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RESUMO

As dermatofitoses sdo infecgdes causadas por fungos queratinofilicos que acometem pele, pelos
e unha. Sdo as infeccdes prevalentes dentre as dermatomicoses, podendo atingir 15 a 32 % da
populacdo mundial. Dentre os fatores que corroboram o surgimento e manutencdo das
dermatofitoses, incluem-se idade, clima, classe socioecondmica e ocupagdo. Possuem um
tratamento medicamentoso longo e de alto custo econdmico, o qual promove alto indice de
abandono, provocando recidivas e cronicidade. As chalconas sdo substancias de plantas e que
possuem inumeros efeitos bioativos, principalmente antifingico. Em trabalhos anteriores
realizados pela equipe do Laboratério de Antibidticos e Quimioterapicos — LAQ, observou
atividade antifungica de dimetoxichalconas contra Candida spp. No presente trabalho, buscou-
se a sintese e avaliacdo antifungica de 12 analogos halogenados da 2°,5’-dimetoxichalcona. Em
uma primeira etapa avaliou-se a atividade antifingica por meio dos valores de concentracao
inibitéria minima (CIM). Os compostos 3F e 4F apresentaram valores de CIM de 7,8 pg/mL
contra cepas de Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. A substancia 4Cl exibiu
valores de CIM de 15,6 pg/mL contra cepas de T. rubrum, T. mentagrophytes e Microsporum
canis. Esses trés compostos foram selecionados para avaliacGes de bioatividade adicionais
(como...). O experimento de checkerboard indicou uma acgéo aditiva dos trés compostos com
os farmacos terbinafina, itraconazol e fluconazol, exceto 4F que apresentou acdo indiferente
com o fluconazol. Para elucidar uma possivel acdo contraa membrana e parede celular fungicas,
foi conduzido ensaios com ergosterol e sorbitol adicionados no meio de cultura. Observou-se
uma acdo em membrana citoplasmatica, com um aumento de 16 vezes na CIM com o meio
suplementado com ergosterol. Pelo ensaio de tempo de morte foi possivel verificar que 3F e 4F
apresentaram acdo fungicida, inibindo em 100% o crescimento de T. rubrum em 24 e 8 horas
respectivamente. O composto 4Cl exibiu acdo fungistatica. O ensaio de toxicidade in vitro foi
realizado contra queratinocitos humanos (HaCaT), onde observou uma alta toxicidade e um
indice de seletividade (IS) menor que 0,5. No ensaio de toxicidade in vivo contra larvas de
Tenebrio molitor, as mesmas apresentaram uma taxa de 30 a 60% de sobrevivéncia frente as
chalconas. Os resultados obtidos demonstram uma alta probabilidade no desenvolvimento de

novos agentes antidermatofiticos, auxiliando assim o tratamento dessas infeccdes.

Palavras-chave: Dermatofitos. Chalconas. Metoxichalconas



ABSTRACT

Dermatophytoses are infections caused by keratinophilic fungi that affect the skin, hair and
nails. They are the most prevalent infections among dermatomycoses, affecting 15 to 32% of
the world's population. Among the factors that corroborate the emergence and maintenance of
dermatophytosis, include age, climate, socioeconomic class and occupation. They have a long
drug treatment and high economic cost, which promotes a high rate of abandonment, causing
relapses and chronicity. Chalcones are plant substances that have numerous bioactive effects,
mainly antifungal. In previous works carried out by the team of the Laboratory of Antibiotics
and Chemotherapeutics - LAQ, observed antifungal activity of dimethoxyhalcones against
Candida spp. In the present work, we sought the synthesis and antifungal evaluation of 12
halogenated analogues of 2',5'-dimethoxyhalcone. In a first step, the antifungal activity was
evaluated using the minimum inhibitory concentration (MIC) values. Compounds 3F and 4F
showed MIC values of 7.8 pg/mL against strains of Trichophyton rubrum and Trichophyton
mentagrophytes. The 4Cl substance exhibited MIC values of 15.6 pg/mL against strains of T.
rubrum, T. mentagrophytes and Microsporum canis. These three compounds were selected for
further bioactivity evaluations (how...). The checkerboard experiment indicated an additive
action of the three compounds with the drugs terbinafine, itraconazole and fluconazole, except
4F which showed indifferent action with fluconazole. To elucidate a possible action against the
fungal membrane and cell wall, tests were conducted with ergosterol and sorbitol added to the
culture medium. An action on the cytoplasmic membrane was observed, with a 16-fold increase
in MIC with the medium supplemented with ergosterol. By the time of death assay, it was
possible to verify that 3F and 4F had a fungicidal action, inhibiting the growth of T. rubrum by
100% in 24 and 8 hours, respectively. Compound 4Cl exhibited fungistatic action. The in vitro
toxicity assay was carried out against human keratinocytes (HaCaT), where a high toxicity and
a selectivity index (I1S) lower than 0.5 were observed. In the in vivo toxicity test against Tenebrio
molitor larvae, they showed a 30 to 60% survival rate against chalcones. The results obtained
demonstrate a high probability in the development of new antidermatophytic agents, thus

helping the treatment of these infections.

Keywords: Dermatophytes. Chalcone. Methoxychalcone
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1. INTRODUCAO

1.1. Dermatofitoses

As infecgdes por fungos séo classificadas quanto ao envolvimento tecidual e ao modo
de entrada do parasito no hospedeiro. Podem ser categorizadas como superficiais, cutaneas e
subcutaneas, ou ainda sistémicas, podendo adentrar ao hospedeiro por traumas ou inalagéo.
Segundo Zaitz, as micoses superficiais, ou dermatomicoses, podem ser classificadas em:
superficiais propriamente ditas e superficiais cutaneas. As superficiais propriamente ditas sao
aquelas que acometem a camada cornea da pele e a cuticula do pelo, sem provocar nenhuma,
ou resposta imunoldgica baixissima. Este fato auxilia na promocao de uma infeccdo cronica e
assintomatica. Incluem nesta classificacao a pitiriase versicolor, piedra branca, piedra preta e
tinha negra. As micoses superficiais cutaneas acometem os pelos, a pele e as unhas, e seus
agentes etioldgicos sdo os dermatdfitos, leveduras do género Candida e fungos filamentosos
ndo dermatofitos hialinos ou demaceos (MARKANTONATOU et al., 2023; WEITZMAN et
al., 1995; ZAITZ et al., 2010).

Os dermatdfitos constituem um grupo de fungos queratinofilicos que utilizam a
queratina presente na pele, pelos e unha, como fonte de aminoacidos. Esses fungos pertencem
ao filo Ascomycota, a classe Eurotiomycetes, a ordem Onygenales e a familia
Arthrodermataceae. Atualmente existem sete géneros de dermatofitos: Trichophyton,
Epidermophyton, Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton, Microsporum, e Arthroderma. Os trés
principais géneros de fungos dermatdfitos de interesse clinico sdo: Microsporum, Trichophyton
e Epidermophyton (ARAYA et al., 2020; HOOG et al., 2017; WEITZMAN et al., 1995).

Algumas espécies de dermatdfitos vivem no solo e sdo denominadas geofilicas
(Exemplo: Microsporum gypseum), outras vindas de animais sdo chamadas zoofilicas
(Exemplo: Microsporum canis) e aquelas que acometem preferencialmente o homem,
antropofilicas (Exemplo: Trichophyton rubrum). Os dermatofitos antropofilicos sdo os mais
bem adaptados ao homem, e sdo facilmente transmitidos entre 0s mesmos. Isso se da pelo longo
tempo de interagdes e adaptacdes entre os dermatdfitos e 0 homem que ocorrem desde sua
origem. Algumas adaptagdes que ocorreram e foram de suma importancia foram: crescimento
a temperatura corporal, penetracdo das barreiras, lise e absor¢do dos tecidos e nutrientes,
respectivamente, por meio de enzimas e resisténcia ao sistema imunol6gico (GNAT et al., 2019;
KOHLER et al., 2017).
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As espécies zoofilicas também tem uma relativa facilidade de acometerem os
humanos, por infectarem mamiferos, e pela relacdo cotidiana com os mesmos. Alguns relatos
na literatura demonstram que animais domésticos como cées, gatos, porquinho-da-india, etc,
sdo reservatorios de dermatofitos e promovem micoses cronicas aos humanos e vice-versa. Isto
se da pelo contato continuo entre animal e homem, e pelo dificil tratamento das micoses nos
animais (falta de controle sob os animais de estimacdo, pelos, dificuldade em administrar os
farmacos). Geralmente causam infec¢bes mais agudas e com sintomas inflamatorios mais
expressivos do que os agentes antropofilicos (BAUMGARDNER et al., 2017; NEVES et al.,
2018).

Os dermatofitos classificados como geofilicos sdo adaptados ao solo, e um fato que
explica fungos queratinofilicos vivendo nos solos € a presenca de massas de origem animal, e
solos fertilizados, como em fazendas e jardins. Essas espécies, convivendo e competindo com
outros microrganismos, apresentam caracteristicas adaptativas que provocam infeccGes mais
agressivas e agudas, assim como as zoofilicas (SHAMSIZADEH et al., 2022).

Dentre os dermatofitos, os do género Microsporum tém predilecao por pele e pelos, ja
os do género Epidermophyton, por pele e unha, os dermatdfitos pertencentes ao género
Trichophyton infectam tanto pele e pelos, quanto as unhas (GRASER et al., 2018; ZAITZ et
al., 2010).

As manifestacBes clinicas causada pelos dermatofitos variam conforme o local de
infeccdo, por exemplo, a Tinea capitis ou Tinha do couro cabeludo provoca a queda dos cabelos
e inflamacdo pontual ou multipla (Figura 1), a Tinea corporis ou Tinha do corpo (Figura 2)
gera lesdes anulares, de crescimento centrifugo e cura central (LIN et al., 2021; ZAITZ et al.,
2010).

Figura 1. Tinea capitis

Fonte: CDC-PHIL, ID: 17577.
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Figura 2. Tinea corporis

Fonte: Fiocco et al., 2022.

As micoses superficiais sdo uma das formas de infeccdo mais comuns prevalentes no
globo, podendo atingir de 15 a 32 % da populacdo mundial. (ALEMAYEHU et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2009; HAVLICKOVA et al., 2008).

A maioria dos estudos focados na epidemiologia das micoses cutaneas, tem por agente
etioldgico, os dermatdfitos (60-90 %), seguido pelas leveduras (5-30 %) e os fungos
filamentosos ndo-dermatofitos (FFND) (3—12 %) (ALMEIDA et al., 2009; NASR et al., 2015).

As micoses em geral, sdo de dificil tratamento, pois os fungos apresentam muitas
semelhancas bioquimicas com os animais, este fato se da pela relacéo filogenética, que mostra
uma ancestralidade em comum entre os reinos Fungi e Animalia. Assim os fungos apresentam
poucos sitios de acdo seletiva para os farmacos antiflngicos, e estes causam inumeros efeitos
adversos para os humanos. No caso dos dermatdfitos, além de terem um crescimento lento, suas
hifas se propagam pelos tecidos, tornando o tratamento longo, e promovendo um alto indice de
abandono pelos pacientes (RAJAGOPALAN et al., 2018).

Tratamentos auxiliares para as dermatofitoses sdo de interesse clinico, pois o0s
farmacos antifangicos tém mecanismos de acdo similares, e qualquer substancia que acelere o
tratamento, e o torne mais eficiente, tem grande importancia clinica e impacto na qualidade de
vida do paciente (GUPTA et al., 2019a).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados da atividade antifungica dos doze compostos testados sdo promissores,
levando a selecé@o de um trés mais potentes (3F, 4F e 4Cl). No ensaio para avaliar a acdo aditiva
com os farmacos terbinafina, fluconazol e itraconazol, os compostos selecionados demonstram
acao aditiva, somente o 4F apresenta acdo indiferente com o fluconazol. Quanto ao tempo de
morte, os compostos fluorados 4F e 3F apresentam acdo fungicida, inibindo em 100% o
crescimento de T. rubrum em 8 horas e 24 horas, respectivamente. O composto 4Cl apresenta
acao fungistatica, e nao apresenta efeito letal contra T. rubrum. As chalconas selecionadas

apresentam acdo em membrana citoplasmatica e ndo agem em parede celular flngica.

Os resultados de toxicidade contra queratindcitos humanos (HaCaT) demonstram uma
alta toxicidade e baixa seletividade dos compostos selecionados. O ensaio in vivo demonstra
uma menor toxicidade, similar ao farmaco de referéncia no tratamento de dermatofitoses,
terbinafina. Este fato elucida uma possivel toxicidade aceitdvel em um organismo vivo,
aumentando as chances de algum destes compostos se tornar algum farmaco no auxilio do
tratamento das dermatofitoses. E conclusivo que se torna necessario novos ensaios de
toxicidade em outros modelos, tanto in vitro como in vivo, para elucidar a seguranca destes
compostos. Além de novos ensaios para investigar e esclarecer o0 mecanismo de acdo destas

dimetoxichalconas.
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