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Resumo:

Dermatdfitos sdo fungos causadores de dermatofitoses e, apresentam
como caracteristica principal serem queratinofilicos, infectando desta
maneira a pele, unhas e cabelo. Dentre eles destaca-se o fungo
Microsporum canis, 0 qual recorrentemente é isolado em parasitismo de
couro cabeludo. A terapéutica das infec¢cdes causadas por este fungo é
atualmente falha, devido a resisténcia e toxicidade dos antifungicos atuais.
Nesse sentido, o tratamento utilizando a Terapia Fotodinamica (TFD) vem
sendo investigado como uma possivel alternativa para o tratamento das
dermatofitoses, devido a sua atuacao local, baixa toxicidade e multiplicidade
de alvos para a agao antimicrobiana. Assim, este estudo avaliou a atividade
antifingica in vitro da Inativacdo Fotodindmica (IF) mediada por hipericina,
demonstrando uma reducéo significativa (p< 0,05) da viabilidade fangica nas
concentracbes 6,25 e 12,5 umol/L, principalmente com a hipericina
nanoencapsulada em P123 (hip-P123). Com essa formulacéo, foi realizado o
teste in vivo em modelo experimental de dermatofitose em camundongos, o
qual evidenciou uma melhora clinica das lesdes e diminuicdo da carga
fungica no grupo tratado pela hip-P123-TFD. Os resultados encontrados sao
pioneiros na area e estruturam a confiabilidade no método da TFD.

Introducao

As dermatofitoses sdo patologias fungicas consideradas um problema
saude publica, responsaveis por infectar 20 a 25% da populacdo mundial.
Devido a caracteristica queratinofilica dos agentes etioldgicos, 0s principais
sitios de infeccdo compreendem a pele, o pelo e as unhas. Nesse contexto,
destaca-se tinea capitis, uma dermatofitose do couro cabeludo causada por
Microsporum canis, um fungo zoofilico. E frequente em criancas com
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contagiosidade elevada. A sintomatologia caracteriza-se por prurido,
eritema, descamacéao e placas de alopecia. De forma geral, a terapia para
esses quadros € duradoura, devido ao crescimento lento dos fungos e ao
sitio de localizacdo de dificil acesso aos antifungicos convencionais,
desencadeando recorréncia do quadro clinico [3]. Seguindo a natureza
superficial destas infec¢des e a facilidade de aplicacdo de uma fonte de luz,
a Terapia Fotodinamica (TFD) vem sendo explorada como um método de
tratamento para as dermatofitoses. A Inativacdo Fotodinamica (IF) de
microrganismos se baseia na combinacdo de um fotossensibilizador (FS)
capaz de absorver energia e transmiti-la para uma biomolécula, com uma
fonte luminosa de comprimento de onda especifico. Desta maneira, a
exposicao estimula a producao de espécies reativas de oxigénio, resultando
em morte fungica por apoptose, necrose ou autofagia [1]. A exemplo, tem-se
a hipericina que é um FS derivado da planta Hypericum perforatum.

Materiais e métodos

A otimizacdo do cultivo fungico foi executada a partir da semeadura
de cepas padrdao de Microsporum canis em quatro meios distintos: Potato
Dextrose Agar (PDA), Lactrimel Agar (LA), Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
e Mycosel Agar (MA). Apos sete dias de crescimento, foram preparadas
suspensdes com material destas colonias e a contagem microscépica dos
microconidios produzidos em cada cultura, atrelada a constatacdo da
viabilidade conidial pela adicdo do corante Trypan Blue. Com a finalidade de
obter um resultado quantitativo semeou-se em PDA uma aliquota diluida da
solucdo de microconidios utilizada para a contagem anterior. A atividade
antifangica da IF mediada por hipericina (hip) contra células plancténicas de
M. canis (1x10° UFC/mL) foi avaliada de forma anéloga & Microdiluicdo em
Caldo (CLSI, 2008). O composto foi diluido (0,09; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56;
3,125; 6,25; 12,5; 25 e 50 ymol/L) em Dimetilsulféxido (DMSO) para os
primeiros testes e posteriormente nanoencapsulado em Pluronic® P123
(Sigma-Aldrich). O conjunto foi iluminado com irradiancia de 31.5 mW/cm2
(650nm). A seguir, uma aliquota de cada concentracdo do
fotossensibilizador foi testada para determinacdo da Concentracao Inibitoria
Minima (reducdo >1llog;o UFC/mL) e Concentragdo Fungicida Minima
(reducao >3log;p UFC/mL). Na andlise in vivo da hip-P123-TFD, em modelo
experimental de dermatofitose, utilizou-se camundongos machos Swiss
(CEUA 5708300418). Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo:
Grupo controle negativo: animais sem infeccdo e sem tratamento; Grupo
controle: animais infectados e nado tratados; Grupo hip-TFD: animais
infectados e tratados com hip-P123-TFD; Grupo terbinafina: animais
infectados e tratados com terbinafina 1% p/v (Sigma).Os animais foram
escoriados no dorso (2,5 cm?) e infectados com M. canis (1x10° UFC/mL) de
forma subdérmica por trés dias. Apds a confirmacgéo do quadro dermatofitico
por Exame Micolégico Direto, a TFD foi realizada a cada 48 horas e a
eutanasia dos animais foram realizadas apos 3 e 6 sessdes de TFD para a
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retirada do tecido. A eficacia da TFD foi avaliada pela reducdo da carga
fungica e medicao das feridas cutaneas. A medicao foi feita através de uma
pontuacdo semiquantitativa [2]. Também nesse sentido, foi realizado o teste
de Invasdo da Raiz Capilar (IRC), semeando amostras de pelo dos animais
em PDA. Além disso, pedacos de pele retirados das eutanasias foram
plantados em PDA nas mesmas condi¢des do teste de IRC.

Resultados e Discussao

A espécie M. canis apresenta caracteristicas macroscoépicas
singulares nos diferentes meios utilizados na micologia. A contagem
microscopica realizada demonstrou uma média de crescimento para o PDA
e LA de 1,78x10" e 1,40x10" UFC/mL, respectivamente, enquanto que nos
outros substratos a contagem permaneceu na ordem de 10° UFC/mL. A
viabilidade conidial foi mantida em todos o0s meios, constatada pelo
citoplasma fluorescente, no ensaio com Trypan Blue. O resultado da cultura
pOs microscopia corroborou com a analise anterior e também destacou o
PDA como o meio com a maior média de producdo conidial (1,78x10’
UFC/mL). Sendo assim, para o cultivo de M. canis, o alvo da IFD e TFD
nesse projeto, utiizamos o PDA como substratos para os seguintes
experimentos. No experimento sem a aplicagdo da fonte Iluminosa
constatamos que o fotossensibilizador, diluido em DMSO, nédo apresentava
atividade antifiungica contra o inéculo aplicado, pois houve crescimento
fangico em todas as concentracdes, semelhante ao controle negativo.
Entretanto, a aplicacdo de luz viabilizou a atividade do composto nas
concentracbes de 3,125 - 50 pmol/L, com reducéo significativa das UFC
(p<0,05). A atividade da hip diluida em DMSO se mostrou promissora,
entretanto a toxicidade inerente ao diluente se mostrou presente na
porcentagem de 50% contra o inéculo empregado. Nesse sentido,
procurando otimizar a entrega do fotossensibilizador para as células e
eliminar o viés da toxicidade, propde-se o hanoencapsulamento em micelas
copoliméricas de P123, as quais promovem um carreamento eficiente de
moléculas apolares e de grande tamanho, como é o caso da hipericina [1]. A
IF mostrou eficiéncia, visto que duas cepas de M. canis, Rotl e Rot2, foram
susceptiveis a formulacdo nas concentracbes 12,5 e 6,25 pmoliL,
respectivamente. Ambas mostraram uma reducdo da viabilidade fungica
significativa (p< 0,05) em relacdo ao controle, chegando a uma reducgao >
1,5 log;o UFC/mL na Rot2 e > 2 log;, UFC/mL na Rotl. Sendo assim, essa
formulacdo foi escolhida para os testes in vivo da TFD. No modelo
experimental de dermatofitose, os scores provenientes da analise do
tegumento indicaram que no Ultimo dia avaliado (16° dia), os grupos
apresentavam lesbes semelhantes, com crescimento de pelos e inicio da
regeneracao tecidual. No entanto, o grupo hip-TFD apresentou melhora
clinica precoce do processo infeccioso. Apos trés sessdes de tratamento
(10° dia), os grupos controle fungico (p = 0,0276) e terbinafina (p = 0,0177)
exibiram estatisticamente mais edema, dano ao tegumento e eritema, em
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comparacdo com o grupo hip-TFD. Apos seis sessdes de tratamento (16°
dia), o grupo hip-TFD mostrou diminuicdo de 1,5 log,cUFC/g (p = <0,0001)
na carga fangica em comparagdo com o grupo controle. Essa reducao foi
maior do que a exibida pelo tratamento com terbinafina, que resultou em um
namero reduzido de 0,97 log, UFC/g (p = 0,0400). Consolidando esse
achado, o teste qualitativo IRC mostrou que o cabelo de animais né&o
tratados estava fortemente infectado por M. canis, assim como os pedacos
de pele semeados. Além disso, os pelos e peles dos animais tratados com
hip-P123-TFD e terbinafina manifestaram menor crescimento fangico.
justificado

Conclusodes

O cultivo laboratorial primario da espécie M. canis em SDA néo é o
ideal para os ensaios realizados, visto que ndo ha uma producéo ideal de
microconidios. Sendo assim, € necessaria uma semeadura em meios
enriqguecidos como o PDA para os testes de IF. Os testes in vitro
evidenciaram a atividade antifungica da IF associada a hipericina,
principalmente quando nanoencapsulada em P123. Essa formulacdo se
mostrou eficiente no ensaio in vivo aplicando a TFD, demonstrando uma
melhora clinica das lesfes e reducdo da carga fungica em comparac¢do ao
controle. Logo, os resultados pioneiros com a espécie estimulam a
realizacdo de estudos com diferentes dermatéfitos, bem como estimula a
realizacdo de ensaios clinicos aplicando a TFD em quadros de dermatofitose
por M. canis.
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