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RESUMO

As dermatomicoses sdo causadas por uma variedade de fungos, sendo os dermatofitos e as leveduras
os de maior prevaléncia, na forma isolada ou associada. Os fungos dermatofitos e as espécies de
Candida sdo capazes de formar biofilmes, que sdo associados ao aumento da viruléncia, da
resisténcia aos farmacos e, consequentemente, da persisténcia da infeccdo. Assim, ha necessidade de
estudos de biofilmes com estes fungos e ampliacdo do arsenal terapéutico. O estudo pretendeu
aprofundar o conhecimento sobre os biofilmes mono e dual espécies de Candida e dermatofitos e
avaliacdo da acao antifingica da 2-hidroxichalcona (2-chalcona), sua toxicidade e mecanismo de
acdo. Para tal, foi estudada a formacdo de biofilmes de Microsporum canis, e a capacidade
antibiofilme da 2-chalcona no escuro e mediada por terapia fotodindmica (PDT), a sua toxicidade in
vitro em modelo de monocamada celular (2D) e em modelo tridimensional (3D) em linhagens de
queratindcitos de pele humana (HaCat) e fibroblasto dérmico humano (HDFa) e, in vivo em larvas de
Caenorhabditis elegans e Galleria mellonella. Além disso, foram estudados os fatores que
promovem a inibicdo na interacdo dos dermatdfitos e C. albicans/C. parapsilosis nos biofilmes. Os
biofilmes de M. canis foram caracterizados por meio de quantificacdo da atividade metabdlica,
biomassa, estruturas polissacaridicas e matriz extracelular em RPMI 1640, caldo BHI, DMEM e
HAM-F12. Os testes de sensibilidade foram conduzidos em isolado clinico de M. canis e cepas de
referéncia de Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, C. albicans e C. parapsilosis frente a 2-
chalcona e aos antifingicos convencionais. A 2-chalcona (no escuro e mediada pela PDT) e
antifungicos convencionais foram avaliados quanto a capacidade de inibir as células plancténicas
(10° cel/ml) e os biofilmes, mono e dual-espécies, no estagio inicial e maduro. Os danos causados
pela 2-chalcona nos biofilmes foram documentados por meio de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e microscopia confocal (MC). Foram quantificados os esterois da membrana, a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), os danos causados na parede celular e mecanismo de morte em
celulas tratadas com 2-chalcona no escuro e fotoexcitada. Foi também avaliada o efeito do
sobrenadante livre de células dos biofilmes de T. rubrum, C. albicans ou de C. parapsilosis quanto a
capacidade de inibir os biofilmes e a filamentac&o de C. albicans por meio de reducéo de XTT, MEV
e MC. M. canis foi capaz de formar biofilmes robustos em 96 horas de incubag&o nos meios BHI,
DMEM e HAM-F12 e em menor escala no meio RPMI-1640. A 2-chalcona inibiu os biofilmes no
estagio inicial e maduros de dermato6fitos em concentracGes superiores ou igual a 31,25 mg/L.
Quando a 2-chalcona foi mediada pela PDT, houve reducdo das concentracBes de inibicdo nas
células planctdnicas e nos biofilmes em quatro vezes quando comparada com a 2-chalcona no
escuro. Os resultados de imagem por MEV e MC mostraram um total colapso das células com
expressiva redugdo da espessura dos biofilmes. J& nos biofilmes de Candida e biofilmes dual-
espécies, a 2-chalcona mostrou-se menos potente, embora a fotoexcitacdo tenha reduzido a sua
concentragéo inibitoria minima. Os biofilmes de dermatofitos foram resistentes ao fluconazol e a
terbinafina, assim como nos biofilmes mono e dual espécies frente ao itraconazol, fluconazol e
caspofungina. Toxicidade da 2-chalcona no escuro e fotoexcitada foi observada em concentracfes
acima de 125 mg/L nos modelos 2D e 3D de células e C. elegans. Em G. mellonella, a 2-chalcona
ndo mostrou toxicidade até em concentragbes de 200 mg/kg. O tratamento com a 2-chalcona causou
deformidade na parede celular fungica, reducéo de esterdis da membrana citoplasmatica e promoveu
a geracdo de ROS, resultando, por conseguinte, em morte celular por apoptose e necrose. Os
sobrenadantes livres de célula ndo reduziram as atividades metabdlicas dos biofilmes, no entanto,



houve reducdo de sua espessura. Verificou-se ainda que a inibicdo da filamentacdo de C. albicans
nos biofilmes mistos de T. rubrum e C. albicans foi influenciada pela interacdo direta entre os
microrganismos. Sendo assim, este estudo abre portas para desvendar a 0s mecanismos de interacéo
entre microrganismos no biofilme misto e aponta a 2-chalcona mediada por PDT como uma
alternativa terapéutica potente para o tratamento das dermatofitoses.

Palavras-chave: Dermatomicoses, biofilme, dermatofitos, Candida sp., 2-chalcona, atividade
antibiofilme, terapia fotodindmica, mecanismo de agao.

ABSTRACT

Various fungi may cause dermatomycoses, and dermatophytes and yeast are the most prevalent,
either isolated or associated. Dermatophyte and Candida species can form biofilms associated with
increased virulence, drug resistance, and, consequently, the persistence of infection. Therefore, it is
necessary to intensify studies in biofilms and expand the therapeutic arsenal. The study aimed to
deepen the mono and dual-species biofilms of Candida sp and dermatophytes, as well as a new
antifungal agent, its toxicity, and mechanism of action. Therefore, the formation of Microsporum
canis biofilms and other dermatophytes was studied. The antibiofilm capacity of 2- hydroxychalcone
(2-chalcone) was evaluated in the dark and mediated by photodynamic therapy (PDT), as well as its
in vitro toxicity in a cell monolayer model (2D), and a three-dimensional model (3D) using human
skin keratinocyte (HaCat) and human dermal fibroblast (HDFa) lines, and in vivo in Caenorhabditis
elegans and Galleria mellonella larvae. In addition, factors that promote inhibition of the interaction
of dermatophytes and C. albicans and C. parapsilosis in biofilms were studied. M. canis biofilms
were characterized by quantifying metabolic activity, biomass, polysaccharide structures, and
extracellular matrix in RPMI 1640, BHI broth, DMEM, and HAM-F12. Susceptibility assays were
carried out on clinical isolates of M. canis and reference strains of Trichophyton rubrum, T.
mentagrophytes, C. albicans, and C. parapsilosis against 2-chalcone and conventional antifungals. 2-
chalcone (in the dark and mediated PDT) and commercial antifungals were evaluated for their ability
to inhibit planktonic cells (10° cel/ml), mono and dual-species biofilms in the initial and mature
stages. Membrane sterols, reactive oxygen species (ROS) production, cell wall damage, and death
mechanism were verified in cells treated with 2-chalcone in the dark and photoexcited. The effect of
cell-free supernatant from T. rubrum, C. albicans or C. parapsilosis biofilms was also evaluated on
the ability to inhibit biofilms and C. albicans filamentation by reducing XTT, SEM, and CM. M.
canis was able to form robust biofilms in 96 hours of incubation on BHI, DMEM, and HAM-F12
media than on RPMI-1640 media. 2-chalcone inhibited initial and mature dermatophyte biofilms at
concentrations greater than or equal to 31.25 mg/L. 2-chalcone PDT-mediated reduced the inhibition
concentrations in planktonic cells and biofilms by 4-fold compared to 2-chalcone in the dark. The
SEM and MC images showed a total collapse of the cell walls with a significant thickness reduction
of the biofilms. In Candida biofilms and dual-species biofilms, 2-chalcone was less potent, although
photoexcitation reduced its minimum inhibitory concentration. Dermatophyte biofilms were resistant
to fluconazole and terbinafine. The same was observed in mono and dual-species biofilms against
itraconazole, fluconazole and caspofungin. The 2D and 3D models of cell lines and C. elegans
showed the toxicity of the 2-chalcone in dark and photoexcited at concentrations above 125 mg/L. In
G. mellonella, 2-chalcone did not show toxicity even at 200 mg/kg concentrations. Treatment with 2-
chalcone caused deformity in the fungal cell wall, reduced membrane sterols, and promoted ROS



generation, resulting in cell death by apoptosis and necrosis. Cell-free supernatants did not reduce the
metabolic activities of the biofilms; however, there was a reduction in the thickness of the biofilms.
The direct interaction between the microorganisms influenced the filamentation inhibition of C.
albicans in the mixed biofilms of T. rubrum and C. albicans. Therefore, this study opens doors to
unravel the mechanisms of interaction between microorganisms in the mixed biofilm and points to
PDT-mediated 2-chalcone as a potent therapeutic alternative for the treatment of dermatophytosis.

Keywords: Dermatomycosis, biofilm, dermatophytes, Candida sp, 2-chalcone, antibiofilm activity,
photodynamic therapy, mechanism of action.
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1. INTRODUCAO

Infecgbes dérmicas fangicas, denominadas dermatomicoses, estdo entre as infeccbes mais
frequentes em todo o mundo. Sao causadas principalmente por dermatofitos, espécies de leveduras
dos géneros Candida e bolores ndo dermatofiticos (GAWAZ; WEISEL, 2018; SEGAL; FRENKEL,

2015; SILVA-ROCHA; AZEVEDO; CHAVES, 2017).

1.1. Evolugéo taxonémica e revisdo historica dos dermatofitos e do género Candida

Dermatofito é uma designacdo comum dada para um grupo de fungos filamentosos com
capacidade de infectar estruturas queratinizadas como pele, pelos e unhas de homens e animais
causando uma doenca denominada dermatofitose, também conhecida popularmente por “tinha” ou
“tinea” (COSTA-ORLANDI et al, 2014; HEIDRICH et al, 2015 MARAKI,

MAVROMANOLAKI, 2016).

De acordo com a sua predilecédo, estes fungos podem ser classificados como antropofilicos,
zoofilicos e geofilicos. Os antropofilicos acometem principalmente 0 homem e raramente 0s animais
(Ex: Trichophyton rubrum e T. interdigitale). Ja os zoofilicos, infectam principalmente os animais e
podem também infectar o homem (Ex: T. mentagrophytes e Microsporum canis). Por fim, os
geofilicos sdo encontrados principalmente no solo, como M. gypseum, alimentando-se de queratina
de pélos, penas, cascos ou outra fonte inanimada, servindo, deste modo, como fonte de infeccdo para
0 homem e animais (IVASKIENE et al., 2016; MORIELLO, 2004). Esses fungos pertencem a
familia Arthrodermataceae e sdo descritos como um dos microrganismos mais antigos que causam
doenca em humanos (COSTA-ORLANDI et al., 2014; DE HOOG et al., 2017; HEIDRICH et al.,

2015).

Os primeiros relatos de dermatdfitos foram feitos entre os anos de 1840 e 1875. Foram
descritas as espécies conhecidas hoje como Microsporum audouiniii, Epidermophyton floccosum,

Trichophyton schoenleinii, T. tonsurans e T. mentagrophytes (DE HOOG et al., 2017). Apos Pasteur
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descobrir a cultura axénica, dezesseis espécies associadas & humanos foram introduzidas entre 1870 e
1920 por Sabouraud, que baseou-se fortemente em sinais clinicos dos pacientes, bem como em
estruturas fungicas observadas em amostras clinicas (DE HOOG et al., 2017; EMMONS, 1934).
Esse sistema de classificagdo, mostrou-se inconsistente no caso da classificagdo de fungos
encontrados na natureza. Em 1934, realizou-se classificacdo das espécies de dermatéfitos baseando-
se nas caracteristicas morfologicas das estruturas vegetativas e dos conidios, diferenciando
claramente os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Os géneros Achorion e
Endodermophyton foram excluidos e suas espécies distribuidas entre géneros reconhecidos. Até
aquele momento, todas as espécies de dermatdfitos foram consideradas fungos imperfeitos (DE

HOOG et al., 2017, EMMONS, 1934).

A classificacdo morfoldgica foi viavel como parametro de diagndstico para isolados recentes
pois, apds algum tempo de cultivo, as coldnias tornavam-se pleomorficas, nas quais as caracteristicas
ndo eram reproduzidas. Devido essa rapida degeneracdo das caracteristicas morfolégicas, foram
introduzidas 118 espécies de dermatofitos que vieram de certa forma, confundir a denominagéo
dermatofitica (DE HOOG et al., 2017; ZHAN; LIU, 2017). Em 1956, ap0s investigacGes sobre a
fisiologia e a resposta aos fatores de crescimento dos dermatéfitos, pesquisadores do CDC (Centers
for Disease and Control) tornaram mais claro o conceito “espécie”, facilitando a identificacdo e
levando a reducdo do nimero de espécies e variedades desses fungos. No entanto, ainda existiam
alguns pontos questionaveis em relacdo a identificacdo de variantes dentro de uma mesma espécie

(SUDMAN, SCHMITT, 1965).

Em 1959 foram descobertas espécies teleomorfas (estado perfeito ou sexuado) de
dermatofitos por Dawson e Gentles. Poucos anos depois, usando-se a técnica de isca de cabelo
preconizada por Vanbreuseghem, foram descobertos muitos dermatéfitos teleomofos geofilicos e
zoofilicos, assim como dermatéfitos ndo patogénicos como T. terrestre e T. ajelloii, pertencentes aos

géneros Arthroderma ou Nannizzia (GRASER; SCOTT; SUMMERBELL, 2008; WEITZMAN;
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SUMMERBELL, 1995). A descoberta dos estados sexuados justificou varios fatores para a
compreensdo da taxonomia como por exemplo, o pleomorfismo (EL-ANI, 1968), e a introducdo de
novos nomes, ainda que de nomenclatura dupla. Contudo, a nomenclatura tomou um novo rumo apos
a descoberta que muitos membros de diferentes espécies poderiam ser estimulados a revelar seu tipo
de reproducdo em uma reacdo de acasalamento incompleta com os testadores Arthroderma simii

(EL-ANI, 1968).

Davison et al. (1980) introduziram a classificacdo taxonémica de espécies de dermatofitos
estabelecidas com base na composicdo molecular do seu material genético. A partir dai, a
classificacdo taxondmica das espécies dermatofiticas passou a ser mais plausivel e clara
(MOCHIZUKI et al., 1996). Muitos métodos moleculares foram aplicados para a identificacdo de
espécies e taxonomia de dermatofitos, por exemplo, a amplificacdo aleatéria de DNA polimérfico
(RAPD) (ZHONG et al., 1997), espagador interno do transcrito (ITS) (GRASER et al., 1999a;
MAKIMURA et al., 1999) PCR, polimorfismo amplificado de comprimento de fragmento (AFLP)
(GRASER et al., 1999b), marcadores microssatélites (KASZUBIAK et al., 2004), polimorfismo de

conformacao de cadeia Unica (SSCP) (CAFARCHIA et al., 2009).

A luz do avanco tecnoldgico, as filogenias foram fortemente influenciadas pelas relacBes
evolutivas das espécies de dermatdfitos (KASZUBIAK et al., 2004). A revelacdo dessa relacao
proxima coincidiu com um colapso significativo no nimero de espécies reconhecidas. Por outro
lado, algumas espécies tradicionalmente reconhecidas, permaneceram na mesma sinonimia mesmo
apoOs o exame de mdltiplos genes. No geral, os fungos foram classificados em quatro géneros: trés
anamorfos, nomeadamente, Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton e um teleomorfo

denominado Arthroderma (GRUMBT; MONOD; STAIB, 2011).

Atualmente é usada a taxonomia proposta por De Hoog et.al ( 2017) que classifica a familia

Arthrodermataceae em nove géneros, nomeadamente: Trichophyton, Epidermophyton, Nannizzia,
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Paraphyton, Microsporum, Lophophyton, Arthroderma, Ctenomyces e Guarromyces. Entretanto, o0s
principais géneros continuam sendo Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Dentro dessa
classificagdo, recomenda-se que a denominacdo T. interdigitale seja aplicada somente em isolados
antropofilicos e T. mentagrophytes para isolados zoofilicos, anteriormente denominados como T.
mentagrophytes var. interdigitale e T. mentagrophytes var. mentagrophytes respectivamente. Mesmo
assim, tem-se relatado equivocos taxondmicos como em Nenoff et al. (2018), que verificaram que o
agente causador do surto de dermatofitose em humanos na India, apresenta um nedtipo mais proximo
do nedtipo das cepas de T. mentagrophytes e ndo de cepas de T. interdigitale, embora segundo a

nova taxonomia pertence a espécie T. interdigitale.

Clinicamente, as infecgdes por dermatéfitos sdo classificadas pela denominacdo tinea
seguido do local anatémico afetado, tinea corporis (corpo, em especial tronco), tinea capitis (couro
cabeludo), tinea unguium (unha, também conhecida como onicomicose), tinea manuum (maos), tinea
faciei (face), tinea barbae (barba), tinea cruris (virilha) e tinea pedis (“pé de atleta”), tinea

gladiatorum (tinea corporis visto em lutadores) (FERGUSON; FULLER, 2017).

Candida é um género heterogéneo com mais de 150 espécies e embora tenha sido
originalmente descrita como membro do grupo artificial de “fungos imperfeitos”, muitas espécies
como C. albicans apresentam conjuntos completos de genes necessarios para a reproducao sexual e
parasexual. Muitos trabalhos recentes enfatizaram a importancia da diversificacdo genémica de C.
albicans como sua estratégia para se adaptar a ambientes mutaveis, incluindo a exposi¢édo a farmacos
(HICKMAN et al., 2013; KOEHLER et al.,, 2017). Na pratica clinica, devido a dificuldade de
demonstrar-se a capacidade de formar um estagio sexual, as espécies sdao mais frequentemente

classificadas como fungos imperfeitos (MCCULLOUGH; ROSS; READE, 1996).

A primeira espécie de Candida foi descrita por Robin em 1847. Desde entdo, 0 género

ganhou varias nomenclaturas a) baseado no crescimento em agar Sabouraud e agar sangue de extrato
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de carne; b) andlise das caracteristicas microscopicas em &gar de fuba de milho e c) fermentacdo de
acucares (MACKINNON; ARTAGAVEYTIA-ALLENDE, 1944; MCCULLOUGH; ROSS;
READE, 1996). Em 1970, Van Uden e Buckley incluiram 81 espécies de Candida e sete variedades

(MACKINNON; ARTAGAVEYTIA-ALLENDE, 1944, MCCULLOUGH; ROSS; READE, 1996).

Existem espeécies relacionadas aos ascomicetos e basidiomicetos. Dentro dos ascomicetos, a
ordem Saccharomycetales contém muitas espécies de importancia clinica e interesse cientifico,
incluindo vérias espécies patogénicas para humanos, como C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
albicans, que é o fungo patogénico humano mais comum (CALDERONE, 2001). Espécies de
afinidade com basidiomicetos sdo caracterizadas por uma parede celular lamelar ou multicamadas,
brotamento enteroblastico e sdo positivos a Diazonium Blue B, enquanto os ascomicetos sdo
distinguidos por uma parede celular de duas camadas, brotamento holoblastico e negativo ao teste de

Diazonium Blue B (VILJOEN; KOCK, 1989).

O uso de técnicas moleculares na taxonomia mostrou que as caracteristicas fenotipicas por
si s6 sdo inadequadas na construcdo de um sistema de classificacdo (DANIEL; LACHANCE;
KURTZMAN, 2014; KURTZMAN; ROBNETT, 1998). Por outro lado, resultou em mudancas
dentro do grupo e reconhecimento de novas espécies como C. dubliniensis (SEGAL; ELAD, 2010;
SULLIVAN et al., 1995) e C. auris (SPIVAK; HANSON, 2018). Atualmente, o banco de dados de
literatura SCOPUS, reconhece 434 espécies de Candida (DANIEL; LACHANCE; KURTZMAN,
2014), das quais, 40 ja foram descritas como patogénicas (ARAUJO; HENRIQUES; SILVA, 2016;
GHAZI et al., 2019). As recentes analises filogenéticas, mostraram que as espécies de Candida
representam um grupo polifilético e com isso, a nomenclatura das espécies de Candida continua

sendo profundamente revista nos ultimos anos (GHAZI et al., 2019; PAPON et al., 2013).
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1.2. Epidemiologia

A prevaléncia da dermatofitose é altamente varidvel, pois depende de parametros climéaticos
como umidade e temperatura e das caracteristicas de cada paciente, como idade, sexo, predisposi¢cdo
a doengas, localizacdo anatémica da lesdo, nivel socioeconémico, ocupacdo laboral condicGes
climéticas e estilo de vida (HEIDRICH et al., 2015; SEGAL; FRENKEL, 2015). A dermatofitose é
considerada a zoonose dermatoldgica mais comum no mundo. Acredita-se que a sua prevaléncia
esteja em torno de 20-25% da populagdo humana mundial (FAWAY et al., 2016; IVASKIENE et al.,
2016). Nas duas ultimas décadas, houve um aumento significativo das infec¢cdes por dermatofitos
devido a mudancas nos padrdes de migracdo, crescimento no turismo, mudancgas nas condigdes
socioecondmicas e estado imunolégico do hospedeiro. No entanto, as espécies que eram restritas a
uma localizacdo geogréfica especifica como T. concentricum, endémico no Pacifico Sul e em certas
regides da Ameérica do Sul e, raramente encontrado na Europa, estdo sendo isoladas em vérias partes
do mundo (AGGARWAL; GOINDI, 2012; CAI et al., 2016; COSTA-ORLANDI et al., 2012;

MARAKI; MAVROMANOLAKI, 2016).

T. rubrum é a espécie de dermatofito mais prevalente no mundo sendo responsavel por mais
de 80% das infeccdes. Essa espécie € comumente isolada em casos de onicomicose, tinea corporis,
tinea cruris e tinea pedis (FAWAY et al., 2016; ZHAN; LIU, 2017). Nos ultimos anos foi observado
crescimento de nimero de casos de tinea capitis causados por especies zoofilicas, nomeadamente, T.
mentagrophytes, T. verrucosum e M. canis nas maiores cidades do mundo, principalmente em
criancas abaixo de 12 anos, devido a maior aproximacdo do homem com os animais de estimacéo,
principalmente cées e gatos (IVASKIENE et al., 2016; VEASEY et al., 2017; ZHAN; LIU, 2017).
Zhan & Liu (2017) especulam que o estilo de vida moderna, leva & melhoria da higiene e da

quarentena dos animais, deste modo, futuramente os animais de estimacao passardo de infec¢bes por
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espécies zoofilicas para infeccbes por espécies antropofilicas (T. rubrum, T. tonsurans e T.

violaceum).

J& as espécies do género Candida séo os principais agentes causadores de infecbes flngicas no
mundo todo, associada a alta morbimortalidade constituindo deste modo, um problema de saude
plblica (ARAUJO; HENRIQUES; SILVA, 2016). Alguns estudos epidemioldgicos indicam que na
pratica clinica, infecgdes por espécies de Candida e dermatéfitos podem coexistir, com predominio
de Candida nos isolados das unhas de médos e pés, em especial C. parapsilosis e C. albicans e
concomitante com T. rubrum, T. interdigitale ou M. gypseum (COSTA-ORLANDI et al., 2012b;

MARTINS et al., 2007).

1.3. Patogenia

A infeccdo por dermatofitos ocorre por contato direto com humanos ou animais infectados,
ou ainda, de forma indireta por meio de objetos contaminados, principalmente toalhas, aparelhos de
manicure, escovas de cabelo, roupas e sapatos (MENDEZ-TOVAR, 2010). O estabelecimento da
infeccdo depende da capacidade do fungo de superar as barreiras naturais do hospedeiro, como a
acidez da pele, presenca de acidos graxos e peptideos antimicrobianos, acdo de células fagociticas e
descamacéo da pele (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017). Algumas regides do corpo como
a parte distal da unha, regido interdigital e couro cabeludo sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento
de infec¢es, devido a fatores anatdmicos e ambientais como umidade e pH alcalino que favorecem o

crescimento dos dermatofitos (MENDEZ-TOVAR, 2010).

Esses fungos produzem adesinas que sdo responsaveis pela fixacdo na superficie do
hospedeiro, uma vez aderidos ao tecido queratinizado, liberam lipases, ceramidases e enzimas
proteoliticas como queratinases, metaloproteases e proteases que digerem a rede de queratina em

oligopeptideos ou aminoacidos assimilaveis que servem, por sua vez, de fonte de nutricdo para o
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fungo (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; MENDEZ-TOVAR, 2010; VERMOUT et al.,

2008).

As primeiras células a serem infectadas sdo os queratindcitos, os quais expressam um perfil
diferente de citocinas em resposta as diferentes espécies envolvidas e que se correlaciona com a
reacdo inflamatoria desencadeada. Os queratinécitos infectados por espécies zoofilicas, expressam
genes pro-inflamatorios e secretam citocinas como interleucinas (IL)-2 e interferon (IFN)- y para
promover o recrutamento de células inflamatdrias, remodelacdo tecidual e cicatrizacdo de feridas.
Entretanto, as espécies antropofilicas induzem expresséo limitada de genes da inflamacéo e secrecéo
de citocinas (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI, 2017; SHIRAKI et al., 2006; VERMOUT et al.,
2008). Deste modo, as espécies zoofilicas ou geofilicas induzem uma resposta inflamatdria intensa
enquanto as antropofilicas induzem uma resposta mais branda favorecendo o desenvolvimento de
doenga cronica. Em individuos imunocomprometidos, os dermatdfitos além de infectar tecidos
queratinizados podem invadir e infectar tecido subcutdneo ou até mesmo uma infeccdo sistémica,
provocando um quadro mais grave (AMEEN, 2010; IVASKIENE et al., 2016; MARTINEZ-ROSSI;

PERES; ROSSI, 2017; VERMOUT et al., 2008).

Espécies do género Candida sdo amplamente distribuidos na natureza e agem como
saprobiotas comuns, constituindo também a microbiota humana normal. No entanto, quando ha
alteracdes (fisicas, quimicas e imunologicas) no ambiente hospedeiro, elas podem proliferar e se
tornam patogénicas (PAPON et al., 2013). A candidiase cutanea ocorre geralmente em regiées com
elevada umidade em dobras corporais (dobras inguinais, axilares, submamaria, intergluteos,
comissuras dos labios) e espacos interdigitais, ou ainda em dobras das unhas desenvolvendo
onicomicose. Nas unhas, destruicdo da cuticula ou manicure intensiva facilita a entrada de Candida

abaixo da dobra supraungueal. O uso de fraldas favorece o aparecimento de candidiase nas nadegas
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de recém-nascidos e idosos. Alguns fatores gerais também podem ser a causa como diabetes
descompensado, corticoterapia sistémica e outros tratamentos imunossupressores (HAY, 2017).
Candida pode causar desde infec¢Bes superficiais (cutdneas, mucocutaneas, onicomicose) até
infeccBes sistémicas (meningite, sepse, candidemia, entre outras) (FRIAS-DE-LEON et al., 2019).
Embora a maioria dos casos de candidiase é atribuida a C. albicans, nas Gltimas décadas, houve
aumento de infec¢bes envolvendo espécies ndo albicans particularmente Candida glabrata
(renomeada Nakaseomyces glabrata), Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida krusei
(renomeada Pichia kudriavzevii) (ARAUJO; HENRIQUES; SILVA, 2016; GHAZI et al., 2019;
PRISTOV; GHANNOUM, 2019). Vérios fatores foram implicados para esse aumento da incidéncia,
mas, no entanto, o uso crescente e disseminado de certas praticas médicas, como terapias
imunossupressoras, procedimentos cirurgicos invasivos e uso de antibiéticos de amplo espectro séo

significativos (SADEGHI et al., 2018).

Um dos principais fatores de viruléncia das espécies de Candida € a formag&o de biofilmes
(ARAUJO; HENRIQUES; SILVA, 2016; SAWANT; KHAN, 2017). Recentemente foi descoberto
que espécies de dermatofitos também sdo capazes de formarem comunidades in vitro (COSTA-
ORLANDI et al., 2014; DANIELLI et al., 2017). Biofilmes fangicos séo considerados comunidades
sésseis altamente estruturadas e organizadas que aderem fortemente a um substrato biolégico ou
artificial e sdo protegidos por uma matriz extracelular polimérica que eles mesmos produzem
(COSTA-ORLANDI et al., 2017; RAMAGE et al., 2009). Os biofilmes fungicos apresentam
geralmente uma arquitetura tridimensional complexa com extensa heterogeneidade espacial,
incluindo micro coldnias e canais de agua ramificados, embora, suas propriedades estruturais possam
variar dependendo das espécies de fungos, tipo de substrato e condi¢bes de crescimento
(BLANKENSHIP; MITCHELL, 2006; NETT; ANDES, 2006; VILA et al., 2017). Esta organizacao,
constitui um arranjo espacial ideal para a absor¢do de nutrientes, excrecdo de produtos metabdlicos,

protecdo contra 0 meio ambiente, comunicacdo célula — célula, regulacdo comunitaria da expresséo
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genética e pode incluir algum grau de especializacdo de células dependendo da localizagdo dentro do

biofilme (RABIN et al., 2015; SOLL; DANIELS, 2016; VILA et al., 2017).

O processo de formagdo de biofilme desencadeia véarios mecanismos como o “quorum-
sensing” (comunicagdo célula - célula por via de pequenas moléculas semelhantes a horménios
liberados por células de biofilme) bem como interacdes adesivas, célula - célula e célula - substrato
com vista a secrecdo de fatores de viruléncia, melhor cooperacdo metabdlica e regulagcdo comunitaria
da expresséo génica (NOBILE; MITCHELL, 2005; RABIN et al., 2015; SARDI et al., 2014; VILA
et al., 2017). Para que haja a comunicacdo entre as células, a matriz extracelular contribui com as
forcas coesivas e adesivas para a estabilidade arquitetbnica e mecénica do biofilme, atuando
essencialmente como uma “cola” que mantém as células unidas e ligadas a superficie (MITCHELL,

KAITCHELL; ZARNOWSKI; ANDES, 2016).

A matriz extracelular é constituida majoritariamente por carboidratos e proteinas,
entretanto, lipidios e acidos nucléicos podem estar presentes. Do ponto de vista fisiologico, a matriz
do biofilme atua como uma barreira de protecéo, protegendo das defesas do hospedeiro, prevenindo a
penetracdo de farmacos e contribuindo, desse modo, para a resisténcia do biofilme e manutencédo das
infeccdes associadas aos biofilmes (COSTA-ORLANDI et al., 2017; MITCHELL, KAITCHELL;

ZARNOWSKI; ANDES, 2016; VILA et al., 2017).

Poucos estudos relacionam os dermatofitos e a formagao de biofilmes in vivo. Os primeiros
relatos sobre a formacdo de biofilmes por dermatofitos foram hipotetizados por Burkhart; Burkhart
& Gupta, (2002) ao relaciona-los com os dermatofitomas formados nas onicomicoses refratarias.
Esses dermatofitomas foram caracterizados por massas brancas circunscritas dentro e sobre a unha e
poderiam ser considerados biofilmes, mediante a presenca de elementos fungicos vivos e com

aparéncia normal na parte central como artroconidios e hifas, forte aderéncia e dificil remogédo da
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placa ungueal, existéncia de células dormentes, maior resisténcia aos farmacos convencionais,

possibilidade de apresentar mais de um tipo de microrganismo.

A partir dai houve maior interesse na investigacdo da capacidade de formacdo desses
biofilmes. Com isso, nosso grupo caracterizou pela primeira vez a formacao de biofilme in vitro por
duas espécies mais prevalentes no mundo, nomeadamente, Trichophyton rubrum e T.
mentagrophytes (COSTA-ORLANDI et al., 2014). Em seguida, Danielli et al. (2017) demonstrou

que M. canis também é capaz de formar biofilme in vitro.

Os biofilmes formados por espécies de Candida séo os mais estudados (COSTA-ORLANDI
etal., 2017; HARDING et al., 2009; SARDI et al., 2013). A habilidade de formag&o de biofilmes das
espécies de Candida foi descoberta desde os meados dos anos 90 e, logo aumentaram estudos da
estrutura, da resisténcia aos farmacos bem como interacdo interespécies dessas comunidades
(HARDING et al., 2009; KUMAMOTO, 2002; RAMAGE et al., 2002). Foi com isso, demonstrado
que a estrutura dos biofilmes é bastante heterogénea, composto por camadas densas de
blastoconidios de leveduras, hifas, pseudo-hifas principalmente em C. albicans (BONHOMME;
ENFERT, 2013; PARAMONOVA et al., 2009). Os biofilmes formados por C. parapsilosis séo
compostos por leveduras e pseudo-hifas, embora podem ser compostos apenas por células de
leveduras. A diferenca na morfologia é regulada pela expressdo génica comunitéria sinalizada por
quérum sensing (COSTA-ORLANDI et al., 2017; PIRES et al., 2011). Em geral, a formacdo de
biofilmes na clinica esta intimamente relacionada a instrumentos médicos como cateteres, proteses
ortopédicas, cardiacas e vasculares, tornando-se uma complicacdo crescente da hospitalizacdo e

aumento da morbimortalidade (OLIVEIRA et al., 2018; PIRES et al., 2011; RAMAGE et al., 2002).

1.4. Tratamento

O tratamento das dermatofitoses € geralmente longo, podendo levar de trés a doze meses

dependendo da extensédo da infec¢do, do local afetado e da espécie dermatofitica envolvida em cada
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caso (GUPTA; DAIGLE; CARVIEL, 2016; IVASKIENE et al., 2016). Ele é baseado no uso de
antifangicos topicos e sisttmicos (AGGARWAL; GOINDI, 2012; GUPTA; COOPER, 2008;
ZHANG et al., 2018a). Para tratar as dermatofitoses que causam respostas inflamatdrias intensas,
como tinea cruris ou tinea capitis, é recomendada a combinacdo com corticosterdides leves a
moderados, a fim de reduzir a inflamacéo. Esta terapia de combinacgdo proporciona alivio rapido do
prurido, facilita a cicatrizacdo, e evita arranhdes que podem propagar a infeccdo (ZHANG et al.,

2018a).

A maioria dos agentes antifingicos usada para o tratamento da dermatofitose mesmo
quando novos, esta inserida dentro de duas principais familias: azéis e alilaminas (AGGARWAL,;
GOINDI, 2012; GUPTA; COOPER, 2008). Embora exista uma quantidade razodvel de farmacos
antifangicos e nas duas ultimas décadas houve avangos em seu desenvolvimento, a ocorréncia de
recidivas em casos de onicomicose estd em torno de 50% (GUPTA; DAIGLE; CARVIEL, 2016;

SINGH et al., 2018a).

Os derivados az6licos como clotrimazol, miconazol, econazol, oxiconazol, tioconazol sdo
mais comumente prescritos para tratar infec¢des fungicas superficiais localizadas como tinea
corporis, tinea cruris ou tinea pedis em estagios iniciais por via topica. Entretanto, podem existir
formulacBes topicas contendo terbinafina e naftifina da familia das alilaminas ou ainda ciclopirox e
amorolfina (AGGARWAL; GOINDI, 2012; GUPTA; COOPER, 2008; TAMURA et al., 2014). As
taxas de cura em dermatofitose no estagio inicial séo altas, com resolucdo da infeccdo em duas a
quatro semanas de terapia topica, dependendo do quadro clinico (GUPTA et al., 2003; OUF et al.,
2013). Apds a aplicagéo topica, podem ser observados efeitos adversos como reacgdes cutaneas leves
e transitorias no local da aplicacdo. A seguranca da terapia € menos preocupante para medicagoes

topicas, pois a absor¢édo tende a ser minima (ZHANG et al., 2018a).
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A griseofulvina, a terbinafina e os novos azdis como itraconazol, fluconazol, e cetoconazol
sdo formulagdes orais geralmente usadas para os casos de onicomicose e/ou infeccdes cronicas
superficiais, podendo ser feitas associagdes com agentes topicos como ciclopirox e amorolfina
(AGGARWAL,; GOINDI, 2012; GUPTA; COOPER, 2008). A griseofulvina tem se mostrado com
baixa eficicia em casos de onicomicose devido a sua baixa afinidade & queratina (YENISEHIRLI et

al., 2013).

Os azois tém sido amplamente utilizados como agentes antifungicos na prética clinica
devido ao seu amplo espectro antifungico, alto indice terapéutico e baixa toxicidade em relagdo a
outras familias de antifingicos. Infelizmente, 0 amplo uso de azois levou ao desenvolvimento de
resisténcia severa que reduziu significativamente a eficacia destes compostos (OUF et al., 2013). A
terbinafina é considerada padrdo ouro para o tratamento da dermatofitose, por ela apresentar maior
eficacia antifungica em relacdo aos outros agentes (OUF et al., 2013; YENISEHIRLI et al., 2013;

ZHANG et al., 2018a).

Devido ao longo periodo de tratamento e o fato de que a maioria dos agentes antifungicos
utilizados para o tratamento tem como alvo o ergosterol da membrana celular flngica, que é analogo
ao colesterol, molécula que esta presente na membrana celular de mamiferos, os agentes sistémicos
estdo associados a um consideravel poder de toxicidade as células humanas. Séo relatados casos de
toxicidade hepatica, renal e da pele como a sindrome de Stevens-Johnson devido a interagdes
medicamentosas no sistema do citocromo p450. Deste modo, na administracdo destes farmacos deve
ser realizado simultaneamente, 0 monitoramento das funcbes hepaticas, renais e hematopoiéticas

(GUPTA; COOPER, 2008).

Os estudos conduzidos na atualidade estdo voltados para a pesquisa da capacidade
antibiofilme dos farmacos usados convencionalmente para o tratamento da dermatofitose como

terbinafina, fluconazol (GARCIA et al., 2020), itraconazol, voriconazol, griseofulvina
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(BRILHANTE et al., 2018), econazol (TOUKABRI et al., 2018) e de formulagdes de xampus (DOS
SANTOS & DIAS-SOUZA, 2017). No entanto, ainda ndo foi descoberto farmaco promissor, ou seja,
na maioria das vezes € necessario 50 vezes mais a concentracdo inibitoria minima para se observar
alguma inibicdo do biofilme. Essas doses podem simbolizar riscos aos pacientes, ja que os farmacos
antifungicos apresentam um elevado grau de toxicidade hepatica e renal. Esses dados mostram que a
busca de alternativas terapéuticas para o tratamento dessa enfermidade e, particularmente, as

onicomicoses séo de extrema importancia (GUPTA; COOPER, 2008).

Compostos antifungicos usados atualmente para tratar candidiase pertence a trés familias:
polienos, azobis e equinocandinas. Antifungicos azolicos, como o fluconazol (FCZ), é frequentemente
0 tratamento preferido para muitas infeccbes por Candida, pois sdo baratos, exibem toxicidade
limitada e estdo disponiveis para administragdo oral. Entretanto, nos dltimos 10 anos, existe extensa
documentacdo de padrdes de resisténcia primaria ou suscetibilidade reduzida a antifingicos,
principalmente os azdlicos (PAPON et al., 2013; SADEGHI et al., 2018). Com isso, foram
desenvolvidas estratégias utilizando terapias combinadas de varios antifungicos, como anfotericina B
e equinocandinas ou anfotericina B e azolicos. A resisténcia dos biofilmes a diferentes farmacos
depende de vérios fatores como espécie e fisiologia dos microrganismos, a densidade celular do
biofilme, o nimero de moléculas alvo, a presenca de bombas de efluxo (RODRIGUEZ-CERDEIRA
et al., 2019). Estudos mostraram que os biofilmes formados por dermatéfitos sdo resistentes aos
antifungicos convencionais como fluconazol, gliseoflulvina, voriconazol, itraconazol inclusive a
terbinafina considerada padréo ouro de tratamento (BRILHANTE et al., 2018; COSTA-ORLANDI

etal., 2020, 2021; GARCIA et al., 2020)

1.5. Alternativas terapéuticas

A dificil erradicacdo, a toxicidade dos farmacos e a alta taxa de recidivas tornaram

emergente a busca de alternativas terapéuticas para as dermatomicoses e, principalmente as
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associadas a formacdo de biofilmes. Ja foi avaliado o efeito antidermatofitico de alguns compostos
como O6leos essenciais de plantas (MAHBOUBI; HEIDARYTABAR; MAHDIZADEH, 2017),
extratos de plantas (MAHBOUBI; KAZEMPOUR, 2015; SUN et al., 2017), gas ozbnio, 6leo
ozonizado (OUF et al., 2016) e inativacdo fotodinamica (DE OLIVEIRA et al.,, 2015; PAZ-

CRISTOBAL et al., 2014; SHAMALI et al., 2018), entre outros.

1.5.1. Chalconas

Chalconas ou 1,3-difenil-2-propen-1-ona sdo compostos poli-hidroxilados, precursores de
flavondides e isoflavonoides, abundantes em frutas, vegetais e plantas comestiveis (FU et al., 2016;
GUPTA; JAIN, 2015; KARIMI-SALES; MOHADDES; ALIPOUR, 2017). No entanto, estes
componentes podem ser sintetizados em laboratério por meio do método de condensacéo de Claisen-
Schmidt (KARIMI-SALES; MOHADDES; ALIPOUR, 2017). As chalconas tém sido amplamente
estudadas por possuirem atividades bioldgicas como anti-inflamatoria, antitumoral (KHANAPURE
et al., 2018), antioxidante (SINGH et al., 2018b), antidiabética (CAI et al., 2017), antibacteriana
(SINGH et al., 2018a), antifingica (FU et al., 2016; GUPTA; JAIN, 2015; ILLICACHI et al., 2017),
antiprotozoaria (ILLICACHI et al., 2017; TAJUDDEEN et al., 2018), antiparasitaria (KOTLYAR et
al., 2019), contra doenca de Alzheimer (ZHANG et al., 2018c), inibidor de colinesterase (SHAH et

al., 2018), entre outras atividades.

A propriedade antimicrobiana das chalconas esta relacionada a presenca de uma funcao
carbonila o ¢ B insaturada reativa na molécula, enquanto as propriedades antifingicas estdo presentes
em algumas chalconas sintéticas fenodlicas inibindo a f-(1,3) glucana e quitina sintases, enzimas que
catalisam a biossintese de polimeros de B-(1,3) glucana e quitina da parede celular fungica,
respectivamente (GUPTA; JAIN, 2015; ILLICACHI et al., 2017; WEI et al., 2015). Sdo relatadas
também que as chalconas sdo capazes de inibir a glutationa-S-transferase (GST), enzimas que

demonstraram estar envolvidas na resisténcia aos farmacos (LOPEZ et al., 2001; WEI et al., 2015).
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Assim, as chalconas e seus derivados sdo potenciais candidatos para investigagcdo de nova linha
terapéutica segura, sem afetar o hospedeiro (GUPTA; JAIN, 2015). Elas também apresentam
caracteristicas significativas para o efeito da terapia fotodindmica como a presenca de grupos
fendlicos em sua estrutura que promovem um estado excitado triplete da molécula com tempo de
vida longo e possui um alto rendimento quéntico de formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (MELO et al., 2017). Uma série de derivados de chalcona foram sintetizados e avaliados para
atividade antifingica contra espécies de fungos como Aspergillus niger, Candida albicans,
Microsporum gypseum, Cryptococcus gattii (PALANCO et al., 2017), Paracoccidiodes spp
(MEDINA-ALARCON et al., 2020) e Histoplasma capsulatum (MELO et al., 2017), mostrando

valores de CIM entre 0,4 a 15,6 mg/L.

1.5.2. Terapia fotodindmica

A terapia fotodindmica é um tratamento ndo invasivo, que consiste no uso de uma luz de
um comprimento de onda especifico para ativacdo de um agente fotossensivel na presenca de
oxigénio, resultando em producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais livres e
consequentemente morte celular (DAVIES et al., 2016; SILVA et al., 2017; YANG et al., 2017,

YUAN et al., 2017).

A ativacdo do fotossensibilizador (PS) por irradiacdo resulta na transi¢do de elétrons para
um orbital diferente, excitando o PS que passa do estado fundamental (estado singleto SO) para a
forma de uma molécula instavel com uma meia-vida curta (estado singleto excitado S1). No estado
S1 o PS pode decair de volta ao estado fundamental emitindo fluorescéncia ou sofrer cruzamento
intersistema pelo qual o spin de seu elétron excitado se inverte para formar um estado de tripleto
(T1) (HOORELBEKE et al., 2018; SHIBU et al., 2013; ZHANG et al., 2018b). A vida util do estado
T1 é mais longa do que o de S1, o que facilita as interagdes estendidas do PS com as moléculas

circundantes. Entretanto, o estado T1 também pode decair e voltar ao estado fundamental emitindo
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fosforescéncia. As interagdes com moléculas circundantes podem ser do tipo | e do Il. As interagdes
do tipo | envolvem retirada de um atomo de hidrogénio, ou a transferéncia de um elétron entre PS
excitado e um substrato (membrana celular ou outras biomoléculas) resultando em radicais livres. O
mecanismo do tipo Il envolve a transferéncia de energia entre PS excitado e oxigénio molecular
também chamado oxigénio tripleto (30,). Esta transferéncia de energia resulta na formagdo de ROS
como oxigénio singlete (*O.), superéxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxila. As ROS
devido a sua vida curta, reagem imediatamente com biomoléculas vitais, causando danos celulares
(Fig. 1) (SHIBU et al., 2013; ZHANG et al., 2018b).

Figura 1: Representacdo esguematica do mecanismo da terapia fotodindmica pelo diagrama de
Jablonski, mostrando os principais eventos que levam as reac6es fotoquimicas do tipo | e do tipo II,

que resultam em danos celulares oxidativos. PS- fotossensibilizador; 30, -oxigénio tripleto; 1O,-
oxigénio singleto (FOOTE, 1991).
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A terapia fotodindmica é uma modalidade promissora devido a sua eficacia contra uma

ampla gama de espécies de microrganismos (SILVA et al.,, 2017). Ja se sabe que a inativacao
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fotodindmica de microrganismos pode ocorrer em cepas sensiveis ou resistentes a farmacos
convencionais (MAI et al.,, 2017). Vérios estudos investigaram o efeito fungicida da terapia
fotodindmica contra Candida e constatou-se que as ROS interrompem a membrana citoplasmatica do
fungo causando um aumento da permeabilidade celular e danos subsequentes a alvos intracelulares
(DAVIES et al., 2016; SILVA et al.,, 2017). Ha& pesquisas que apontam efetividade da terapia
fotodinamica contra Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes usando o cloridrato de
metil aminolevulinato (DE OLIVEIRA et al.,, 2015), toluidina (BALTAZAR et al., 2013) e

hipericina (PAZ-CRISTOBAL et al., 2014) como fotossensibilizadores.

1.6. Modelos alternativos para estudo de toxicidade e eficacia antifungica de novas
moléculas

O principal objetivo dos testes de toxicidade/seguranca e eficacia pré-clinica na industria
farmacéutica € prever e prevenir possiveis complicacdes que podem ocorrer na clinica (BRANNEN
et al., 2016; JEMEL et al.,, 2020). Esses ensaios sdo classicamente realizados em roedores
(camundongos, ratos e coelhos). Apesar de sua alta relevancia, os modelos de pequenos mamiferos
tém desvantagens significativas. Em particular, eles requerem infraestruturas onerosas e exclusivas,
maior espaco para manter um numero suficiente de animais necessarios para obter dados
estatisticamente relevantes, duracdes de experimentacdo longo e tém longos tempos de reproducéo,
que atrasam 0 progresso da experimentacdo sem contar com as consideracgdes éticas que limitam seu
uso (JEMEL et al., 2020; TSAI; LOH; PROFT, 2016). Por essas razfes, varios métodos foram ou
estdo sendo desenvolvidos para avaliar a toxicidade reprodutiva, de desenvolvimento e eficacia
durante o uso de novas moléculas, incluindo ensaios com tecidos ou cultura de embrides ou ainda
modelos in vivo ndo mamiferos como Caenorhabditis elegans, Galleria mellonella e Drosophila

melanogaster (BRANNEN et al., 2016).

Modelos alternativos de toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento tornaram-se consistentes

com os principios dos 3Rs (reducdo, refinamento e substituicdo) de animais para avaliacdo de risco
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regulatorio. O conceito dos 3Rs foi descrito por Russell e Burch (1959) que discute o uso de
abordagens alternativas e substituicdo de animais com sistema nervoso completo para minimizar o
sofrimento animal na pesquisa e recentemente foi revisado por Tannenbaum e Bennett (2015). Desde
a introducdo do conceito, foram formadas varias organizagdes para promover a ciéncia humana e o
uso de animais alternativos em pesquisas em testes de seguranca de produtos e educagédo

(BRANNEN et al., 2016).

1.6.1. Galleria mellonella

G. mellonella (grande traca de cera) é um inseto da ordem Lepidoptera e a familia Pyralidae. O
inseto € de distribuicdo cosmopolita e, na natureza, alimentam-se de cera de abelha e poélen, e séo
encontrados principalmente em colmeias enfraquecidas com pequenas populagdes (SINGKUM et al.,

2019; TSAI; LOH; PROFT, 2016).

As larvas da G. mellonella tém sido amplamente utilizadas como modelo experimental na
investigacdo da viruléncia microbiana e eficicia de agentes antimicrobianos, bem como toxicidade
de moléculas experimentais. Vérias vantagens contribuem ao uso deste animal alternativo como
hospedeiro experimental: (i) o fato de ser mais barato e mais facil de manter em laborat6rio sem
precisar de equipamentos especificos, em comparacdo com os modelos de mamiferos, (ii) pode ser
facilmente obtido grande numero de lavas, uma vez que o ciclo de vida é curto, (iii) apresenta um
sistema imunoldgico inato, que mostra semelhancas notaveis com a resposta imune de vertebrados,
(iv) os experimentos podem ser conduzidos em temperaturas que variam de 25 C a 37 °C e (v) ndo
exigem aprovacdo ética (CE et al., 2020; JEMEL et al., 2020). Além disso, as larvas de G. mellonella
utilizadas para os ensaios apresentam tamanho conveniente (de 2-3 cm de comprimento e 300mg),

que torna fécil de manipular e aplicagdo de dosagem precisa (SINGKUM et al., 2019).
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1.6.2. Caenorhabditis elegans

C. elegans é um pequeno nematoide de vida livre encontrado em todo 0 mundo. Na natureza é
geralmente encontrado em solo com matéria vegetal em decomposi¢do rico em bactérias e fungos
que servem da sua fonte de alimentacdo. As larvas recém-eclodidas tém 0,25 milimetros de
comprimento e os adultos tém 1 milimetro (HUNT, 2017). C. elegans tem uma rica histéria como
modelo de organismo usado em pesquisas em genética, desenvolvimento da biologia,
envelhecimento (BEYDOUN et al., 2021) e particularmente, tem crescido estudos de viruléncia e
avaliacéo toxicologia de novas moléculas utilizando este modelo (SCORZONI et al., 2018). Esses
nematoides sdo um poderoso modelo para estudo da biologia eucariotica, o0 seu genoma contém 60-
80% dos genes que sdao homologos aos humanos com 42% deles compreendendo genes causadores
de doencas (BRAEMS; TZIORTZOUDA,; BOSCH, 2021). Além disso apresentam outras vantagens
como: i) o tamanho pequeno que permite a manutencdo de milhares de animais em placas de Petri e
facilidade de conducédo de ampla gama de experimentos um pequeno espaco; ii) grande tamanho da
ninhada e de curto tempo de geracdo (300 descendentes por hermafrodita adulto por autofecundacéo
em um ciclo de vida de aproximadamente 3 dias); iii) presenca de uma cuticula dura, mas
transparente, 0 que permite a visualizacdo de estruturas internas sem dissecacdo e facilita o
rastreamento de corantes organelares; iv) criopreservacao de longo prazo e, v) ndo reproducdo em

temperaturas acima de 25 °C (BEYDOUN et al., 2021; HUNT, 2017).

1.6.3. Modelo tridimensional de linhagens celulares

No organismo de individuos multicelulares, as células s&o normalmente rodeadas por uma matriz
extracelular ou, estdo em contato fisico direto com outras células de linhagens iguais ou diferentes.
No entanto, nos estudos tradicionais, as linhagens celulares s&o cultivadas em placas de poliestireno
compativel com cultura de células em uma monocamada (modelo 2D) (FENNEMA et al., 2013).
Esta abordagem resulta em um ambiente celular homogéneo e bem controlado, facilita a analise

microscopica, mudangas de meio e sustenta a proliferacdo celular por a maioria dos tipos de células.
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No entanto, ndo consegue simular o complexo microambiente biol6égico do corpo e perde
propriedades especificas do tecido, o que resulta em certa discrepancia entre os resultados

experimentais obtidos in vitro e in vivo (FENNEMA et al., 2013; SHEN et al., 2021).

Alternativamente, nas abordagens de cultura tridimensionais (3D), as células sao cultivadas como
agregados, envolvidas em arcaboucos 3D ou ainda, sdo incorporados em géis. A cultura 3D pode
simular melhor as interacGes célula-célula e célula-matriz extracelular in vivo, e fornecem uma viséo
mais realista do microambiente para a cultura de células (CESARZ; TAMAMA, 2016; SHEN et al.,
2021). Os agregados tém muitos nomes diferentes; variando de mamosfera, micromassa e esferoides,
para tecidos microfabricados (CESARZ; TAMAMA, 2016; FENNEMA et al., 2013). Os esferoides
tém recebido grande atencdo como um modelo 3D importante para a pesquisa do cancer (KO et al.,
2019; LIU; VUNJAK-NOVAKOVIC, 2017), andlise de toxicidade de farmacos (BAEK et al., 2016)

e engenharia de tecidos (KIM et al., 2019; LUCIANI et al., 2016; SONG et al., 2015).

JUSTIFICATIVA

A necessidade de descoberta de novas moléculas e combinagdes com propriedades antifingicas,
com novos alvos que sejam exclusivos da célula fangica é imperativo, face a disponibilidade
limitada de medicamentos eficazes para o tratamento da dermatofitose e da candidiase,
principalmente associada a formacdo de biofilmes, a toxicidade dos farmacos antifingicos
disponiveis, as recidivas comuns e 0 aumento de cepas resistentes. Desde o inicio dos projetos Biota
e Bioprospecta/FAPESP, nosso grupo tem trabalhado com compostos originados da biodiversidade,
entre eles, galatos de alquila (DE PAULA et al.,, 2014; BERNARDI et al., 2017), pedalitina
(SANGALLI-LEITE et al., 2016); maitenina e pristimerina (GULLO et al., 2012), chalconas
(MEDINA-ALARCON et al., 2020; MELO et al., 2017; PALANCO et al., 2017) e derivados do
4cido protocatecuico (COSTA-ORLANDI et al., 2020; MEDINA-ALARCON et al., 2020, 2017;
SOARES et al., 2014). Estudos anteriores demonstraram que a 2-chalcona apresenta propriedades

fotossensibilizadoras, possuindo um espectro de absor¢cdo em 450nm (MELO et al., 2017). Esse
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composto quando combinado com luz laser foi capaz de inibir em 90% o biofilme de H. capsulatum.
A 2-chalcona € um composto de origem natural, barato, de facil acesso e disponivel na forma
sintética, com potencialidades fotossensibilizadoras, capazes de erradicar biofilmes flngicos,
portanto € alternativa terapéutica potencial para tratar dermatomicoses causadas por dermatoéfitos,
espécies de Candida ou ainda co-infecBes causadas por espécies dos dois géneros. Além disso, a
terapia fotodindmica contra os biofilmes de dermatofitos ou dual-espécies com C. albicans e C.
parapsilosis nunca foi verificada. Do ponto de vista de salde publica, a 2-chalcona ira trazer uma
alternativa terapéutica mais potente, segura e com redugcdo do tempo de tratamento em
dermatomicoses e, especialmente onicomicoses. A descoberta da capacidade de formacdo de
biofilmes in vitro dos dermatofitos (COSTA-ORLANDI et al., 2014), a relacdo hipotética dos
mesmos com quadro clinico persistente de onicomicoses (GUPTA; DAIGLE; CARVIEL, 2016),
bem como as co-infecgcBes com espécies de Candida, principalmente C. albicans e C. parapsilosis
em pacientes com micoses cutaneas (COSTA-ORLANDI et al., 2012a), tem grande importancia
clinica pois, os biofilmes mostraram-se resistentes a todos os farmacos clinicamente usados nas
concentragdes terapéuticas (CHAUVIN, 2014; COSTA-ORLANDI et al., 2020; GARCIA et al.,
2020). Por outro lado, ndo existem estudos das interagdes dos dermato6fitos em biofilmes multi-
espécies, excetuando-se o realizado pelo nosso grupo, em que se verificou interacdo antagbnica in
vitro entre T. rubrum e C. albicans/C. parapsilosis, quando os microrganismos foram colocados
concomitante ou quando as suspensdes de C. albicans e C. parapsilosis foram adicionadas apos a
pré-adesdo ou maturacdo dos biofilmes de T. rubrum. As leveduras predominaram nos biofilmes
mistos em relacdo ao T. rubrum mas, em contra partida, T. rubrum inibiu a filamentacédo
principalmente de C. albicans que é um fator importante na sua viruléncia (GARCIA et al., 2020).
Desta maneira, 0 estudo da atividade do sobrenadante dos biofilmes de T. rubrum, C. albicans e C.
parapsilosis que levam a inibicdo da filamentagdo das leveduras e do crescimento de T. rubrum, é

imprescindivel para alavancar a busca por alternativas terapéuticas contra essas comunidades.



39

Espera-se ainda a reducdo de custo e o tempo de tratamento, que sdo fatores relevantes em sua
desisténcia e consequentemente o aparecimento de resisténcia dos fungos e recidivas frequentes. Por
outro lado, o estudo da biodindmica da 2-chalcona é bastante pertinente de modo a entender melhor

o(s) mecanismo(s) de acdo envolvidos contra as células fangicas especialmente dermatofitos.
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5. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, podemos concluir que:

M. canis € capaz de formar biofilme maduro in vitro em 96 horas nos meios BHI, HAM-F12,
DMEM e RPMI-1640;

Os meios BHI, HAM-F12, DMEM estimularam a formagdo de maior quantidade de biomassa e
polissacarideos comparativamente ao meio de cultura RPMI-1640;

Todas as cepas de dermatdfitos testadas na forma planctonica foram sensiveis a 2-chalcona livre e
aos antifungicos testados, com excecao de T. rubrum ATCC 28189, que se mostrou resistente ao
fluconazol;

Com relacdo aos biofilmes, a 2-chalcona mostrou-se mais potente que os farmacos convencionais,
para inibir a maturagdo, quanto para erradicar os biofilmes maduros;

A combinagdo entre 2-chalcona + terbinafina e 2-chalcona + fluconazol mostrou-se indiferente
contra T. rubrum ATCC 28189, T. rubrum ATCC MYA-4438 e T. mentagrophytes ATCC 11481,
qguando comparada com a atividade do composto e dos farmacos sozinhos;

A PDT utilizando a 2-chalcona como fotossensibilizador reduziu em quatro vezes a concentracao
do composto necessaria para inibir células planctdnicas, biofilmes em estégio inicial e maduro de
dermatofitos;

O efeito da 2-chalcona foi potencializada com a utilizagéo da luz LED em biofilmes de mono
espécie de C. albicans e C. parapsilosis e biofilmes dual espécies entre T. rubrum e C. albicans/
C. parapsilosis;

A 2-chalcona foi mais toxica nos modelos in vitro em monocamada quando comparados com 0s

modelos tridimensionais, ndo apresentou toxicidade no modelo in vivo de G. mellonella;
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e O tratamento com a 2-chalcona fotoexcitada é mais seletivo biofilmes maduros de espécies de
dermatofitos que nos biofilmes maduros de espécies de Candida e biofilmes dual espécies;

e A 2-chalcona tem aparentemente como alvos estruturais a parede e membrana celular, causando
desequilibrio osmotico e extravasamento do contetudo citoplasmatico além disso, promove a
geracdo de ROS, resultando em morte celular por apoptose e necrose;

e A inibicdo da filamentagdo de C. albicans nos biofilmes mistos de T. rubrum e C. albicans é

influenciada pela interacgdo direta entre 0s microrganismos.
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