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RESUMO

Os agentes causadores de dermatofitoses sédo classificados como queratinofilicos,
acometendo pele, pelo e unha dos hospedeiros e, somado a isso, 0 tratamento
antifngico pode ndo ser eficaz com diversos efeitos colaterais. O prépolis surge
como um produto natural alternativo para a terapéutica levando em conta seu baixo
custo e propriedades farmacoldgicas. Para avaliar a acdo de compostos antifingicos
e a viruléncia de fungos, larvas de Tenebrio molitor representam um potencial
modelo alternativo frente aos murinos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo
foi aplicar modelos alternativos para avaliar a eficiéncia de potenciais farmacos
frente fungos causadores de dermatomicoses. Primeiramente, foi avaliada a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) do
prépolis glicolico frente a quatro isolados fungicos, determinada a dose letal 50
(DL50) em T. molitor e por fim, realizada a infeccéo e tratamento dos insetos. Como
resultado a CIM mostrou-se eficaz com variacdo de 1,87 a 7,5% do propolis,
enquanto a CFM em maiores concentracdes com variacdo de 7,5 a 15%. A
concentracdo de 3,75% do produto foi considerada ndo toxica para as larvas,
entretanto esta concentragao nao foi eficaz para o tratamento, sendo observado a
morte das larvas pela infeccéo fangica. Diante os resultados € possivel observar que
larva de T. molitor € um interessante modelo alternativo para estudos in vivo tanto
para avaliar infeccéo fungica quanto para determinar a dose letal e tratamento.

INTRODUCAO

Dermatomicoses englobam diversas doencas que acometem principalmente pele,
pelo e unha, causadas por fungos denominados queratinofilicos, ou seja, possuem a
capacidade de degradar queratina destes sitios anatdbmicos e sao divididos em
fungos dermatofitos, leveduras e fungos filamentosos ndo dermatofitos (DE PAULA
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et al., 2021). O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia para algumas
espécies de fungos tém sido preocupante, uma vez que o tratamento antifungico
geralmente é agressivo, toxico e pode ser ineficiente. O prépolis € uma importante
alternativa terapéutica do ponto de vista econémico por ser de facil obtencéo e por
apresentar inUmeras propriedades antifungicas (DO NASCIMENTO, DE FRANCA
VERAS, 2020).0s insetos estdo ganhando destague como hospedeiros modelo para
estudar infeccbes microbianas, trazendo vantagens éticas, econdmicas e de
logistica frente aos modelos murinos. Dentre os insetos, larvas de Tenebrio molitor
representam um potencial hospedeiro invertebrado que poderia ser usado para
estudar a viruléncia de fungos e a acdo de compostos antifungicos, uma vez que
possui um sistema imunolégico inato complexo (DE SOUZA, 2018). Nesse sentido, o
objetivo do presente trabalho foi realizar testes de viruléncia em fungos causadores
de dermatomicoses com aplicacdo de modelos alternativos para avaliar a eficicia e
eficiéncia de potenciais farmacos para tratamento de dermatomicoses.

MATERIAIS E METODOS

Isolados clinicos

Para este estudo, foram utilizados isolados de Candida albicans (CMRP 3480),
Fusarium oxysporum (CMRP 2925), Fusarium solani (CMRP 5665) e Trichophyton
mentagrophytes (CMRP 2921).

Extrato de propolis e seus derivados
Foi utilizado neste trabalho extrato glicélico de propolis alpino 30% (m/m),
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Marcos Luciano Bruschi.

Ensaios in vitro

Apbs a obtencdo do extrato de prépolis glicélico, foi determinada a concentragédo
inibitéria minima (CIM) e concentracéo fungicida minima (CFM) frente aos isolados
causadores de dermatomicose.

Determinacdo de DL50 (dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) em
modelo de Tenebrio molitor do extrato de prépolis

Preparou-se a diluicado seriada do propolis (puro, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32) aplicando
5uL nas diferentes concentracbes em cada larva, totalizando 5 insetos por grupo. As
diluicBes seriadas do propolis e salina (controle negativo) foram usadas para avaliar
a toxicidade ao T. molitor e calcular a DL50. O numero de insetos mortos foi
monitorado uma vez ao dia durante 5 dias consecutivos, verificado visualmente a
melanizacao e a resposta a estimulos fisicos.

Infeccao e tratamento em modelos in vivo

A infeccdo e o tratamento das larvas de T. molitor foram feitos utilizando o in6culo
preparado para cada espécie de fungo, em um total de 5 larvas por grupo. Cada
larva recebeu um total de 5uL de in6culo na concentracdo de 1,0 - 5,0x10* células
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fungicas suspensas em salina. ApGs a infeccéo, as larvas receberam 5uL em dose
Unica de propolis, na concentracdo determinada previamente pelo teste de
suscetibilidade. O controle positivo foi constituido de apenas larvas com indculo
fungico e o controle negativo por apenas salina estéril. O nimero de insetos mortos
foi monitorado uma vez ao dia durante 5 dias consecutivos, verificado visualmente a
melanizacao e a resposta a estimulos fisicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram avaliadas as propiedades antifiungicas do extrato de prépolis
glicolico frente aos isolados clinicos causadores de dermatomicoses utilizando
modelos alternativos. As CIM com variacdo de 1,87 a 7,5% e CFM com variacdo de
7,5 a 15% encontradas referentes aos isolados fungicos estdo descritas na tabela 1.
Em relacdo a determinacdo da DL50, o farmaco néo foi toxico na concentracédo de
3,75% quando inoculado nas larvas de T. molitor, no entanto ao realizar a infeccéo
com indculo fungico e posterior tratamento nesta mesma concentracdo nao téxica, o
derivado de propolis ndo teve atividade antifungica, observando a morte dos insetos.
Diante dos resultados obtidos, foi possivel notar que o glicélico de prépolis em
menores concentragcdes possui acdo fungistatica e em maiores concentracdes
atividade fungicida. Estes resultados corroboram com os achados de CORREA et al.
(2020), em que foi avaliado a acdo de extratos de propolis frente a isolados de
Candida albicans, sugerindo que o prépolis possui mecanismo de acdo fungistético
dependente da dose e do tempo, reforcando a necessidade de reaplicacdo do
mesmo para manter sua atividade antifingica caracteristica. O uso de T. molitor
como hospedeiro alternativo necessita de maiores estudos, uma vez que apresenta
vantagens a outros modelos alternativos como em relagdo a Drosophila
melanogaster (mosca da fruta) e Caenorhabditis elegans (nematdide), pois esses
insetos nao toleram a faixa de temperatura entre 25 °C e 37 °C, ideal para estudo de
fungos filamentosos e leveduras. Além disso, diferentemente de Galleria mellonella,
as larvas de T. molitor sdo comercializadas no Brasil e sdo mais faceis de cultivar
em laboratério. Assim, considera-se um modelo alternativo valioso, mas todo o seu
potencial ainda n&o foi alcancado (DE SOUZA, 2015).

Tabela 1: CIM e CFM em relac&o a concentracdo do ex trato de prépolis

Espécie fungica CIM CFM
Candida albicans 7,5% 15%
Fusarium oxysporum 1,87% 7,5%
Fusarium solani 1,87% 15%
Trichophyton mentagrophytes 1,87% 7,5%
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CONCLUSOES

Pode-se concluir que a partir da avaliagéo in vitro através da determinacéo da CIM e
CFM, somado a aplicacdo do modelo alternativo in vivo de larvas de T. Molitor o
propolis glicolico teria um potencial fungistatico frente aos agentes causadores de
dermatomicose.
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