
Trichophyton equinum (CBS127.97).

5.2 MEIOS DE CULTURA

As espécies de dermatdfitos foram cultivadas em placas de Petri 90x15
contendo meios Agar Sabouraud Dextrose (ASD), Agar Batata Dextrose (ABD) e Agar
Extrato de Malte (AEM), pH 5,6. Para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) dos compostos, pelo método de microdiluicio em meio solido, foi
utilizado o meio ASD. Para a determinacdo da CIM por microdiluicdo em caldo, foi
utilizado o meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), pH 7,0 e tamponado com acido morfolino-
propano-sulfénico (MOPS) 0,165 M (CLSI, 2012). A avaliacdo da acao fungicida e
fungistatica foi realizada em placas de Petri contendo ASD.

Para os testes de estresse, foi utilizado ASD com os estressores Cloreto de
Sodio (NaCl 0,5M), Cloreto de Potéassio (KCI 0,5M), Calcofluor (CFLU) 50 pg/mL,
Vermelho Congo (VC) 50ug/mL, DL-Ditiotreitol (DTT 0,05%) e Dodecilsulfato (SDS
0,05%. Para infeccéo in vitro de fragmentos de unhas e de exoesqueletos de T. molitor
foram utilizados o meio 4gar agua (AA). Para a quantificacdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS) e peroxinitrito (PRN) foi utilizado o meio RPMI 1640 sem fenol.

5.3 PREPARO DO INOCULO
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Para os experimentos a seguir, foram utilizados dois inoculos distintos:
fragmentos de micélios retirados diretamente da placa de Petri e suspensédo de
conidios, a qual foi obtida por meio de raspagem do fungo cultivado por 21 dias a 28
°C, em placas de AEM, em salina 0,9% esterilizada e filtrada em |a de vidro. A

concentracdo dos microconidios foi estimada por contagem em camara de Neubauer.

5.4 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) dos 53 compostos
tiazolicos, foi inicialmente realizada para T. rubrum, por dois métodos: microdiluicdo
em meio solido, utilizando o meio ASD e microdiluicdo em caldo com o meio RPMI.

O método de microdiluicAo em meio solido ASD foi realizado em placas de 48
pocos, com dois indculos diferentes: micélios e suspensao de conidios e o controle do
experimento foi realizado na primeira coluna de cada placa. Para o primeiro indculo,
foram utilizados os micélios crescidos previamente em placas de Petri com AEM. Para
o segundo indéculo, foi utilizada uma suspensdo de conidios contendo 1,0 x 10°
conidios/mL.

O primeiro teste de triagem de acdo dos compostos foi executado com 0s
micélios e consistiu em colocar 800 uL de meio ASD sem (controle) e com diferentes
concentracfes dos compostos (100pug/mL, 75ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL, 10ug/mL,
8ug/mL, 5ug/mL, 3ug/mL e 2ug/mL), em cada poco da placa, juntamente com um
fragmento de micélio. O teste seguinte foi realizado inoculando 5 pyL de uma
suspenséo de conidios contendo 1,0 x 10° conidios/mL. Em seguida, as placas foram
incubadas a 28 °C por 5 dias e, posteriormente, observadas e comparadas em relacéao
ao crescimento fungico nas placas.

De posse dos resultados, esse teste de drogas em meio sélido também foi
realizado, nos mesmos moldes e com apenas 06 compostos, para 0S seguintes
dermatofitos: T. interdigitale, T. tonsurans e T. equinum.

O método de microdiluicio em caldo em meio RPMI foi realizado em placas de
96 pocos com apenas um inoculo (suspensdo de conidios) e os controles do
experimento foram colocados na primeira e na Ultima colunas de cada placa, de
acordo com o protocolo estabelecido pelo CLSI, documento M38A para fungos

filamentosos.
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No experimento, o controle de esterilidade foi realizado com apenas 200 pL de
meio RPMI sem indculo e o controle de crescimento feito com 100 pL de meio RPMI
e 100 pL de suspensdo de conidios também contendo 1,0 x 10° conidios/mL. Nas
demais colunas foi adicionado 100 pL de meio RPMI contendo uma diluicdo seriada
iniciada com 60 pg/mL das drogas e 100 pL de uma suspenséo de conidios. As placas
foram incubadas a 28 °C por 5 dias e o crescimento do fungo foi observado por meio
da turvacao do meio de cultivo.

O quadro 2 apresenta os 53 compostos, cada um recebeu uma numeracgao (01
ao 53) que sera utilizada de agora em diante para identificar e se referir a eles.

Quadro 2: Identificacdo dos compostos avaliados neste estudo, cedidos pela Profa.

Renata Oliveira.

Nameracaoh Maentiicacas Concentracao da solucao estoque
dos compostos (mg/mL)

01 QC Bu 1,6
02 RJ40 1.4
03 RJ26 2

04 QNCNAc 15
05 QH2 11
06 FN5 1,7
07 RS17 1,24
08 PPP2 1,4
09 R147 11
10 GNCGIh 1,2
11 RVJ20 1,6
12 RJ39 1,8
13 RJ38 1,8
14 IN2 15
15 RPB2 1,9
16 RJ12 1,9
17 IMOF 1,6
18 BFAD3d 1,6
19 RJ46 2,2




20 QNCGd 1,4
21 AF31 1,9
22 RVJ17 1,7
23 IN17 1,9
24 QNCGlIi 1,9
25 RI29 2

26 RS10 1,31
27 IN19 2

28 IN7 1,3
29 RVJ32 1,4
30 RS11 1,19
31 RS15 1,67
32 RVJ27 2,2
33 RPL19 1,75
34 RPB9 1,5
35 QOCMOF 1,4
36 AFF1 1,8
37 IBNH+ 1,3
38 AFB1 1,7
39 QCOH 2

40 EANB 1,2
41 HI2 1,45
42 RVJ31 1,3
43 RVJ15 2,1
44 RPB1 1,4
45 RJ48 1,4
46 ClacMI 1,8
47 RS21 4,58
48 RJ42 2,5
49 RPL16 2,2
50 IChH+ 1,9
51 RJ28 1,6
52 RVPOH 2HB4 2

53 RVP05.1 2

45
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5.5 ACAO FUNGICIDA E FUNGISTATICA

A avaliacdo da atividade fungicida e fungistatica dos 53 compostos azélicos foi
realizada em 06 placas de Petri com ASD. Esse teste consistiu em adicionar, nessas
placas 5 pL da solucéo de cada poco das placas de microdiluicdo em caldo em meio
RPMI no valor de CIM de cada uma das 53 drogas testadas, bem como de seus
controles. A leitura visual foi realizada apés 05 dias para a avaliar as atividades
fungicida ou fungistética de cada um dos compostos.

5.6 AVALIACAO DA INFECCAO in vitro DE UNHA E DE EXOESQUELETO

A acao dos compostos foi avaliada em modelo de infecgéo in vitro por meio da
avaliagdo do crescimento de T. rubrum em fragmentos de unhas humanas e de
exoesqueleto de T. molitor. Esse experimento foi realizado em 04 placas de 12 pocos,
adicionando AA em todos 0s pocos e uma suspensédo de conidios contendo 5 x 10°
con/mL. Os controles foram 04, sendo eles: os fragmentos de unhas e exoesqueletos
com 10 pL de agua, com 10 pL da suspensao de conidios e com 10 pL da suspenséao
de conidios e 10 pL de 02 concentracdes diferentes - uma sub-inibitéria e outra
inibitéria - do antifangico Terbinafina (TER). Enquanto que nos testes, foram utilizados
fragmentos de unha e exoesqueletos, 10 pL da suspenséo de conidios e 10 pL dos
06 compostos azolicos também nessas 02 concentracdes (sub-inibitoria e inibitoria).
As placas foram incubadas a 28 °C por 20 dias e a leitura foi feita observando o

crescimento fungico apds esse periodo.

5.7 ACAO DOS COMPOSTOS NO BIOFILME MADURO

Alguns compostos tiazélicos em estudo neste trabalho podem ter acéo sobre o
biofilme formado por T. rubrum. Sendo assim, foi realizado um ensaio, em triplicata,
em 01 placa de 96 pocos de fundo chato e com a adi¢cao de 200 pL de uma suspensao
de conidios de 2,7 x 10°% con/mL em cada poc¢o. Foram utilizados como controles

apenas o fungo T. rubrum e o antifingico Terbinafina em duas concentracoes,
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inibitoria e sub-inibitéria de CIM e as 06 drogas testadas também foram empregadas
nessas mesmas concentracoes.

A placa foi incubada a 28 °C por 04 horas para que ocorresse a adesdo das
células no fundo dos pocos. Apds esse tempo, o sobrenadante foi descartado,
adicionou-se 200 pL de meio RPMI e incubou a 28 °C por 96 horas para que
acontecesse a maturacdo do biofilme. Ao final do 4° dia, o sobrenadante foi
novamente removido, foi adicionado 200 pL de meio RPMI contendo as duas
concentragcdes dos 06 compostos e dos 02 controles e incubado a 28 °C por 24 horas.
Decorrido o periodo de incubacéo, a quantificacao da biomassa foi avaliada utilizando
uma solucao de 0,5% cristal violeta. J& a avaliacdo da atividade metabdlica do biofilme
foi realizada por meio do ensaio de reducédo de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-
2-il-2,5-difeniltetrazolio). Ambas as leituras foram realizadas em espectrofotometro
(Thermo Scientific - Multiskan Spectrum), no comprimento de onda de 570 nm

(Protocolo de modelo de infeccdo com T. molitor - producéo do laboratorio).

5.8 ACAO DOS COMPOSTOS NA MATURACAO DO BIOFILME

Esses mesmos 06 compostos azolicos podem ter acdo, ainda, sobre a
maturacdo do biofilme de T. rubrum. Sendo assim, foi realizado um ensaio, em
triplicata, em 01 placa de 96 pocos de fundo chato nos mesmos moldes do anterior. A
diferenca € que apds as 04 horas de incubacédo para adesédo das células, foram
adicionados 200 puL de meio RPMI contendo as duas concentracdes (sub-inibitoria e
inibitéria) dos 06 compostos e dos 02 controles e incubadas a 28 °C por 96 horas.

As leituras também foram realizadas em espectrofotdmetro (Thermo Scientific
- Multiskan Spectrum), no comprimento de onda de 570 nm da quantificacdo da
biomassa utilizando uma solucdo de 0,5% cristal violeta e da avaliacdo da atividade

metabolica do biofilme pelo ensaio de reducédo de MTT.

5.9 QUANTIFICACAO DE ROS E PRN

Os compostos tiazélicos selecionados podem causar estresse oxidativo e
nitrossativo no fungo, e portanto, interferir na producdo de ROS e PRN. Para avaliar
esses compostos, em 01 placa de 96 pocos de fundo chato foram colocados 100 pL

de uma suspenséo de conidios de 2,7 x 10° con/mL em cada poc¢o. Foram feitos trés
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controles: um apenas com a suspensao de conidios, um controle negativo apenas
com o meio RPMI sem vermelho fenol e um controle positivo com o antifingico
Anfotericina B, causador desse estresse. Assim como 0s controles, as 06 drogas
testadas foram empregadas nas concentra¢des sub-inibitéria e inibitoria.

Na placa contendo a suspenséo de conidios foi adicionado 50 yL de meio RPMI
sem vermelho fenol com as duas concentracdes (sub-inibitoria e inibitéria) de cada
um dos compostos e do controle, mais 50 pL desse mesmo meio com as sondas para
ROS (10 mM 2’, 7’ - dichlorofluorescein diacetate) e PRN (1,2,3 dihydrorhodamine) e
foi incubado a 28 °C por 03 horas e 24 horas. Foram realizadas duas leituras, com 03
e 24 horas, em fluorimetro (Synergy 2 SL Luminescence Microplate Reader; Biotek),

usando a excitacdo em 485 nm e a emissao em 530 nm.

5.10 AVALIACAO DE ESTRESSORES EM T. rubrum COM OS COMPOSTOS

Os testes de estresse em dermatoéfitos permitem avaliar as vias metabdlicas
ativadas em resposta ao estresse causado pelos compostos, e podem levar a
identificacdo do mecanismo de acdo. Nesse sentido, foi sugerido um ensaio que
analisou a atividade da exposicdo de T. rubrum a 06 compostos tiazoélicos, aos
estressores osmoticos NaCl 0,5M e KCI 0,5M, de parede celular Calcofluor 50 pg/mL
e Vermelho Congo 50ug/mL, de reticulo endoplasmatico DTT 0,05% e os agentes
desnaturantes de proteinas SDS 0,05%.

O teste consistiu em colocar a suspensao de conidios em contato com as 06
drogas na concentracdo de 90% de CIM por 03 horas. Decorrido esse tempo, essa
solucéo foi submetida a uma nova contagem na CN, e entdo, céalculos e diluicbes
foram feitos para corrigir as concentracées dos compostos para 1 x 104 con/mL, os
guais foram colocados em 12 placas de Petri contendo meio ASD e cada um dos
estressores e nas 02 placas controles com meio ASD apenas. Essas placas foram

incubadas a 28 °C por até 05 dias e as leituras foram realizadas com 03, 04 e 05 dias.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Software GraphPad Prism 9.0.
Foram utilizadas diferentes espécies de dermatofitos nos experimentos de exposicao

aos compostos azolicos em estudo. Os resultados foram analisados com o teste T de
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Mann-Whitney e expresso como média = desvio padrdo nos experimentos
independentes realizados em duplicata. A significancia estatistica foi fixada em p <
0,05 em todos os casos (LOZOYA-PEREZ et al. 2021).



50

6 RESULTADOS
6.1 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

6.1.1 CIM dos compostos tiazolicos em meio sélido para T. rubrum

A CIM dos 53 compostos tiazolicos para T. rubrum foi determinada pelo método
de diluicdo em meio solido com meio ASD em placas de 48 poc¢os. Os resultados
foram sumarizados na Tabela 1 e os valores destacados em negrito representam os

compostos selecionados para alguns experimentos.

Tabela 1. CIM dos 53 compostos tiazolicos para T. rubrum, determinada pelo método

de microdiluicdo em meio solido utilizando ASD.

Numeragéo Identificacao Inéculo': §uspenséo In6culo: micélio
dos compostos | de conidios (ug/mL) (ng/mL)

01 QCBu >10 30
02 RJ40 10 >10
03 RJ26 >10 75
04 QNCNAc 10 >10
05 QH2 10 >10
06 FN5 5 5

07 RS17 >10 75
08 PPP2 8 3

09 RI47 >10 75
10 GNCGIh >10 75
11 RVJ20 >10 75
12 RJ39 5 >10
13 RJ38 5 >10
14 IN2 >10 75
15 RPB2 >10 75
16 RJ12 >10 50
17 IMOF >10 50




Identificacao

In6éculo: suspenséo

In6culo: micélio

Numeragéo dos compostos | de conidios (ug/mL) (g/mL)
18 BFAD3d >10 >0
19 RJ46 >10 >0
20 QNCGd >10 >0
21 AF31 >10 I
22 RVJ17 >10 >0
23 IN17 >10 >0
24 QNCGiIi >10 >0
25 RI29 >10 >0
26 RS10 >10 >0
27 IN19 >10 >0
28 IN7 10 10
29 RVJ32 3 10
30 RS11 >10 >0
31 RS15 >10 >0
32 RVJ27 >10 >0
33 RPL19 >10 >0
34 RPB9 >10 >0
35 QOCMOF >10 >0
36 AFF1 3 ~10
37 IBNH+ 5 >10
38 AFB1 10 ~10
39 QCOH >10 >0
40 EANB >10 >0
41 HI2 >10 >0
42 RVJ31 8 ~10
43 RVJ15 >10 >0
44 RPB1 >10 >0
45 RJ48 2 ~10
46 ClacMI| 8 >10
47 RS21 2 10

51
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Identificacao

In6éculo: suspenséo

In6culo: micélio

Numeragao | , compostos | de conidios (pg/mL) (Hg/mL)
48 RJ42 3 10
49 RPL16 >10 >0
50 IChH+ >10 >
51 RJ28 >10 >0
52 RVPOH2HB4 >10 >0
53 RVP05.1 >10 >0

Para os 53 compostos, a linhagem de T. rubrum apresentou CIM entre 2 e 75

pMg/mL para os dois inoculos utilizados. Os compostos 06, 08, 12, 13, 29, 36, 37, 42,

45, 46, 47 e 48 apresentaram valores menores que 8 pug/mL no inéculo de conidios.

Enquanto que no inéculo de micélios foi observado uma CIM superior a 10 pg/mL,

com excecao de 02 compostos, 0os n°s 06 e 08.

6.1.2 CIM de compostos tiazolicos em caldo para T. rubrum

A CIM dos 53 compostos tiazélicos para T. rubrum foi determinada também

pelo método de microdiluicdo em caldo com meio RPMI em placas de 96 pocos. Os

resultados foram sumarizados na Tabela 2 e da mesma forma, os compostos

selecionados para ensaios posteriores estdo em negrito.

Tabela 2. CIM dos 53 compostos tiazolicos para T. rubrum, determinada pelo método

de microdiluicdo em caldo em meio RPMI.



Identificac&o dos

In6culo: suspensédo de

Numeragao compostos conidios (ug/mL)
01 QC Bu 60
02 RJ40 60
03 RJ26 60
04 QNCNAC 30
05 QH2 3,75
06 FN5 15
07 RS17 60
08 PPP2 7.5
09 RI47 7.5
10 GNCGIh 60
11 RVJ20 60
12 RJ39 60
13 RJ38 3,75
14 IN2 60
15 RPB2 60
16 RJ12 60
17 IMOF 60
18 BFAD3d 60
19 R146 60
20 QNCGd 60
21 AF31 60
22 RVJ17 >60
23 IN17 >60
24 QNCGI 60
25 RI29 60
26 RS10 >60
27 INL9 60
28 IN7 60
29 RVJ32 3,75
30 RS11 60
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31 RS15 60
32 RVJ27 60
33 RPL19 60
34 RPB9 60
35 QOCMOF 60
36 AFF1 60
37 IBNH+ 60
38 AFB1 60
39 QCOH 60
40 EANB 30
41 HI2 60
42 RVJ31 7,5
43 RVJ15 60
44 RPB1 60
45 RJ48 1,875
46 ClacMll 15
47 RS21 >60
48 RJ42 15
49 RPL16 60
50 IChH+ 60
51 RJ28 60
52 RVPOH2HB4 60
53 RVP05.1 60
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Para os 53 compostos analisados, a linhagem de T. rubrum apresentou CIM

entre 1,875 e >60 pug/mL para o indculo de suspensao de conidios utilizado. Sendo

gue 07 compostos (n°s05, 08, 09, 13, 29, 42 e 45) apresentaram CIM igual ou menor

a’7,5ug/mL.

6.1.3 CIM de compostos tiazdlicos em meio sélido para T. interdigitale, T.

tonsurans e T. equinum
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Ap6s analise dos resultados das CIMs para todos os compostos pelos dois

métodos, foram selecionados os compostos listados no quadro 2, para a realizagéo

da CIM para outros dermatofitos.

Quadro 3: Compostos selecionados ap6s andlise da CIM, para teste em outros

CIM em ASD e RPMI para Trichophyton rubrum

~ | Identificacéo Concentragéo | CIM Conidio CIM Conidio | CIM Micélio
Numeracao das drogas das drogas RPMI ASD (ug/mL) | ASD (ug/mL)
(mg/mL) (Hg/mL)
05 QH2 11 3,75 10 >10
08 PPP2 1,4 7,5 8 8
13 RJ38 1,8 3,75 5 >10
29 RVJ32 1,4 3,75 3 10
42 RVJ31 1,3 7,5 8 >10
45 RJ48 1,4 1,875 2 >10

dermatofitos do género Trichophyton.

A CIM dos 06 compostos tiazélicos selecionados (n°s 05, 08, 13, 29, 42 e 45)
em micélio de T. interdigitale, T. tonsurans e T. equinum foi determinada também pelo
método de diluicdo em meio sélido ASD, em placas de 48 pocos. Os resultados foram

sumarizados na Tabela 3.

Tabela 3. CIM de 06 compostos tiazolicos para T. interdigitale, T. tonsurans e T.

equinum, determinada pelo método de diluicdo em meio solido ASD.
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In6culo:

- . micélio Indculo: In6culo:
Numeragao | aentificacdo micélio (ug/mL) | micélio (ug/mL)
dos compostos (g/mL) T. tonsurans T. equinum
T. interdigitale ' '
05 QH2 25 50 25
08 PPP2 10 10 10
13 RJ38 25 25 25
29 RVJ32 25 50 25
42 RVJ31 25 25 25
45 RJ48 25 25 25

Os 06 compostos testados apresentaram CIM igual ou menor a 25 pg/mL para

as espécies T. interdigitale e T. equinum. Ja para a espécie T. tonsurans, a CIM dos

06 compostos estudados foi igual ou menor a 50 pg/mL.

Apenas o composto n° 08 apresentou CIM igual ou menor a 10 pg/mL para

todas as espécies.

6.2 ACAO FUNGICIDA E FUNGISTATICA

De acordo com a Figura 3, os compostos n° 05, 06 e 33 possuem atividade

fungicida e os demais compostos apresentam atividade fungistatica, dado o perfil de

crescimento do fungo na presenca de cada um dos compostos. Nota-se ainda que 0

crescimento fungico varia entre os compostos que apresentaram atividade fungistatica

no valor de CIM, isto é, em alguns casos (compostos n°s 01, 37, 38, 40 e 50) o fungo

€ capaz de crescer menos quando comparado com os demais.
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Figura 3. Crescimento de T. rubrum tratados com os compostos tiazolicos para avaliar a atividade fungicida e fungistatica.
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6.3 AVALIACAO DA INFECCAOQ in vitro DE T. rubrum

A figura 4 ilustra a utilizacdo de fragmentos de unhas como substrato para o
crescimento flngico na presenca de duas concentragdes (sub-inibitéria e inibitoria)
dos 06 compostos diferentes, previamente selecionados. Enquanto a figura 5
demonstra o uso de exoesqueletos de T. molitor como substrato.

Observa-se a auséncia de crescimento fungico nas concentracdes inibitorias
(In) dos compostos n° 05, 13, 29 e 42 e na concentragdo sub-inibitéria (Sub-In) do
composto n° 29. O crescimento de T. rubrum foi pequeno na concentracdo Sub-In dos
compostos n% 05, 13 e 45 e na concentracao In do controle TER e nos compostos n°s
08 e 45. Entretanto, houve um grande crescimento fingico nas concentracdes Sub-In
do controle TER e nos compostos n° 08 e 42 (Figura 4).

Observa-se também a auséncia de crescimento fungico nas concentracdes In
do controle TER e nos compostos n° 05, 29 e 42. O crescimento de T. rubrum foi
peqgueno na concentracdo Sub-In do controle TER e nos compostos n°s 05, 13, 42 e
45. Entretanto, houve um grande crescimento fangico nas concentracdes Sub-In dos
compostos n% 08, 13, 29 e 45 e na concentracao In do composto n° 08 (Figura 5).

Controle Controle 05 08
sem TER Sub-In Sub-In
fungo Sub-In
Controle Controle 05 08
com TER In In
fungo In
13 29 42 45
Sub-in Sub-In Sub-In Sub-In
13 29 42 45
In In In In

Figura 4. Atividade dos compostos tiazolicos no crescimento de T. rubrum em

fragmentos de unhas.
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Controle Controle 05 08
sem TER Sub-in Sub-in
fungo Sub-In
Controle Controle 05 08
com TER In In
fungo In
13 45
Sub-In Sub-In
13 45
In In

Figura 5. Avaliacdo da atividade dos compostos tiazdlicos no crescimento de T.

rubrum em exoesqueletos de T. molitor.

6.4 ACAO DOS COMPOSTOS NO BIOFILME

6.4.1 Quantificacdo da biomassa e avaliacédo da viabilidade do biofilme maduro

A biomassa do biofilme maduro foi quantificada utilizando uma solucéo de 0,5%
cristal violeta em duas concentracfes dos 06 compostos selecionados, uma sub-
inibitoria e outra inibitoria.

Observa-se uma maior biomassa de biofilme na presenca da concentracdo
sub-inibitoria dos compostos n° 42 e 45, em relacdo ao controle de Terbinafina (TER).
Em contrapartida, observa-se um biofilme menor na presenca da concentracéo sub-
inibitéria dos compostos n° 05, 08 e 29, comparado ao controle que possui apenas o
fungo T. rubrum (C) (Figura 6A).

Na concentracéo inibitéria € possivel observar um biofilme maior em rela¢do ao
controle C no composto n°® 45. Quando comparado com o controle TER, todos os
compostos analisados apresentaram um biofilme maior (Figura 6B).
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Ao comparar a formacao do biofilme maduro nas duas concentragdes, nota-se
gue a concentracgdo inibitéria dos compostos leva a uma menor formacao de biofilme
(Figura 6.A e 6.B).

Jé a viabilidade do biofilme maduro foi medida utilizando uma solucéo de MTT,
em duas concentra¢cfes dos 06 compostos selecionados, uma sub-inibitéria e outra
inibitoria.

Observa-se uma maior atividade metabdlica do biofilme maduro na presenca
da concentracdo sub-inibitéria dos compostos n° 08 e 45 quando comparado com o
controle C. Em contrapartida, observa-se uma maior atividade do biofilme na presenca
dos compostos n° 08, 13 e 45 e menor atividade nos compostos n° 05 e 29 em
relacéo ao controle TER, nessa mesma concentracao (Figura 6.C).

E possivel observar uma menor atividade metabdlica do biofilme em relagéo ao
controle C e TER em todos os compostos analisados na concentracao inibitoria
(Figura 6.D).

Comparando a atividade metabdlica do biofime maduro nas duas
concentragbes (Figura 6.C e 6.D), nota-se que a concentracao inibitoria dos
compostos leva a uma menor atividade em todos os compostos analisados (Figura
6.D).
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Figura 6. Acdo dos compostos tiazolicos na biomassa (A e B) e na viabilidade (C e D) do biofilme maduro de T. rubrum, nas concentracdes sub-

inibitorias (A e C) e inibitorias (B e D). C: Controle apenas com fungo T. rubrum; TER: controle com fungo e Terbinafina.
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6.4.2 Quantificacdo da biomassa e avaliacdo da viabilidade do biofilme em

maturacao

A biomassa do biofilme em maturacéo foi quantificada utilizando uma solugéao
de 0,5% cristal violeta em duas concentracfes dos 06 compostos selecionados, uma
sub-inibitdria e outra inibitoria.

Observa-se um biofilme menor na presenca da concentracdo sub-inibitéria dos
compostos n° 08, 13 e 29 quando comparado com o controle C. Em contrapartida,
observa-se um biofilme maior na presenca dos compostos n° 05, 42 e 45 em relacéo
ao controle TER, nessa mesma concentragéo (Figura 7.A).

Ja na concentracéo inibitoria é possivel observar um biofilme menor emrelagéao
ao controle C nos compostos n°s 08, 13, 29, 42 e 45. Quando comparado com o
controle TER, apenas o composto n°® 29 apresentou um menor biofilme. Enquanto os
compostos n% 05 e 45 apresentaram um biofilme maior (Figura 7.B).

Agora comparando a formacdo do biofilme em maturacdo nas duas
concentracfes, nota-se que a concentracao inibitéria dos compostos leva a uma
menor formacao de biofilme (Figura 7.A e 7.B).

A viabilidade do biofilme em maturacéo foi medida utilizando uma solucéao de
MTT, em duas concentracdes dos 06 compostos selecionados, uma sub-inibitoria e
outra inibitoria.

Observa-se uma menor atividade metabodlica do biofilme na presenca da
concentragao sub-inibitoria dos compostos n° 08, 29, 42 e 45 quando comparado com
o controle C. Em contrapartida, observa-se uma maior atividade do biofilme na
presenca dos compostos n° 05 e 13 e menor nos compostos n° 08, 29 e 42 em
relacdo ao controle TER, nessa mesma concentracao (Figura 7.C).

Pode-se observar uma menor atividade metabdlica do biofilme em relacédo ao
controle C e TER na concentracéo inibitéria dos compostos n°s 08, 13, 29 e 45 e n°s
08, 13 e 45, respectivamente (Figura 7.D).

Ao comparar a atividade metabdlica do biofilme em maturacdo nas duas
concentragfes, nota-se que a concentracdo inibitéria dos compostos leva a uma

menor atividade em todos os compostos analisados (Figura 7.C e 7.D).
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Figura 7. Acdo dos compostos tiazdlicos na biomassa (A e B) e na viabilidade (C e D) do biofilme em maturacéo de T. rubrum, nas concentragdes

sub-inibitérias (A e C) e inibitdrias (B e D). C: Controle apenas com fungo T. rubrum; TER: controle com fungo e Terbinafina.
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6.5 QUANTIFICACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) APOS
EXPOSICAO

A quantificagdo de ROS ap6s 03 horas foi realizada em duas concentracdes
dos 06 compostos selecionados, sub-inibitéria e inibitéria. Apds 03 horas, na
concentracdo sub-inibitéria de todos os compostos, foi observado uma producédo de
ROS menor daquela induzida pelo controle apenas com fungo T. rubrum (C) e
Anfotericina B (AnfB) (Figura 8.A). J& na concentracao inibitdria, essa producao foi
muito menor em todos 0os compostos quando comparada com o controle AnfB (Figura
8.B).

Ao comparar a producao de ROS nas duas concentracdes, observa-se que a
concentracgao inibitoria dos compostos induz uma menor producéo de ROS em todos
0s compostos analisados (Figura 8.A e 8.B).

A quantificagdo de ROS apos 24 horas também foi realizada em duas
concentracfes dos 06 compostos selecionados, sub-inibitoria e inibitoria.

Apés 24 horas, na concentracdo sub-inibitéria, todos o0os compostos
apresentaram uma producédo de ROS menor daquela induzida pelo controle C e AnfB
(Figura 8.C). Ja na concentracdo inibitoria, essa producao foi menor da induzida pelo
controle C nos compostos n° 05, 13, 29 e 42 e em todos 0s compostos em relacéo
ao controle AnfB (Figura 8.D).

Ao comparar a producdo de ROS nas duas concentracdes, observa-se que a
concentracgao inibitoria dos compostos induz uma menor producéo de ROS em todos

0s compostos analisados (Figura 8.C e 8.D).



A
! |
1.5%10°- |
|
|
= |
< — ——
o 1.0x105 = _ '
- . —_
ge
o
2 5.0x10¢-
S
Li
u L] I L] L] Ll L|
C 5 8 13 29 42 45 AnfB
|
|
c !
I
| ]
2.5%10% -.-—'_ ——
g!.ﬂﬂl}"- — —_
5 1.5x105- .
[
8
§ 1.0x10°
(=]
¥
L 5.0%10%-
n L Ll L] Ll L] L
C 5 8 13 29 42 45 AnfB

Fluorencéncia (IUA)

Fluorencéncia (UA)

5.0=10°~
4.5x10° -
4.0x10% 4
3.5x10°+
3.0x10%+
2.5x10° 4
2.0=10°+
1.5%10° 4
1.0x105 4
5.0=10"+

65

5.0=105-
4.5=10°-
4.0%105 -
3.5=105-
3.0=10%+
2.5%10°-
2.0=105~
1.5=10° -
1.0%105 -
5.0=10% -

13

29 42 45 AnfB

c

i

13

29 42 45 AnfB

Figura 8. Atividade dos compostos tiazdlicos na producdo de ROS em T. rubrum apds 03 (A e B) e 24 (C e D) horas, nas concentragbes sub-

inibitorias (A e C) e inibitorias (B e D). C: Controle apenas com fungo T. rubrum; AnfB: controle com fungo e Anfotericina B.
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6.6 QUANTIFICACAO DE PEROXINITRITO (PRN) APOS EXPOSICAO

A guantificagcdo de PRN apds 03 horas foi realizada em duas concentracdes
dos 06 compostos selecionados, sub-inibitéria e inibitéria. Na concentragdo sub-
inibitéria de todos os compostos, foi observado uma producdo de ROS maior no
composto n° 05 daquela induzida pelo controle C e AnfB (Figura 9.A) e menor nos
compostos n° 08 e 13. J& na concentracao inibitoria, essa producao foi menor em
todos os compostos daquela induzida pelo controle C e maior nos compostos n°s 13,
29, 42 e 45 em relagéo ao controle AnfB (Figura 9.B).

Ao comparar a producdo de PRN nas duas concentracdes, observa-se que a
concentracgao inibitéria dos compostos induz uma maior producdo de PRN em todos
0s compostos analisados, exceto no composto n° 05 na concentracdo sub-inibitéria
(Figura 9.A e 9.B).

A quantificagdo de PRN apoés 24 horas foi realizada em duas concentragdes
dos 06 compostos selecionados, sub-inibitéria e inibitéria. Na concentracdo sub-
inibitéria, apenas o composto n° 05 apresentou uma producao de PRN maior daquela
induzida pelo controle C e AnfB (Figura 9.C). Ja na concentracao inibitéria, essa
producéo foi maior daquela induzida pelo controle AnfB nos compostos n°s 13, 29, 42
e 45 e menor nos compostos n°s 05, 08 e 13 em relacao ao controle C (Figura 9.D).

Ao comparar a producdo de PRN nas duas concentracdes, observa-se que a
concentragao sub-inibitéria do composto n° 05 induz uma maior producdo de PRN em

relacdo aos demais (Figura 9.C e 9.D).
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Figura 9. Atividade dos compostos tiazélicos na producdo de PRN em T. rubrum apos 03 (A e B) e 24 (C e D) horas, nas concentracdes sub-

inibitorias (A e C) e inibitorias (B e D). C: Controle apenas com fungo T. rubrum; AnfB: controle com fungo e Anfotericina B.



68

6.7 AVALIACAO DE ESTRESSORES EM T. rubrum

A ocorréncia do estresse provocado por estressores osmoticos NaCl 0,5M e
KCI 0,5M, de parede celular Calcofluor (CFLU) 50 pg/mL e Vermelho Congo (VC)
50pg/mL, de reticulo endoplasmético DTT 0,05% e os agentes desnaturantes de
proteinas SDS 0,05% em T. rubrum tratados com os 06 compostos selecionados pode
ser observado no painel abaixo (Figura 10).

E possivel observar que os estressores SDS, CF e VC n&o foram capazes de
impedir o crescimento fungico. J& os estressores NaCl, KCl e DTT ndo permitiram o

crescimento do fungo T. rubrum (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da exposicao de T. rubrum aos compostos tiazélicos na suscetibilidade a diferentes agentes estressores.
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7 DISCUSSAO

O capitulo | se inicia com os resultados das CIMs dos compostos azélicos para
T. rubrum e proporcionam esclarecimentos sobre a atividade antifingica para avaliar
o potencial desses compostos como agentes antifingicos, especialmente em face da
crescente preocupacao com a resisténcia antifiingica. Isso € exemplificado no trabalho
de Coelho e colaboradores que traz a ocorréncia de resisténcia aos antifungicos
topicos e sistémicos devido as alteracdes na interacao da droga com o alvo ou com
as enzimas da via de sinalizacéo, por meio de mutagdes pontuais (COELHO et al.
2020).

A linhagem de T. rubrum testada em meio sélido (ASD) demonstra uma
sensibilidade consideravel aos 53 compostos avaliados, com CIM variando entre 2 e
75 pg/mL para os dois tipos de inoculos utilizados: fragmentos de miceélios e
suspensao de conidios. Esta ampla distribuicdo de valores sugere uma complexidade
na resposta antifungica das diferentes linhagens, refletindo possiveis diferencas
genéticas, condicbes ambientais e historico de exposicéo a antifungicos.

Nesse sentido, um artigo de 2020 discute os mecanismos moleculares
subjacentes a resisténcia antifUngica em fungos patogénicos. Os autores destacam a
ocorréncia de mutacdes genéticas que conferem resisténcia, bem como a expressao
de genes que facilitam a expulsdo de medicamentos antifungicos das células fangicas
(LEE et al. 2020).

Seguindo essa linha de raciocinio, os compostos n°® 06, 08, 12, 13, 29, 36, 37,
42, 45, 46, 47 e 48 demonstram CIM inferior a 8 pg/mL quando testados com o in6culo
de conidios. Esta descoberta sugere uma potencial eficacia desses compostos contra
T. rubrum na fase conidial, que é clinicamente relevante, jA que as conidios séo
responsaveis pela disseminacéo e transmissao de infeccbes fangicas, de acordo com
o estudo de Baldo e colaboradores. Esse trabalho identifica diferentes estratégias
usadas por esses fungos para aderir a superficie da pele e penetrar nos tecidos, como
a producado de enzimas que facilitam a degradacdo de queratina presente na pele,
cabelo e unhas (BALDO et al. 2012).

E interessante notar que, quando o indculo era constituido por fragmentos de
micélios, a maioria dos compostos apresentou CIM superior a 10 pg/mL. No entanto,
0s compostos 06 e 08 demonstraram atividade antifGngica mesmo nesta condi¢ao

desafiadora. Esta diferenca na eficacia dos compostos entre os dois tipos de inoculos
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ressalta a importancia de considerar o estado metabdlico das células fungicas ao
avaliar a atividade antifingica de compostos.

Ja os resultados da CIM de compostos azélicos em caldo (RPMI) para T.
rubrum apresentaram uma grande variedade na sensibilidade aos 53 compostos
avaliados, com CIM variando entre 1,875 e >60 pg/mL quando o indculo consistia em
suspenséo de conidios. Esta diversidade na resposta antifingica sugere a presenca
de uma heterogeneidade significativa nas linhagens de T. rubrum, possivelmente
relacionada a diferencas genéticas, origem geografica e exposicdo prévia a
antifangicos, tal qual abordado no trabalho de Cornely e colaboradores sobre aspectos
diversos da mucormicose (CORNELY et al. 2019).

E interessante notar também que os compostos n°s 05, 08, 09, 13, 29, 42 e 45
demonstraram CIM igual ou inferior a 7,5 pg/mL, indicando uma alta eficacia
antifungica contra T. rubrum na fase conidial, como mencionado anteriormente.

A variacdo na sensibilidade das linhagens de T. rubrum aos compostos
testados destaca a importancia de uma abordagem personalizada no tratamento de
infeccbes fungicas. Além disso, a identificacdo de compostos com atividade
antifangica potente, especialmente contra a fase conidial de T. rubrum, pode ter
implicacbes importantes no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
eficazes e direcionadas.

A CIM de compostos azolicos em meio soélido para T. interdigitale e T. equinum
indicam que todas as espécies testadas apresentaram uma CIM igual ou menor a 25
pMg/mL para os 06 compostos avaliados. Ja para T. tonsurans, a CIM desses
compostos foi igual ou menor a 50 pg/mL. Estes achados sugerem uma potencial
eficacia desses compostos contra as espécies de Trichophyton quando as células
fungicas estdo na fase de crescimento micelial. Esta descoberta é particularmente
encorajadora, pois a fase micelial é importante para o estabelecimento e a
disseminacéao das infec¢des fungicas cutaneas.

O composto n° 08 demonstrou uma CIM igual ou menor a 10 pg/mL para todas
as espécies testadas. Este resultado destaca o potencial significativo deste composto
como um agente antifingico eficaz contra um espectro diversificado de espécies de
Trichophyton. A identificagdo de um composto com atividade tdo promissora é de
grande relevancia, especialmente considerando a emergéncia de resisténcia
antifingica e a necessidade de novas opc¢des terapéuticas. Entretanto € importante

considerar a variabilidade genética dentro das espécies de Trichophyton, bem como
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possiveis diferencas na sensibilidade aos compostos entre diferentes isolados
clinicos.

A avaliacdo da acdo fungicida e fungistdtica dos compostos fornece
informacgdes sobre a natureza da atividade antifingica de diferentes compostos contra
os dermatofitos. A distingéo entre atividade fungicida e fungistética € fundamental para
compreender o potencial desses compostos como agentes antifingicos e para
orientar estratégias terapéuticas mais eficazes, como a pesquisa de Deng e
colaboradores sobre testes que avaliaram a sensibilidade antifungica in vitro (DENG
et al. 2015).

Os compostos n°s 05, 06 e 33 demonstraram atividade fungicida, enquanto os
demais compostos apresentaram atividade fungistatica. A capacidade desses 03
compostos de exibir atividade fungicida € particularmente encorajadora, pois sugere
gue esses compostos tém o potencial de serem eficazes no tratamento de infec¢des
fungicas ao eliminar completamente os patdégenos. Essa propriedade € importante em
infeccbes fungicas graves ou resistentes, onde a erradicagcdo completa do fungo é
essencial para o sucesso terapéutico e para evitar recidivas, exemplificado no estudo
da atividade antifungica da AnfB contra espécies de Aspergillus terreus (VAEZI et al.
2018).

Por outro lado, os compostos que exibem atividade fungistatica ainda tém valor
terapéutico, pois podem ajudar a controlar o crescimento do fungo e prevenir a
disseminacéao da infeccdo. No entanto, € importante reconhecer que esses COmpostos
podem néo ser suficientes para eliminar completamente o fungo, especialmente em
casos de infec¢des persistentes ou recorrentes. Um exemplo disso é um trabalho de
1998 sobre a avaliacdo da acao fungicida da AnfB e fungistatica do fluconazol e
itraconazol contra espécies de Candida (LEWIS et al. 1998).

Além disso, esse ensaio revela uma variagdo no crescimento fingico em
resposta aos compostos que demonstraram atividade fungistatica, isto €, a inibicdo do
crescimento do fungo ndo ocorre de forma uniforme, sugerindo que diferentes
compostos fungistaticos podem ter efeitos distintos sobre o crescimento do fungo, o
gue pode ser influenciado por uma série de fatores, incluindo a concentracdo do
composto, a sensibilidade do fungo e os mecanismos de acdo especificos do
composto.

Essa variacdo no crescimento fungico pode ter implicagdes no que diz respeito

ao tratamento de infec¢des fangicas. Por exemplo, compostos que permitem um maior
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crescimento fungico, mesmo que inibido em comparacdo com outros compostos,
podem néo ser tao eficazes no controle da infeccéo e na prevencédo de complicacoes
clinicas. Com isso, essa variagdo no crescimento fingico destaca a complexidade da
resposta do fungo aos compostos antifingicos e ressalta a importancia de considerar
ndo apenas a atividade fungistatica, mas também o perfil de crescimento do fungo em
resposta ao tratamento.

Além disso, é importante compreender 0s mecanismos subjacentes a atividade
fungicida e fungistatica desses compostos, bem como sua eficacia em diferentes
contextos clinicos e em relacdo a diferentes espécies de fungos. Dessa forma, a
combinacdo de compostos com diferentes perfis de atividade antifingica pode ser
uma estratégia promissora para alcancar melhores resultados terapéuticos e para
minimizar o desenvolvimento de resisténcia aos antifiungicos. Esse tema é discutido
no estudo de Carrillo Mufioz e colaboradores ao propor uma estratégia de terapia
antifingica combinada no tratamento de infec¢es invasivas, a qual pode potencializar
essa atividade, reduzir a toxicidade e minimizar o desenvolvimento de resisténcia
(CARRILLO MUNOZ et al. 2014).

Partindo agora para a avaliacdo da infeccdo in vitro de T. rubrum, visando
proporcionar uma analise detalhada do crescimento fungico em diferentes substratos
na presenca dos seis compostos antifungicos selecionados. A utilizacdo de
fragmentos de unhas e exoesqueletos de T. molitor como substratos oferece
explicacbes sobre a eficacia dos compostos na inibicdo do crescimento fungico, bem
como a interacao entre 0s compostos e 0s substratos utilizados.

A auséncia de crescimento fungico nas concentracfes inibitorias dos
compostos n°s 05, 13, 29 e 42, bem como na concentracao sub-inibitéria do composto
n° 29, indicam uma forte atividade antifingica desses compostos contra T. rubrum em
fragmentos de unhas utilizados como substrato. Novamente, ha uma auséncia de
crescimento fangico nas concentragdes inibitérias dos compostos n°s 05, 29 e 42 nos
exoesqueletos de T. molitor. No entanto, ao observar um pequeno crescimento
fungico na concentracdo sub-inibitéria do composto n° 29, isso é indicativo de uma
possivel interacdo entre 0 composto e o substrato que diminui sua eficacia.

E interessante notar que o crescimento fungico variou dependendo do
composto e da concentracéo utilizada, bem como do substrato empregado. Em alguns

casos, como na concentracdo sub-inibitoria do composto n° 08 e nos compostos n°s
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08 e 42, houve um grande crescimento fungico, sugerindo uma possivel resisténcia
ou menor eficacia desses compostos contra T. rubrum neste contexto especifico.

Esses resultados destacam a importancia de considerar ndo apenas a atividade
antifingica dos compostos, mas também a interagcdo entre 0s compostos e 0s
substratos presentes nos fungos. Além disso, ressaltam a necessidade de avaliar a
eficacia dos compostos em diferentes condi¢des e substratos para uma compreensao
abrangente de sua atividade antifungica.

Em relacdo a pesquisa da acdo dos compostos azélicos no biofilme maduro,
esta forneceu uma visdo sobre a patogenicidade e resisténcia a tratamentos
antifingicos, tornando a compreensdo dos mecanismos de formacao de biofiime e a
identificacdo de agentes que possam inibir sua formacao de grande interesse clinico.
Assunto esse retomado no artigo de Pereira e colaboradores que trata dos
mecanismos envolvidos na formacao de biofiime de Candida albicans, incluindo a
adesao inicial das células fungicas as superficies, a producéo de matriz extracelular e
a formacado de estruturas tridimensionais e sua resposta aos estimulos ambientais
(PEREIRA et al. 2021).

Ao quantificar a biomassa do biofilme maduro na presenca de concentracfes
sub-inibitoria e inibitéria dos compostos, observou-se que alguns compostos, n° 05,
08 e 29, resultaram em um biofilme menor em comparacdo com o controle que
continha apenas o fungo. Esses resultados sugerem um potencial desses compostos
para inibir a formacdo de biofilme por T. rubrum, mesmo em concentracdes sub-
inibitorias.

No entanto, foi observado que os compostos n° 42 e 45 resultaram em um
biofilme maior em relacédo ao controle de terbinafina na mesma concentracdo sub-
inibitéria. Este resultado pode indicar uma possivel resisténcia ou menor eficacia
desses compostos na inibicdo da formacao de biofilme por T. rubrum.

Quando a concentracéo inibitéria dos compostos foi utilizada, observou-se um
biofilme maior em relacéo ao controle C no composto n° 45. Ja em comparac¢ao com
o controle TER, todos os compostos analisados resultaram em um biofilme maior na
concentracgdo inibitoria. Isso pode indicar uma diferenca na eficacia dos compostos
em relacdo a esses controles na formacéo do biofilme.

A comparacéo entre as concentracdes sub-inibitoria e inibitéria dos compostos
também é relevante. Nota-se que a concentracao inibitéria dos compostos tende a

resultar em uma menor formacéo de biofilme em comparagdo com a concentragao
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sub-inibitoria. Isso sugere que, em concentracdes mais altas, os compostos tém um
maior impacto na inibicdo da formagé&o de biofilme por T. rubrum.

A viabilidade do biofilme maduro de T. rubrum € essencial para avaliar a
eficacia dos compostos na inibicdo do crescimento e na reducdo da atividade
metabdlica do biofilme, aspectos estes importantes no controle de infec¢des fungicas.

Tendo isso em vista, uma menor atividade metabdlica do biofilme maduro foi
observada na presenca da concentracdo sub-inibitoria do composto n° 05 e 29 em
comparacao com o controle TER. Esse resultado sugere um potencial deste composto
para reduzir a viabilidade do biofilme de T. rubrum, mesmo em concentra¢des sub-
inibitérias. Por outro lado, foi observada uma maior atividade metabdlica do biofilme
na presenca dos compostos n° 08 e 45 em relacdo ao controle C e os n° 08, 13 e 45
em relacdo ao controle C, na mesma concentracéo. Isso pode indicar uma possivel
resisténcia ou menor eficacia desses compostos na reducéo da viabilidade do biofilme
de T. rubrum.

Ja na concentracéo inibitoria, foi observada uma menor atividade metabolica
do biofilme em relacdo aos controles C e TER em todos os compostos analisados.
Isso sugere que a concentracao inibitoria dos compostos € eficaz na reducdo da
viabilidade do biofilme de T. rubrum. Além disso, ao comparar a atividade metabdlica
do biofiime maduro nas duas concentracbes dos compostos, observa-se
consistentemente uma menor atividade do biofilme na concentracdo inibitoria. Isso
confirma a eficacia das concentracdes inibitérias dos compostos na reducdo da
viabilidade do biofilme fungico.

Assim, todos os resultados obtidos na analise do biofilme maduro séo
importantes porque destacam a importancia dos compostos na reducao da viabilidade
do biofilme maduro de T. rubrum, um aspecto critico no controle de infec¢des fungicas.

Sobre a quantificacdo da biomassa do biofiilme em maturacdo, € crucial
compreender como 0s compostos azolicos afetam a capacidade do fungo de formar
biofilme, um aspecto fundamental na patogénese das infeccdes fangicas.

Sendo assim, a concentracao sub-inibitéria dos compostos n° 08, 13 e 29 em
comparacao com o controle TER, levou a formacdo de um biofilme menor, sugerindo
um potencial desses compostos para inibir a sua formacédo. No entanto, o biofilme
maior na presenca dos compostos n°s 05, 42 e 45 em relagéo a esse mesmo controle,
pode indicar uma possivel resisténcia ou menor eficacia desses compostos na inibigdo

da formacé&o de biofilme por T. rubrum.
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Ja na concentracao inibitéria, um biofilme menor em relacéo ao controle nos
compostos n° 08, 13, 29, 42 e 45, é indicativo de que essa concentracao é eficaz na
inibicdo da formacé&o de biofilme fungico. Quando se compara a formacéao do biofilme
em maturacao nas duas concentragdes dos compostos, nota-se uma menor formacao
de biofilme na concentracao inibitéria. Isso sugere que a concentracao inibitdria dos
compostos € mais eficaz na inibicdo da formacédo de biofilme de T. rubrum do que a
concentracao sub-inibitoéria.

Em relacdo a viabilidade do biofiilme em maturacdo, a menor atividade
metabdlica do biofilme na presenca da concentracao sub-inibitéria dos compostos n°s
08, 29, 42 e 45 em comparacdo com o controle C, sugere que esses compostos tém
potencial para reduzir a viabilidade do biofilme de T. rubrum, mesmo em
concentragbes sub-inibitorias. No entanto, uma maior atividade do biofilme na
presenca dos compostos n°s 05 e 13 em relagéo ao controle na mesma concentracao.
Esses resultados também podem indicar uma possivel resisténcia ou menor eficacia
desses compostos na reducao da viabilidade do biofilme de T. rubrum.

Na concentracéo inibitéria, uma menor atividade metabdlica foi observada em
todos os compostos analisados, indicando que a concentracdo inibitéria dos
compostos é eficaz na reducéo da viabilidade do biofilme de T. rubrum. Ao comparar
a viabilidade do biofilme em maturacdo nas duas concentracfes dos compostos,
observa-se uma menor atividade metabdlica na concentracdo inibitoria. Isso sugere
gue a concentracao inibitoria dos compostos é mais eficaz na reducao da viabilidade
do biofilme de T. rubrum do que a concentracéo sub-inibitéria.

E mais uma vez, os resultados obtidos na analise do biofilme s&o importantes
porque destacam o potencial desses compostos para inibir a atividade metabdlica do
biofilme em maturacao de T. rubrum, um aspecto crucial na patogénese das infeccées
fungicas. No entanto, sdo necessarias mais investigacbes para elucidar
completamente os mecanismos subjacentes de acdo dos compostos e avaliar sua
eficacia in vivo.

A quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) é
fundamental para entender os mecanismos de acdo dos compostos antifingicos e seu
potencial para induzir estresse oxidativo nas células fungicas. Os resultados deste
estudo revelaram uma reducéo significativa na producdo de ROS apos 03 e 24 horas

de exposicao as concentragdes sub-inibitoria e inibitéria dos compostos selecionados.
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Ap6s 3 horas de exposicdo, na concentracdo sub-inibitéria de todos os
compostos, foi observada uma producdo de ROS menor em comparagdo com o
controle contendo apenas o fungo T. rubrum e AnfB. Esse resultado sugere que
mesmo em concentracdes sub-inibitérias, os compostos antifingicos sao capazes de
reduzir a producado de ROS, indicando um possivel efeito protetor contra o estresse
oxidativo.

Na concentracao inibitéria, a producédo de ROS induzida pelos 06 compostos é
ainda menor em comparagdo com o controle AnfB, indicando que esses compostos
nao sao capazes de estimular a producao de ROS como a AnfB, o que pode interferir
na eficacia dos 06 compostos testados no comprometimento do crescimento flngico.

Apoés 24 horas de exposicéo, os resultados foram semelhantes, com todos os
compostos levando a uma producdo de ROS menor em comparagao com 0s controles,
tanto na concentracéo sub-inibitéria quanto na inibitoria. Isso indica uma persisténcia
do efeito dos compostos na reducdo da producdo de ROS ao longo do tempo,
comprometendo o seu potencial como agentes antifungicos nesse aspecto.

Esses resultados se contrapdem com estudos anteriores que demonstraram o
papel crucial do estresse oxidativo na resposta antifingica e destacam o potencial dos
compostos selecionados como candidatos promissores para o0 tratamento de
infecgBes fungicas (DELATTIN; CAMMUE; THEVISSEN, 2014).

A avaliacdo da producdo de peroxinitrito (PRN) apds a exposicdo aos
compostos antifungicos € essencial para compreender os efeitos desses compostos
no metabolismo e na resposta fisiolégica das células fangicas. Os resultados deste
estudo revelaram diferencas significativas na producdo de PRN apos 03 e 24 horas
de exposicao as concentracdes sub-inibitoria e inibitéria dos compostos selecionados.

Apbs 03 horas de exposicao, ha concentracao sub-inibitéria do composto n° 05
foi observada uma maior inducdo na producdo de PRN em comparacdo com 0s
controles. Esse achado sugere que o composto n° 05 pode induzir uma resposta mais
pronunciada de PRN em comparacdo com 0s outros compostos, indicando possiveis
diferencas em seus mecanismos de acao.

Por outro lado, na concentracdo inibitoria dos compostos n°s 13, 29, 42 e 45, a
producéo de PRN foi maior em comparagcao com o controle AnfB. Isso sugere que
esses compostos tém a capacidade de induzir uma producéo significativa de PRN em

concentracgdes inibitdrias, o que pode estar associado a sua atividade antifangica.
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Na avaliagdo ap0s 24 horas, na concentracdo sub-inibitéria, apenas o
composto n° 05 levou a uma maior producdo de PRN em comparacdo com oS
controles. Isso sugere uma persisténcia do efeito do composto n° 05 na inducao de
PRN ao longo do tempo.

J& na concentracao inibitéria, a inducdo da producdo de PRN foi maior nos
compostos n° 13, 29, 42 e 45 em comparagao com o controle AnfB, indicando que
0s compostos antifangicos podem induzir uma producdo prolongada de PRN em
concentracgdes inibitorias.

Esses resultados destacam a complexidade da resposta fisiolégica das células
flngicas a exposicdo aos compostos antifingicos e sugerem que a producao de PRN
pode desempenhar um papel importante na resposta antifungica. Mais estudos sao
necessarios para elucidar os mecanismos subjacentes a producdo de PRN em
resposta aos compostos antifingicos e sua relevancia para o desenvolvimento de
novos tratamentos antifingicos.

Nesse sentido, o estudo de Brown, Haynes e Quinn explora como os fungos
sdo capazes de responder ao estresse nitrosativo e oxidativo e assim afetar sua
capacidade de causar infec¢cdes em seus hospedeiros. Essa pesquisa sugere que o
estresse nitrosativo, causado pela presenca de 6xido nitrico, pode ter efeitos tanto
benéficos quanto prejudiciais para os fungos, dependendo do contexto da infeccao.
Além disso, os autores destacam também a importancia de compreender esses
mecanismos de estresse para desenvolver novas estratégias terapéuticas contra
infeccBes fungicas (BROWN; HAYNES; QUINN, 2009).

A avaliacdo da resposta de T. rubrum ao estresse provocado por diferentes
estressores em combinagcdo com 0s compostos selecionados € crucial para
compreender como estes compostos afetam a capacidade do fungo de lidar com
condi¢cBes ambientais adversas. Os resultados deste estudo revelaram diferencas
marcantes na capacidade dos estressores em afetar o crescimento fungico,
especialmente quando combinados com os compostos selecionados.

Observou-se que os estressores SDS, Calcofluor (CFLU) e Vermelho Congo
(VC) néo foram capazes de impedir o crescimento flngico, indicando uma resisténcia
do fungo a esses estressores especificos. Esses resultados sugerem que, mesmo na
presenca desses agentes estressores conhecidos por afetar a integridade da parede

celular e desnaturar proteinas, o fungo pode manter seu crescimento e viabilidade.
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Por outro lado, os estressores NaCl, KCl e DTT demonstraram ser eficazes em
inibir o crescimento do fungo T. rubrum. Esses estressores osméticos e agentes
desnaturantes de proteinas parecem ter um impacto significativo na capacidade de
crescimento do fungo, sugerindo uma vulnerabilidade de T. rubrum a condi¢des de
estresse osmoético e alteracfes na estrutura das proteinas.

A observacdo de que o0s compostos selecionados nao alteraram
significativamente a resposta do fungo ao estresse provocado pelos diferentes
estressores € interessante. I1Sso sugere que esses compostos podem nao ter um efeito
direto na resposta fungica ao estresse celular induzido pelos estressores testados. No
entanto, € importante considerar que 0s compostos podem ter outros efeitos
antifungicos que néo foram avaliados neste estudo.

Esses resultados destacam a complexidade da resposta de T. rubrum ao
estresse celular e ressaltam a importancia de investigar os mecanismos subjacentes
aresisténcia e sensibilidade do fungo a diferentes estressores ambientais. Além disso,
sugerem que estratégias terapéuticas que visam direcionar especificamente 0s
mecanismos de estresse fungico podem representar uma abordagem promissora para

o tratamento de infeccdes fungicas.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo fornecem informagdes valiosas sobre a
atividade antifingica de compostos tiazélicos contra T. rubrum e outras espécies
relacionadas, bem como sobre a resposta do fungo ao estresse provocado por
diferentes estressores. Essas descobertas sdo de grande importancia, especialmente
em um cenario onde a resisténcia antifingica esta se tornando uma preocupacao
crescente.

A analise das CIMs dos compostos tiazolicos revelou uma ampla gama de
sensibilidades entre as linhagens de T. rubrum, indicando possiveis diferencas
genéticas e ambientais. Compostos especificos demonstraram eficacia notavel contra
T. rubrum na fase conidial, uma descoberta clinicamente relevante dada a importancia
desses estagios na disseminagéo das infecgdes fungicas.

A distincdo entre atividade fungicida e fungistatica dos compostos é crucial para
entender seu potencial terapéutico. Compostos com atividade fungicida podem
oferecer vantagens no tratamento de infecgcbes graves, enquanto compostos
fungistaticos ainda s&o valiosos para controlar o crescimento fungico e prevenir a
disseminacao da infeccéo.

A avaliacdo da formacdo de biofilme revelou a capacidade de alguns
compostos em inibir sua formacao e reduzir sua viabilidade. Isso € especialmente
relevante, pois os biofilmes fungicos representam um desafio terapéutico significativo
devido a sua resisténcia aos antifiungicos convencionais.

Além disso, a analise da producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
produtos de reacao a nitrogénio (PRN) fornece dados sobre os mecanismos de agao
dos compostos antifungicos. A reducdo na producdo de ROS e a inducdo de PRN
sugerem mecanismos de acao especificos dos compostos, 0 que pode contribuir para
sua eficacia antifungica.

No entanto, € importante ressaltar que mais pesquisas sdo necessarias para
entender completamente os mecanismos de acdo dos compostos e avaliar sua
eficacia in vivo. Além disso, a investigacdo da interacdo entre 0s compostos e 0s
substratos fungicos, bem como a avaliagdo da atividade antifungica em diferentes
condicdes clinicas, sdo areas que merecem atencgdo adicional.

Os testes de compostos tiazdélicos para dermatéfitos representam uma area de

pesquisa em constante evolugcdo, com o potencial de fornecer terapias mais eficazes
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e seguras para infec¢des fungicas cutadneas. Ao explorar 0s avancos recentes e as
futuras direcdes nesta area, os pesquisadores podem contribuir significativamente
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras e melhorar a
gualidade de vida dos pacientes afetados por dermatofitose.

Embora os testes de compostos tiazélicos para dermatofitos oferecam
promessas no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, € importante
reconhecer e abordar as limitacbes e possiveis problemas associados a esses
estudos. A compreensao dessas questdes pode orientar o planejamento experimental,
a interpretacao dos resultados e o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais
eficazes e seguras para o tratamento de infeccbes fangicas cutaneas.

Em suma, os resultados deste estudo contribuem significativamente para o
conhecimento sobre a atividade antifungica de compostos azolicos contra T. rubrum
e destacam a complexidade da resposta do fungo ao estresse celular. Essas
descobertas podem informar o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e

ajudar a mitigar os desafios associados ao tratamento de infec¢des fungicas.
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9 PERSPECTIVAS

O tratamento das dermatofitoses é frequentemente realizado com compostos
azolicos, uma classe de agentes antifingicos amplamente utilizada. Nesse sentido,
esta pesquisa abriu caminhos para explorar novos avangos nos testes realizados em
compostos tiazolicos para dermatofitos, com intuito de destacar suas importancias no
desenvolvimento de novas terapias antifungicas.

Avangos significativos em compostos com atividade antifangica contra
dermatdfitos se fazem necessarios, a fim de demonstrar a eficacia melhorada e menor
toxicidade em comparacdo com agentes antifungicos tradicionais.

Aprofundar o estudo dos mecanismos de acdo dos novos compostos e dos
mecanismos de resisténcia dos dermatofitos € fundamental para o desenvolvimento
de terapias eficazes. E dessa forma, novas pesquisas devem ser propostas para
investigar os alvos moleculares especificos nos fungos, bem como os mecanismos
genéticos subjacentes a resisténcia aos antifiungicos, com o objetivo de identificar
estratégias terapéuticas mais direcionadas e duradouras.

Realizar a avaliacdo da susceptibilidade dos dermatdfitos aos compostos
tiazodlicos por meio de ensaios in vitro, com a finalidade de fornecer informacdes sobre
a concentracao inibitoria minima e a concentracéo fungicida minima dos antifingicos.
Além disso, executar testes pré-clinicos em modelos animais e em culturas de tecido
humano serdo essenciais para avaliar a eficacia e a seguranca dos compostos antes
de sua aplicacao clinica.

Estudar o uso de combina¢des de compostos tiazélicos com outros agentes
antifangicos ou adjuvantes terapéuticos para serem exploradas como uma estratégia
para superar a resisténcia fungica e melhorar a eficacia do tratamento. Mais estudos
devem ser desenvolvidos para demonstrar o sinergismo entre os compostos azolicos
e outras classes de antifungicos, bem como compostos naturais e terapias
alternativas.

Apesar dos avancos, ainda existem desafios significativos a serem superados
no desenvolvimento e aplicacdo desses compostos em dermatoéfitos. Estes incluem a
emergéncia de resisténcia antifungica, a toxicidade dos agentes antifungicos, a falta
de padronizacdo nos métodos de teste e a necessidade de estudos clinicos bem

controlados para avaliar a eficacia e a seguranca dos tratamentos.
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CAPITULO Il - DESENVOLVIMENTO DE UM MODELO ALTERNATIVO DE
INFECCAO EM LARVAS DE T. MOLITOR POR DERMATOFITOS

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar uma metodologia de modelo de infeccdo em larvas de T. molitor para
estudar a viruléncia de dermatofitos, iniciando por T. rubrum.

- Extrapolar esse modelo para os dermatofitos T. interdigitale, T. tonsurans, T.
equinum, M. canis e M. gypseum.

- Analisar as curvas de sobrevivéncia das larvas de T. molitor, pela contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFCs) no exoesqueleto e na hemolinfa, bem
como determinar a carga fungica nas larvas de T. molitor.

- Avaliar a fagocitose fungica por hemdcitos de T. molitor e analisar os niveis de
hemdcitos, de lactato desidrogenase e a atividade da fenoloxidase.

- Avaliar esse modelo de infeccdo quanto a atividade de compostos antifungicos,
utilizando Terbinafina, Itraconazol e Fluconazol, comumente utilizados na pratica

clinica.
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5 METODOLOGIA

5.12 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas espécies de dermatofitos pertencentes a colecdo de
microrganismos do Laboratério de Micologia do Departamento de Microbiologia do
ICB/UFMG. Além disso, todas as espécies utilizadas nesse estudo possuem genoma
sequenciado, de acordo com trabalho de Martinez e colaboradores (MARTINEZ et al.
2012).

Inicialmente, foi proposto um modelo alternativo de infecgdo de T. molitor por
Trichophyton rubrum (CBS118892), por este ser um dermatofito antropofilico e o mais
comumente isolado de micoses em humanos. Posteriormente sera avaliado para os
outros dermatofitos: Trichophyton interdigitale (H6, ATCC MYA3801), Trichophyton
tonsurans (CBS112818), Trichophyton equinum (CBS127.97), Microsporum canis
(CBS113480) e Microsporum gypseum (CBS118893).

5.13 MEIOS DE CULTURA

Os meios ASD, ABD e AEM foram vertidos em placas de Petri 90x15 para
repique das culturas fungicas, as quais foram utilizadas no preparo dos inoculos para

cada experimento de modelo de infeccéo.

5.14 QUESTOES ETICAS

De acordo com os Artigos 1° e 2° da Lei Federal n° 11.794 de 2008 que
regulamenta sobre procedimentos para o uso cientifico de animais, a criacdo e
utilizacdo de animais em atividades de pesquisa aplica-se aos animais das espécies
classificadas como filo Chordata e subfilo Vertebrata (Site do Planalto).

Sendo assim, 0 uso experimental de invertebrados, como é o caso das larvas
de inseto da espécie T. molitor utilizadas nesse estudo, ndo requer envio de proposta
de pesquisa para aprovacdo e liberacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA).

5.15 PREPARO DO INOCULO
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O preparo do in6culo com suspensédo de conidios utilizado nos experimentos
listados a seguir se baseou em alguns estudos que utilizaram uma suspensao de
conidios ou uma mistura de conidios e fragmentos de hifas (CAMBIER et al. 2017).
Isso porque os artroconidios sdo comumente empregados para infectar
experimentalmente outros animais, de acordo com outros estudos (FAWAY et al.
2021).

As espécies de dermatéfitos previamente cultivadas em placas de AEM a 28
°C por 21 dias. Apés esse periodo, uma aliquota de até 5 mL de salina estéril foi
adicionada as placas contendo os fungos; com auxilio de uma alga, os fungos foram
desprendidos do meio solido e misturados a solucéo salina. Posteriormente, a solugéo
contendo as células fungicas foi transferida para um falcon de 50 mL e agitada em
vortex por aproximadamente 5 minutos. A seguir, a suspensao foi filtrada em funil
estéril contendo 1& de vidro; a suspenséao resultante foi centrifugada por 10 min a 25
°C a 4000 RPM. O pellet resultante foi recuperado e ressuspendido em solucéo salina
0,9% para dar origem a suspenséao de conidios.

Para estimar a concentracdo dos conidios e preparar o indculo correto para
cada experimento, uma aliquota de 10 pL da suspenséo contendo conidios foi contada
na Camara de Neubauer (CN). A leitura foi realizada contando os 5 quadrantes na
diagonal, multiplicado por 5 x 10# para corrigir o valor total na camara. Caso a solugéo
estivesse muito concentrada e impossibilitasse a contagem dos conidios, uma diluicao
com salina deveria ser feita (podendo ser de 10x ou 100x) e ao final, o fator de diluicao
deveria ser multiplicado também. Sendo assim, ao término da contagem, o resultado
seria dado em conidios/mL.

A partir do inoculo preparado, cada experimento usou uma concentracao
determinada de conidios, variando entre 1,0 x 107 até 1,0 x 10° células/mL. Foi
estabelecido que para os testes em larva de T. molitor, poderia ser injetada com uma
suspensdo de 1,0 x 10°% até 1,0 x 10% células/5uL/larva. E para os demais
experimentos, os calculos necessarios foram realizados para as devidas correcdes e
adequacdes (Protocolo de modelo de infeccdo com T. molitor - producdo do

laborat6rio).

5.16 ENSAIOS DE SOBREVIVENCIA DE T. molitor
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As larvas de T. molitor foram adquiridas de criadores em lojas especializadas.
Foram alimentadas ad libitum com racdo e para manter a hidratagdo, foram
adicionados pedacos de maca, cenoura ou chuchu em pequenas quantidades.

As larvas foram selecionadas e hidratadas no dia anterior ao experimento e,
obrigatoriamente, ndo apresentaram lesdes e manchas corporais visiveis ou sinais de
melanizacdo. Os insetos foram pesados no dia do ensaio, 0 peso de cada larva estava
entre 100 e 200 miligramas e os grupos experimentais foram divididos em dois grupos
controles e quatro grupos testes.

O ensaio foi realizado em duplicata e cada grupo experimental era composto
por 12 larvas. Haviam dois grupos controle: um contendo larvas sem inoculo e outro
contendo larvas inoculadas somente com PBS, sem a presenca dos conidios. Para a
infeccéo, foi realizada a assepsia de cada uma das larvas com alcool 70% e 0s grupos
testes foram infectados, por meio de pulverizacdo e por inoculacdo com seringa
Hamilton de 5 pL da suspenséo de conidios em diferentes concentracdes, preparada
anteriormente. Diferentes concentracdes de conidios foram avaliadas para determinar
a melhor carga fungica em funcéo da taxa de sobrevivéncia das larvas a temperatura
ambiente, sendo elas: 5 x 10% 5 x 10%e 1,075 x 10%.

Apobs exposicao e inoculagao, as larvas foram mantidas em placas de Petri com
racao, em estufa de 28°C, para acompanhamento e observacéo de lesbes ou até que
todas as larvas sucumbissem a infeccdo. Larvas mortas foram definidas como as que
nao apresentaram sinais de irritabilidade e tiveram encolhimento e extensa
melanizacdo corporal. Com a intencdo de evitar a taxa de mortalidade por
manipulacdo e lesbes mecanicas, as larvas foram manuseadas com cuidado. As

larvas foram observadas por até 45 dias.

5.17 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando o Software GraphPad Prism 9.0.
Um total de 12 larvas por grupo foram usadas nos experimentos de exposi¢do aos
dermatofitos. Os resultados foram analisados com o teste U de Mann-Whitney e
expresso como média + desvio padrdo de experimentos independentes realizados em

duplicata. A significancia estatistica foi fixada em p < 0,05 em todos 0s casos.
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6 RESULTADOS

6.8 ENSAIOS DE SOBREVIVENCIA DE T. molitor

No primeiro experimento, foi utilizado um indculo de suspenséo de conidios na
concentracéo de 5 x 10° con/mL. As larvas de T. molitor foram acompanhadas por 25
dias. A finalidade foi padronizar um método para o desenvolvimento de um modelo de
infeccdo de T. rubrum. A Figura 11 mostra a taxa de sobrevivéncia das larvas de T.
molitor infectados com T. rubrum ao longo dos dias.
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Figura 11. Curva de sobrevivéncia das larvas de T. molitor infectadas com 5 x 10°
con/mL de T. rubrum ao longo de 25 dias.

NI: grupo de larvas nao inoculadas.

PBS: grupo de larvas inoculadas apenas com PBS.

IN1: duplicata 1 de larvas inoculadas com fungo.

IN2: duplicata 2 de larvas inoculadas com fungo.

P1: duplicata 1 de larvas pulverizadas superficialmente com fungo.

P2: duplicata 2 de larvas pulverizadas superficialmente com fungo.

No segundo experimento, foi utilizado um indculo de suspensao de conidios na
concentracdo de 5 x 10® con/mL. As larvas de T. molitor foram acompanhadas por 45
dias. A finalidade foi observar a capacidade de sobrevivéncia das larvas de T. molitor.

A figura 12 mostra a taxa de sobrevivéncia das larvas de T. molitor infectados com T.
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rubrum ao longo dos dias.
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Figura 12. Curva de sobrevivéncia das larvas de T. molitor infectadas com 5 x 103
con/mL de T. rubrum ao longo de 45 dias.

NI: grupo de larvas nao inoculadas.

PBS: grupo de larvas inoculadas apenas com PBS.

IN1: duplicata 1 de larvas inoculadas com fungo.

IN2: duplicata 2 de larvas inoculadas com fungo.

P1: duplicata 1 de larvas pulverizadas superficialmente com fungo.

P2: duplicata 2 de larvas pulverizadas superficialmente com fungo.

No terceiro experimento, foi utilizado um inéculo de suspenséo de conidios na
concentracdo de 1,075 x 10% con/mL. As larvas de T. molitor foram acompanhadas
por apenas 10 dias. A finalidade foi observar a mortalidade dos grupos controles nao
infectados e indculos com PBS. A figura 13 mostra a taxa de sobrevivéncia das larvas

de T. molitor infectados com T. rubrum ao longo dos dias.

Figura 13. Curva de sobrevivéncia das larvas de T. molitor infectadas com 1,075 x
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10* con/mL de T. rubrum ao longo de 10 dias.

NI: grupo de larvas néo inoculadas.

PBS: grupo de larvas inoculadas apenas com PBS.

IN1: duplicata 1 de larvas inoculadas com fungo.

IN2: duplicata 2 de larvas inoculadas com fungo.

P1: duplicata 1 de larvas pulverizadas superficialmente com fungo.

P2: duplicata 2 de larvas pulverizadas superficialmente com fungo.
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7 DISCUSSAO

Os dermatofitos sdo fungos patogénicos que causam infec¢cdes cuténeas
superficiais em humanos e outros animais (MARTINEZ-ROSSI et al. 2021). A busca
por modelos alternativos para estudar a patogenicidade e a resposta imune a esses
microrganismos é fundamental para avancar no desenvolvimento de terapias e
medidas de prevencgéo mais eficazes (PERES et al. 2010).

No capitulo Il deste trabalho, os ensaios de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio
molitor foram usados para avaliar 0 uso desse modelo como uma opcéo para o estudo
da patogenicidade e de estratégias de tratamento para dermatéfitos. Esse modelo é
uma opcao promissora oferecendo vantagens como disponibilidade, facilidade de
manuseio, resposta imune semelhante a de mamiferos, baixo custo e capacidade de
avaliar a viruléncia dos dermatofitos em um contexto biolégico relevante
(MAGALHAES et al. 2021).

Tendo em vista que ndo existe um modelo de infeccéo ideal ja definido e
estabelecido para estudo das dermatofitoses, foi necessario propor o desenvolvimento
de um modelo que possibilitasse o entendimento das dermatofitoses em modelos
biologicos. Com o objetivo de avaliar a viabilidade e a eficacia dos ensaios de
sobrevivéncia de Tenebrio molitor como um modelo alternativo de infeccdo para
dermatofitos, foram realizados trés experimentos com diferentes lotes de larvas em
trés épocas distintas com o dermatdfito T. rubrum.

Para tal, no primeiro ensaio, o acompanhamento durante 25 dias indicou que a
morte dos grupos controles (ndo infectados e infectados apenas com PBS) nos
primeiros 10 dias pode estar relacionada com a viabilidade das larvas, ou seja, as
larvas apresentaram uma idade avancada e ja estariam proximas do fim nesta fase
do ciclo. J& a morte dos 04 grupos testes (inoculados e pulverizados com a suspensao
de conidios) nos proximos 15 dias evidenciou que os fungos podem ter causado
infeccdo nas larvas e levado ao obito.

No segundo, o fornecedor das larvas de T. molitor foi trocado no intuito de
solucionar o problema de larvas velhas, uma vez que essas larvas podem ser um bom
modelo para dermatofitos ja que outros estudos do Laboratdrio de Micologia obtiveram
éxito ao usa-los como modelo para outros fungos. Assim, 0 acompanhamento ao

longo de 45 dias mostrou uma morte mais lenta dos grupos controles e testes,
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indicando que a utilizagdo de um in6culo com uma menor concentracéo de conidios
(5 x 108 con/mL) pode ter sido o motivo de um menor potencial lesivo nas larvas.

E por dltimo, o terceiro experimento evidenciou uma morte mais rapida das
larvas nos grupos controles (6 dias) e testes (10 dias), sinalizando que as larvas sao
suscetiveis a infec¢do por T. rubrum. Nesse caso, sera necessario aperfeicoar as
técnicas de infecgéo e estabelecer um protocolo para aprimorar a utilizacédo das larvas

de T. molitor como modelo de infecgao.
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8 CONCLUSAO

Comparado aos modelos animais tradicionais, como camundongos, 0 uso de
larvas de Tenebrio molitor é vantajoso por questdes éticas, logisticas e econdmicas,
além de permitir a execucao de testes de alta eficiéncia em larga escala e com baixo
custo. Nesse sentido, o protocolo de utilizacdo das larvas de Tenebrio molitor como
modelo de infeccédo proposto requer ajustes e acertos com a finalidade de obtencéo
de resultados mais robustos e reprodutiveis.

Entretanto, os resultados alcangados com os ensaios realizados poderao servir
para estudos e pesquisas correlatas posteriores. Para tal, os experimentos devem ser
efetuados com algumas corre¢des, tais como a troca do produtor das larvas ou propor
e desenvolver o cultivo delas no nosso laboratorio.

Espera-se que 0s novos ensaios de sobrevivéncia de larvas de T. molitor
fornecam informagdes valiosas sobre a patogenicidade dos dermatofitos e sua
resposta a diferentes intervencdes terapéuticas. Além disso, espera-se que este
estudo demonstre a validade e a utilidade deste modelo alternativo na pesquisa
biomédica. Esses ensaios de sobrevivéncia representam uma abordagem favoravel
para investigar a patogenicidade de dermatofitos e avaliar a eficacia de tratamentos
antifangicos. Este estudo contribuird para o avanco do conhecimento cientifico nesta
area e pode fornecer dados importantes para o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas contra infec¢gbes fungicas cutaneas.
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9 PERSPECTIVAS

Este trabalho buscou discutir os avangos recentes no campo dos modelos
alternativos de infeccdo para dermatdéfitos e suas potenciais aplicacdes. Nesse
contexto, algumas visdes sao sugeridas abaixo:

1. Considerando que os testes iniciais utilizando as larvas de Tenebrio molitor
ndo retornaram com resultados totalmente satisfatorios, eles servem de base para o
desenvolvimento e aprimoramento de novos protocolos de infec¢ao in vivo.

2. Validar os ensaios de sobrevivéncia de larvas de T. molitor como um modelo
alternativo confiavel para estudar a patogenicidade de dermatéfitos e para investigar
a interacao entre o fungo e o hospedeiro.

3. Ampliar a aplicabilidade desses ensaios de sobrevivéncia, com o objetivo de
oferecer uma plataforma versatil na pesquisa de dermatofitos. Dessa forma, ao avaliar
a viruléncia de diferentes cepas de fungos, esses ensaios podem ser usados para
testar a eficacia de agentes antifingicos, investigar mecanismos de patogenicidade e

explorar estratégias terapéuticas alternativas.
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10 INOVACAO E CONTRIBUICAO DO TRABALHO

O presente trabalho traz como inovacao a possibilidade de realizar testes de

eficiéncia dos 53 compostos azélicos com potencial atividade contra dermatéfitos no

modelo de infec¢cdo com larvas de T. molitor mimetizando as condi¢des de infeccdo e

tratamento.

11 LIMITACOES DO ESTUDO E POSSIVEIS PROBLEMAS
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O desenvolvimento de modelos alternativos de infeccdo por dermatofitos é um
desafio, no que tange a diversidade e especificidade de hospedeiros desses
microrganismos.

A dermatofitose na larva pode néo ser efetiva, dependendo da maneira como
acontecer a inoculacao (injecédo ou pulverizacao superficial).

A viabilidade das larvas pode ndo ser adequada e suficiente até a finalizacao
dos experimentos e analises.

Apesar das dificuldades encontradas para desenvolver esse modelo alternativo
de infeccao, os experimentos geraram dados para analise e discussao.

O uso de larvas de Tenebrio molitor como modelo de infeccdo esbarra em
dificuldades, tais como a necessidade de otimizar as condi¢des de cultivo e
manutencdo das larvas, a padronizacdo dos protocolos experimentais e a
validacéo dos resultados obtidos em modelos animais tradicionais.

Uma das principais limitacbes dos testes de compostos azélicos contra
dermatofitos é a possibilidade de surgimento de resisténcia antifingica,
comprometendo a eficacia do tratamento a longo prazo.

Outra limitacdo é a variabilidade na sensibilidade dos dermatofitos aos
compostos tiazélicos. Diferentes espécies desses fungos podem apresentar
niveis variados de sensibilidade aos compostos, o que pode afetar os
resultados dos testes e a interpretacédo dos dados.

Os compostos tiazolicos podem apresentar toxicidade para o hospedeiro ou
causar efeitos adversos, especialmente quando administrados em doses
elevadas ou por periodos prolongados. Isso pode limitar a sua aplicabilidade

clinica e levantar preocupacgdes sobre a seguranca do tratamento.
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A avaliacdo da eficdcia desses compostos azoélicos para dermatéfitos em
modelos animais pode ser desafiadora devido a complexidade das interacdes
hospedeiro-patdogeno e a dificuldade de reproduzir fielmente as condi¢bes
clinicas em um ambiente experimental.

Os ensaios dos compostos azolicos podem enfrentar dificuldades na avaliacéo
da penetracdo do antifungico no tecido afetado e na erradicacdo de biofilmes
de dermatdéfitos, que podem conferir resisténcia aos tratamentos
convencionais.

A viabilidade clinica e farmacoldgica dos compostos tiazélicos também deve
ser considerada. Além da eficicia antifingica, é importante avaliar a
estabilidade quimica, a biodisponibilidade e a farmacocinética dos compostos
para garantir sua aplicabilidade pratica no tratamento de infeccdes fungicas
cutaneas.

Por fim, os testes de compostos azolicos para dermatofitos podem fornecer
apenas uma visao parcial da eficacia do tratamento. Estudos complementares,
como ensaios de sinergia com outros agentes antifingicos ou avaliacdo da
atividade em modelos alternativos de infeccdo, podem ser necessarios para
uma compreensao mais abrangente do potencial terapéutico desses

compostos.
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