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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Este estudo in vitro investiga o efeito antimicrobiano de um produto natural amplamente aceito
pela populagdo, com baixo custo e facil acesso. A metodologia empregada ¢ reprodutivel e
compativel com os principais comités de teste de suscetibilidade antimicrobiana, o que garante
a confiabilidade dos resultados. Os dados inéditos obtidos sobre a combinagdao do produto
natural com antifingicos clinicos atualmente em uso e seu efeito sobre o biofilme oferecem
novas perspectivas para estudos de tratamentos mais eficazes. Considerando que os
antifungicos clinicos apresentam longos periodos de desenvolvimento, a combinagdo proposta
pode representar uma alternativa promissora, potencialmente acelerando a disponibilidade de
novos tratamentos. Além disso, a acessibilidade do produto natural pode reduzir os custos com
tratamentos e ampliar o acesso a saude, beneficiando comunidades de menor poder aquisitivo
e oferecendo uma solugdo viavel em contextos de baixa infraestrutura médica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This in vitro study investigates the antimicrobial effect of a natural product widely accepted by
the population, characterized by its low cost and easy accessibility. The methodology employed
is reproducible and aligned with the standards of major antimicrobial susceptibility testing
committees, ensuring the reliability of the results. The novel data obtained on the combination
of the natural product with currently used clinical antifungals and its effect on biofilm offer new
perspectives for studies on more effective treatments. Considering that clinical antifungal
agents require lengthy development periods, the proposed combination could represent a
promising alternative, potentially accelerating the availability of new treatments. Moreover, the
accessibility of natural products may reduce treatment costs and expand access to healthcare,
benefiting low-income communities and offering a viable solution in contexts with limited
medical infrastructure.
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RESUMO

A levedura Trichosporon asahii faz parte da microbiota humana, causando principalmente in-
feccoes superficiais. No entanto, na ultima década tem causado infec¢des disseminadas em pa-
cientes imunocomprometidos, além de apresentar sensibilidade diminuida a maioria dos anti-
fangicos utilizados na rotina terapéutica. Considerando os desafios da pratica clinica para o
enfrentamento de infecgdes fingicas e o aumento de resisténcia aos antifungicos clinicos, bus-
cam-se alternativas terapéuticas nos produtos naturais. Assim, o presente trabalho teve como
objetivos determinar a atividade antifingica (concentragdo inibitdria minima - CIM e concen-
tracdo fungicida minima - CFM) in vitro do extrato etanolico de prépolis verde e de quatro
antifiingicos comerciais sobre células planctonicas de isolados clinicos de 7. asahii; avaliar a
interacdo entre os extratos com os melhores resultados de atividade antifingica in vitro com os
antifungicos anfotericina B e fluconazol; avaliar a capacidade antibiofilme (inibi¢ao e remogao)
do extrato de propolis verde frente aos isolados de 7. asahii; avaliar a ultraestrutura de biofilmes
de tratados com propolis; avaliar a citotoxicidade de diferentes concentragdes do extrato de
propolis verde sobre células animais. Foram estudadas dez cepas clinicas de 7. asahii mantidas
em micoteca, extrato de propolis verde alcoolico a 11,05% (m/v) e os antifingicos anfotericina
B, caspofungina, fluconazol e voriconazol. Os ensaios antimicrobianos in vitro foram realiza-
dos com base no EUCAST para determinacdo da CIM e CFM. Para anfotericina, caspofungina
e voriconazol, foram testadas concentragdes de 0,03-16mg/L, para fluconazol de 0,25-128mg/L
e para a propolis de 2,15-1105mg/L. Os valores de CIM variaram entre 0,5mg/L e 4mg/L para
anfotericina B, 4mg/L e >16mg/L para caspofungina, 0,5 e 4mg/L para fluconazol e 0,06 e
0,5mg/L para o voriconazol. A CFM para anfotericina B variou entre 2 e 4 mg/L, >16mg/L para
caspofungina, 2 e 8 mg/L para fluconazol e entre 0,5 e 2 mg/L para voriconazol. Para a propolis,
os valores de CIM e CFM variaram entre 276,25 e 552,2mg/L. Ao combinar anfotericina B e
fluconazol com o extrato de prépolis, houve acao antagonista para ambas os compostos. Ensaios
de formagao de biofilmes mostraram que todas as cepas testadas foram capazes de produzir
biofilmes. O tratamento com o extrato de propolis foi realizado nas concentragdes 100%CIM,
75%CIM, 50%CIM, 25%CIM e 20%CIM e foi aplicada para analise de erradicacdo e inibig¢do
da formacgao de biofilmes. Nos ensaios de erradicagado, a reducao de biomassa foi observada em
todas as concentragdes testadas (1,6-99%), mas houve pouca alteracio na atividade metabdlica
(0,46-50,77%). Em contraste, nos ensaios de inibi¢do, houve redugdo de biomassa (5,3-100%)
e atividade metabolica (11,9-81,1%) para a maioria das concentracdes testadas. A erradicagao
de biofilmes analisada por Microscopia Eletronica de Varredura mostrou a redugao da comple-
xidade dos biofilmes formados apds o tratamento. O ensaio de citotoxicidade em fibroblastos
animais mostrou que as concentracdes de 69,06 mg/L, 138,125 mg/L € 276,25 mg/L sdo toxicas,
mas a viabilidade celular aumenta nas concentragdes mais altas testadas. Os resultados mostra-
ram o efeito inibitdrio do extrato de propolis verde sobre as cepas clinicas de 7. asahii, consi-
derados importantes para apoiar estudos de seu uso como potencial alvo terapéutico ou adju-
vante para o tratamento das infec¢des flingicas.

Palavras-chave: Antifiingicos, Produtos naturais, viruléncia



ABSTRACT

The yeast Trichosporon asahii is part of the human microbiota, mainly causing superficial in-
fections. However, in the last decade, it has been responsible for disseminated infections in
immunocompromised patients, in addition to exhibiting reduced susceptibility to most antifun-
gals used in routine therapy. Considering the challenges of clinical practice in managing fungal
infections and the increasing resistance to clinical antifungals, natural products have been ex-
plored as alternative therapies. Thus, the present study aimed to determine the in vitro antifun-
gal activity (minimum inhibitory concentration - MIC and minimum fungicidal concentration -
MFC) of the ethanolic extract of green propolis and four commercial antifungal agents on
planktonic cells of clinical isolates of 7. asahii; to evaluate the interaction between the extracts
with the best antifungal activity in vitro and the antifungals amphotericin B and fluconazole; to
evaluate the anti-biofilm capacity (inhibition and removal) of the green propolis extract against
T. asahii isolates; to assess the ultrastructure of biofilms treated with propolis; and to evaluate
the cytotoxicity of different concentrations of the green propolis extract on animal cells. Ten
clinical strains of 7. asahii maintained in a microbiological collection were studied, along with
alcoholic green propolis extract at 11.05% (m/v) and the antifungals amphotericin B, caspofun-
gin, fluconazole, and voriconazole. In vitro antimicrobial assays were performed based on EU-
CAST guidelines to determine the MIC and MFC. For amphotericin B, caspofungin, and
voriconazole, concentrations of 0.03-16 mg/L were tested, for fluconazole 0.25-128 mg/L, and
for propolis 2.15-1105 mg/L. MIC values ranged from 0.5 mg/L to 4 mg/L for amphotericin B,
4 mg/L to >16 mg/L for caspofungin, 0.5 mg/L to 4 mg/L for fluconazole, and 0.06 mg/L to 0.5
mg/L for voriconazole. The MFC for amphotericin B ranged from 2 to 4 mg/L, >16 mg/L for
caspofungin, 2 to 8 mg/L for fluconazole, and 0.5 to 2 mg/L for voriconazole. For propolis,
MIC and MFC values ranged from 276.25 to 552.2 mg/L. When combining amphotericin B
and fluconazole with propolis extract, an antagonistic effect was observed for both drugs. Bio-
film formation assays showed that all tested strains were capable of producing biofilms. Treat-
ment with the propolis extract was performed at concentrations of 100% MIC, 75% MIC, 50%
MIC, 25% MIC, and 20% MIC and was applied to analyze biofilm eradication and inhibition.
In eradication assays, biomass reduction was observed at all tested concentrations (1.6-99%),
but there was little change in metabolic activity (0.46-50.77%). In contrast, in inhibition assays,
biomass reduction (5.3-100%) and metabolic activity reduction (11.9-81.1%) were observed
for most tested concentrations. Biofilm eradication analyzed by Scanning Electron Microscopy
revealed a reduction in the complexity of biofilms formed after treatment. Cytotoxicity assays
in animal fibroblasts showed that concentrations of 69.06 mg/L, 138.125 mg/L, and 276.25
mg/L were toxic, but cell viability increased at higher concentrations tested. The results showed
the inhibitory effect of the green propolis extract on clinical strains of 7. asahii, considered
important to support studies of its use as a potential therapeutic target or adjuvant for the treat-
ment of fungal infections.

Key words: antifungal, natural products, virulence
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1 INTRODUCAO

1.1. Infeccoes fliingicas e o cenario global

Os fungos sao organismos ubiquos com um amplo espectro de acdes ecoldgicas, podendo
ser decompositores, simbiontes, parasitas e patégenos (Shapiro; Robbins; Cowen, 2011). A
diversidade de fungos atualmente est4 estimada em 2,2 a 3,8 milhdes de espécies, estando 120
mil delas ja descritas e apenas em torno de 100 espécies sdo capazes de causar doengas em
humanos, caracterizando-se como patdgenos (Antonelli et al., 2023). As infecgdes superficiais,
de pele e unhas, sdo as mais comuns e podem afetar anualmente quase 2 bilhdes de individuos
pelo mundo, no entanto, as formas invasivas sdo mais graves (Munzen; Goncalves Garcia;
Martinez, 2023).

Nos tltimos anos, as infec¢des fungicas invasivas t€m emergido como uma preocupacao
significativa para a saude publica global. Estima-se que aproximadamente 6,5 milhdes de
pessoas sejam afetadas anualmente por essas condi¢des, incluindo aspergilose pulmonar
cronica, candidiase invasiva e outras infec¢des fungicas severas. A gravidade dessa situagdo ¢
evidenciada pela alta taxa de mortalidade associada a essas infec¢des, que varia entre 3 ¢ 8
milhdes de dbitos anuais. Observa-se que cerca de 68% dessa mortalidade pode ser atribuida a
casos ndo diagnosticados e, portanto, ndo tratados, destacando a necessidade urgente de
melhorias na detec¢do € no manejo dessas doengas (Denning, 2024).

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) reconheceu a crescente preocupacdo com as
infecgdes fungicas e, em 2022, publicou a Fungal Priority Pathogen List (FPPL) ou Lista de
Patdgenos Fungicos Prioritarios, em traducao livre, a primeira lista global sobre patégenos
flngicos que surgiu apos uma versao para bactérias, divulgada alguns anos antes. Essa lista
categoriza 19 grupos de fungos em trés niveis de prioridade — critica, alta e média — com o
objetivo de orientar os esforcos de pesquisa e desenvolvimento. A metodologia da OMS
baseou-se em uma analise de decisdo multicritério, levando em consideragao fatores como
mortalidade, incidéncia anual, e principalmente a resisténcia antifungica (WHO, 2022).
Contudo, alguns especialistas apontam que a lista da OMS pode nao abordar todas as entidades
fingicas de forma adequada e sugerem ajustes com base em critérios adicionais, como a
tendéncia nos ultimos 10 anos, o acesso a diagndsticos e tratamentos e a necessidade de uma
abordagem regionalizada considerando a distribui¢ao global, uma vez que a carga de doenca
fingica varia significativamente entre diferentes regides (Casalini; Giacomelli; Antinori, 2024).

Além disso, uma pesquisa recente aponta que as mudangas climdticas podem estar

desempenhando um papel crucial na adaptacio e expansdo dos fungos patogénicos, indicando
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