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RESUMO

Os dermatofitos sdo fungos que possuem a habilidade de degradar a queratina e por
iISso sédo causadores de micoses superficiais em homens e animais. Pertencem aos
géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. As espécies que geralmente
causam dermatofitose em cédes e gatos sao M. canis, M. gypseum e T.
mentagrophytes, contudo M. canis é a espécie mais frequentemente isolada. Os
dermatofitos produzem diversas enzimas que S80 essenciais para 0 processo
infeccioso, tais como proteases, lipases, fosfolipases, entre outras. Para o
tratamento da dermatofitose em cées e gatos séo utilizados medicamentos de uso
tdpico e sistémico, no entanto, a terapia nem sempre é eficiente o que estimula o
crescimento de estirpes resistentes e a continuidade do processo infeccioso. A
prépolis vermelha, sendo um produto natural com inimeras propriedades bioldgicas,
surge como possivel alternativa terapéutica no tratamento de dermatofitoses em
cdes e gatos. O objetivo deste trabalho foi isolar dermatéfitos de cées e gatos,
avaliar o perfil enzimético destes dermatdfitos e a susceptibilidade destes isolados a
prépolis vermelha do Brasil isolada e combinada com terbinafina e itraconazol. A
coleta das amostras (pelos e escamas epidérmicas) foi realizada no Hospital
Veterinario Harmonia e no Hospital Veterinario da UFRPE. O perfil enzimatico foi
avaliado qualitativamente para a atividade de urease, protease, lipase, fosfolipase e
colagenase utilizando-se meios sélidos com diferentes substratos especificos para
cada enzima. A atividade antifingica da propolis vermelha e dos antifingicos
comerciais itraconazol e terbinafina foi realizada conforme o documento M38-A
(CLSI, 2002). A frequéncia de dermatéfitos foi 7,55%. A espécie mais isolada foi M.
canis (87,5%), seguida de M. gypseum (12,5%). Todos os dermatdfitos foram
positivos nos testes de urease, lipase, fosfolipase e colagenase. A prépolis vermelha
apresentou atividade fungistatica entre 62,5-125 ug.ml™ e atividade fungicida entre
62,5-250 pg.ml™. No entanto, ndo apresentou efeitos na morfologia de hifas dos
dermatofitos. A combinacéo da prépolis vermelha com terbinafina foi indiferente para
a maioria dos isolados exceto para Microsporum gypseum (31) cujo efeito foi
antagonista. A interacdo com itraconazol apresentou efeito sinérgico para 0s
isolados M. canis (02 e 15), indiferente para M. canis (18) e antagonista aos demais.
A propolis vermelha demonstrou ter potencial antifingico frente aos dermatdfitos
testados. Embora o efeito sinérgico tenha sido observado apenas para dois isolados,
as combinag0des testadas foram relevantes pois houve diminuigdo do valor da CIM
dos antifingicos para a maioria dos isolados. A propolis vermelha € uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de
dermatofitoses em cées e gatos.

Palavras-chaves: dermatofitose, perfil enzimético, Microsporum canis, M. gypseum,
prépolis, atividade antifungica.



ABSTRACT

Dermatophytes are fungi that have the ability to degrade keratin and are therefore
causing superficial mycoses in man and animals. Belong to the genera Microsporum,
Trichophyton and Epidermophyton. Species that commonly cause ringworm in dogs
and cats are M. canis, M. gypseum and T. mentagrophytes, M. canis is however the
most frequently isolated species. Dermatophytes produce various enzymes that are
essential for the infective process, such as proteases, lipases, phospholipases,
among others. For the treatment of dermatophytosis in dogs and cats drugs topical
and systemic use are used, however, is not always effective therapy which stimulates
the growth of resistant strains and the continuity of the infectious process. The
propolis, being a natural product with numerous biological properties, emerges as a
possible therapeutic alternative in the treatment of dermatophytosis in dogs and cats.
The aim of this work was to isolate dermatophytes from cats and dogs to evaluate
the enzymatic profile of these dermatophytes and the susceptibility of these isolates
propolis from Brazil isolation and in combination with terbinafine and itraconazole.
The sample collection (and by epidermal scales) was held at Harmony Veterinary
Hospital and the Veterinary Hospital of UFRPE. The enzymatic profile was
qualitatively evaluated for the activity of urease, protease, lipase, phospholipase and
collagenase using solids with different specific substrates for each enzyme means.
The antifungal activity of propolis and commercial antifungal agents itraconazole and
terbinafine was performed according to the document M38-A (CLSI, 2002). The
frequency of dermatophytes was 7.55%. The most species was isolated M. canis
(87.5%), followed by M. gypseum (12.5%). All dermatophytes were positive in tests
for urease, lipase, phospholipase and collagenase. The propolis showed fungistatic
activity between 62.5 to 125 ug.ml-1 and fungicidal activity between 62.5 to 250
pMg.ml-1. However, had no effect on the morphology of hyphae of dermatophytes. The
combination of propolis with terbinafine was indifferent to most isolates except for
Microsporum gypseum (31) whose effect was antagonistic. The interaction with
itraconazole showed synergistic effect for M. canis isolates (02 and 15), indifferent to
M. canis (18) and antagonistic to the other. The propolis has demonstrated potential
antifungal activity against the tested dermatophytes. Although the synergistic effect
was observed only for two isolates tested combinations were relevant because there
was a decrease in the value of MIC of antifungals for most isolates. The propolis is a
promising alternative for the development of new drugs for the treatment of
dermatophytosis in dogs and cats.

Keywords: dermatophytosis, enzymatic profile, Microsporum canis, M. gypseum,
propolis, antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

Os dermatdfitos sdo fungos especializados que podem degradar e utilizar a
queratina (BRASCH, 2010). Pertencem aos géneros Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton e sdo capazes de causar infeccbes na pele, pelos e unhas
denominadas dermatofitoses (SIQUEIRA et al., 2009).

Os agentes etioldgicos mais frequentemente isolados de animais domésticos
com dermatofitoses sao Microsporum canis, M. gypseum e Trichophyton
mentagrophytes. Estas micoses sdo altamente contagiosas e zoonoticas sendo
transmitidas por contato direto com lesfes e indireto através de fomites
contaminados (BRILHANTE et al., 2003; CABANES et al., 1997; CABANES, 2000;
SEKER; DOGAN, 2011).

As infeccbes produzidas por dermatofitos sdo geralmente superficiais e
afetam fundamentalmente o estrato corneo da pele e anexos, assim como a
superficie das mucosas (DIEGO, 2011). Estas infec¢cdes sao caracterizadas
principalmente por alopecias multifocais e escamacdes (SEKER; DOGAN, 2011). O
processo infeccioso comeca pela aderéncia de propagulos fungicos, seguida da
formacdo de hifas que podem se espalhar dentro do tecido através da liberacéo
enzimas fangicas que permitir-lhes degradar e utilizar queratina e outras proteinas,
bem como lipideos e DNA como fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre
(BRASCH, 2010).

A secrecdo de uma ampla variedade de enzimas pelos dermatofitos, como
proteases, lipases, colagenases e fosfatases, € um dos fatores mais importantes
durante o processo infeccioso, pois possibilitam que esses patdgenos se tornem
invasivos. Dentre essa ampla variedade de enzimas secretadas pelos dermatéfitos,
as enzimas proteoliticas sdo as mais estudadas e a importancia das proteases

gueratinoliticas para a patogenicidade esta bem estabelecida (PERES, 2010).

O tratamento da dermatofitose em caes e gatos pode ser realizado por
agentes antifungicos de uso tépico e também por antifUngicos sistémicos.
Entretanto, o uso inadequado desses medicamentos pode falhar na eliminacdo do
fungo ocasionando o crescimento das estirpes resistente (MARTINEZ-ROSSI et al.,
2008; MORIELLO, 2004).
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Alternativas naturais tém sido investigadas quanto a atividade biolégica contra
espécies de fungos dermatofitos (CAVALEIRO et al., 2011). Em particular, a propolis
mostra potencial devido as suas propriedades terapéuticas e possiveis aplicacbes
na industria farmacéutica. Uma gama de atividades bioldgicas tém sido atribuidas a
propolis, incluindo propriedades antifungica, antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria,
antiulcerativa, antitumoral, antioxidante, anestésica local, hepatoprotetora,
imunoestimulatoria, cicatrizante, entre outras (BANSKOTA et al.,1998; KOC et al.,
2005; POSSAMAI et al., 2013).

A atividade antifingica in vitro da propolis foi verificada em relacdo as
espécies de Candida (DOTA et al., 2011; OTA et al., 2001; POSSAMAI et al., 2013;
SAWAYA et al., 2002), amostras de Cryptococcus neoformans (FERNANDES et al.,
2007), frente a Malassezia pachydermatis (CARDOSO et al., 2010) e leveduras
causadoras de onicomicoses (LONGHINI et al., 2007), como também no
crescimento de trés espécies de dermatdfitos: Epidermophyton floccosum,

Trichophyton tonsurans e T. violaceum (GAVANJI et al., 2011).

A propolis vermelha do Brasil foi encontrada nos estados da Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, onde abelhas Apis mellifera foram
observadas coletando material resinoso de caules de Dalbergia ecastophyllum
(rabo-de-bugio). Ja foi demonstrada atividade antimicrobiana in vitro da prépolis
vermelha do Brasil, em relagdo ao Staphylococcus aureus (DAUGSCH et al., 2007) e
frente a espécies de Trichophyton (SIQUEIRA et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi isolar dermatodfitos de cées e gatos, avaliar o
perfil enzimatico, a atividade antifingica do extrato alcoolico da prépolis vermelha
brasileira e o efeito combinado com os antifungicos terbinafina e itraconazol frente

as amostras de dermatofitos isoladas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Dermatoéfitos

Os dermatdfitos sédo fungos filamentosos, hialinos, septados, algumas vezes
artrosporados (SIDRIM et al., 2004) que possuem duas propriedades importantes:
sdo queratinoliticos e queratinofilicos (CHERMETTE et al., 2008). Isto significa que

eles em seu estado saprobionte podem digerir a queratina in vitro, utilizando-a como
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substrato, e também, invadir e colonizar os tecidos queratinizados de homens,
outros animais domeésticos e silvestres, causando, atravées de um
processoinfeccioso, uma micose superficial altamente contagiosa denominada
dermatofitose (SIMPANYA, 2000).

Os dermatdfitos podem ser classificados como imperfeitos ou anamorficos
(reproducdo assexuada) e perfeitos ou teleomérficos (reproducdo sexuada). Os
anamorficos (géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton, totalizam
aproximadamente 40 espécies) pertencem aos Hyphomycetes; e os teleomorficos
sao classificados no género Arthroderma que pertence ao filo Ascomycota (DIEGO,
2011).

A identificacdo € realizada segundo os critérios morfologicos (macro e
microscopicos), bem como por varias propriedades fisiolégicas. Sdo avaliadas
caracteristicas como: a forma e textura da cultura em meio soélido, a cor, a difuséo de
pigmentos em &agar e a morfologia de esporos e hifas (NEJI, 2010). Além dos
métodos convencionais podem ser utilizados métodos moleculares baseados na
amplificacdo de acidos nucléicos que oferecem resultados rapidos e confiaveis na
identificacdo de dermatdfitos (BIYIK et al., 2013).

O género Epidermophyton, descrito por Sabouraud em 1907, contém apenas
duas espécies, contudo apenas E. floccosum é o patdégeno humano. Possui apenas
macroaleurias na forma de clava, septados por septos finos e superficie lisa, que
podem ser observados agrupados lembrando uma ‘raquete” e ndo possui
microaleurias. As colbnias podem ser aveludadas, pulverulentas e de coloracao
branca com reverso claro (DIEGO, 2011; REBBEL; TAPLIN, 1979; SIDRIM et al.,
2004; ZAITS, 2010). A figura 1 mostra a morfologia macro e microscépica da espécie

E. floccosum.
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Figura 1 — Epidermophyton floccosum. (A) Cultura — filamentosa branca com reverso
claro. (B) Microcultivo — apenas macroaleurias em forma de “raquete”.

Fonte: Zaits (2010).

O género Microsporum, descrito por David Gruby em 1843, possui 20
espécies e sua morfologia microscépica caracteriza-se pela presenca de esporos
denominados macroaleurias, geralmente septados e na forma fusiforme, e estruturas
menores e claviformes chamadas de microaleurias, ambos encontrados ao longo
das hifas. Macroscopicamente, as espécies de Microsporum podem apresentar
colénias algodonosas, terrosas, pulverulentas e produzem pigmentos amarelos-
laranja (DIEGO, 2011; REBBEL; TAPLIN, 1979; SIDRIM et al., 2004; ZAITS, 2010).
A morfologia macro e microscopica das espécies M. canis e M. gypseum estao

representadas nas figuras 2 e 3, respectivamente.

Figura 2 - Microsporum canis. (A) Cultura — filamentosa branca com reverso amarelo
gema de ovo. (B) Microcultivo — macroaleuria fusiforme, afilado nas pontas, com mais de
seis septos, parede celular espessa.

Fonte: Zaits (2010).
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Figura 3 — Microsporum gypseum. (A) Cultura — pulverulenta cor de canela. (B)
Microcultivo — macroaleurias elipsoides com quatro a seis septos, parede celular delgada.

Fonte: Zaits (2010).

Descrito por Malmsten em 1845, o género Trichophyton possui cerca de 30
espécies e apresenta inimeras microaleurias de forma arredondada ou claviforme e
dispostos nas hifas de maneira peculiar, associados a poucas macroaleurias e hifas
espiraladas. A macroscopia deste género é bastante variavel, de modo que as
colonias podem ser algodonosas, pulverulentas, cerebriforme, aveludadas e etc. O
reverso pode apresentar pigmentacdo avermelhada ou marrom (DIEGO, 2011;
REBBEL; TAPLIN, 1979; SIDRIM et al.,, 2004; ZAITS, 2010). As caracteristicas
macro e microscopica da espécie T. mentagrophytes podem ser visualizadas na

Figura 4.

Figura 4 — Trichophyton mentagrophytes. (A) Cultura — pulverulenta branca. (B)
Microcultivo — microaleurias abundantes e

presenca de hifas em espiral.

Fonte: Zaits (21'0).'
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De acordo com o habitat natural, os dermatéfitos podem ser classificados
como zoofilicos, espécies que estdo adaptadas a hospedeiros animais, mas
ocasionalmente infectam seres humanos ou outras espécies animais em contato
com o animal doente; geofilicos os que utilizam a queratina de detritos encontrados
no solo e por vezes afetam homens e animais; e o0s antropofilicos que mantém
estreita relagdo com humanos, raramente transmitidos para outros animais (BOND,
2010).

O contagio pode ser feito por contato direto com seres humanos, animais e
solo contaminado ou através do contato indireto por exposicdo a fomites
contaminados (ZAITZ, 2010). O processo infeccioso da dermatofitose inicia-se pela
aderéncia do patégeno através da germinacao do artrosporo e penetracao da hifa no
estrato corneo. A interacdo inicial deste com o estrato cérneo ocorre apés 3 a 4
horas de contato (PERES et al., 2010). Apoés este periodo, os dermatéfitos precisam
obter nutrientes para seu desenvolvimento e sobrevivéncia, através da degradacao
de macromoléculas presentes no tecido hospedeiro como fontes de carbono,
nitrogénio, fésforo e enxofre. A quebra das macromoléculas € feita por enzimas
hidroliticas como proteases, lipases, fosfolipases, colagenases, elastases e
esterases. Essa variedade enzimatica € um dos fatores mais importantes durante o
processo infeccioso e pode definir a viruléncia dos dermatofitos (PEREZ et al.,
2010). O perfil enzimético pode variar de acordo com a espécie de dermatdfito e
provavelmente esta relacionado ao aspecto ecologico (antropofilico, zoofilico e
geofilico) devido a adequacédo nutricional envolvida no processo evolutivo (do solo
para o homem e outros animais) (MUHSIN; SALIH, 2000).

2.2 Dermatofitoses em cées e gatos

Os animais podem ser infectados por uma grande variedade de dermatéfitos,
principalmente por espécies zoofilicas, mas também geofilicas, e excepcionalmente
por dermatéfitos antropofilicos (CHERMETTE et al., 2008). Por manterem contato
direto com o homem, principalmente criancas, 0s animais domeésticos, em especial
cées e gatos, desempenham um papel importante na disseminacédo dos dermatofitos
por se tratarem de uma fonte primaria e direta de infeccdo (BETANCOURT et al.,
2009). A transmissdo pode ocorrer por contato direto do esporo com o hospedeiro
susceptivel (MORIELLO, 2004) e pode ser facilitada pela existéncia de ferimentos.
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Cerca de 30 espécies de dermatofitos podem causar infeccdes em mamiferos
e aves, contudo apenas poucas espécies sao rotineiramente isoladas (BOND, 2010).
Estudos epidemioldgicos relativos a ocorréncia de dermatéfitos em cées e gatos tém
sido reportados por diversos autores (COELHO et al., 2008; LOPEZ et al., 2012;
PRADO et al.,, 2008; SEKER; DOGAN, 2011) com taxas de isolamento entre 13-
20%. Segundo Cabarfies (2000) os percentuais de isolados destes fungos variam
entre 4 e 20%. As espécies comumente isoladas de cdes e gatos sdo: Microsporum
canis, Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes, sendo M. canis a
espécie mais frequentemente isolada (COELHO et al., 2008; LOPEZ et al., 2012),
pois esta espécie possui boa adaptacdo a pele e pelos de caes e gatos parasitando
até mesmo animais assintomaticos (BETANCOURT et al., 2009; LOPEZ et al.,
2012).

A doenga ocorre mais comumente em animais jovens, velhos e
imunodeprimidos (MORIELLO, 2004). Seker e Dogan (2011), num trabalho de
isolamento de dermatdfitos de cdes e gatos com suspeita de dermatofitose no oeste
da Turquia, relataram que o Unico fator de risco significativamente associado a
infeccéo foi a idade, mostrando uma prevaléncia de dermatofitose no grupo de cées
e gatos com menos de um ano de idade. Contudo, Lépez et al. (2012) trabalharam
com amostras de gatos e ndo encontrou diferencas significativas em relacdo as
categorias estudadas (idade, sexo, raca e procedéncia).

A dermatofitose em cées e gatos € primariamente uma doenca folicular e os
sinais clinicos sao reflexos de danos no foliculo piloso e consequente inflamacao.
Estes sinais sdo muito variaveis, com diferentes combinac¢des de prurido, perda de
pelos, descamacéo, formacdo de crostas (MORIELLO, 2004). A sua apresentacao
geral é alopecia regular e circular, com margem eritematosa e fina descamacao,
podendo apresentar-se como lesdo Unica ou mudltiplas lesbes localizadas em
qualquer parte do corpo do animal, embora a cabeca e membros sejam as partes
mais afetadas; o prurido é geralmente ausente (CHERMETTE et al., 2008). Os gatos
também podem desenvolver lesBes granulomatosas (kerions, micetomas,
pseudomicetomas) dos tecidos da pele e subcutaneos (MORIELLO, 2004).

O diagnostico da dermatofitose em pequenos animais ndo deve ser realizado
apenas com base nos sinais clinicos, pois se corre o risco de diagnosticar como
dermatofitose outras enfermidades dérmicas com caracteristicas clinicas

semelhantes, diagnosticando-se um falso-positivo (BETANCOURT et al., 2009). Por
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isso, o0 diagnostico pode ser feito por exames complementares: exame com
Lampada de Wood; exame direto através da visualizagdo microscopica dos pelos;
crescimento do fungo em cultura e exames histopatolégicos (MORIELLO, 2001).

A técnica da Lampada de Wood e o exame direto sdo testes rapidos e
baratos, contudo, ndo séo conclusivos, pois apenas pelos infectados com M. canis
emitem fluorescéncia esverdeada, e para realizacdo do exame direto é primordial a
experiéncia do manipulador da amostra na visualizac&o e interpretacdo do resultado.
A cultura micolégica continua sendo o método mais confiavel, pois permite o
isolamento e a identificacdo do patégeno. O exame histolégico pode ser util no caso
de apresentacdes clinicas ndo usuais (CHERMETTE et al., 2008).

2.2.1 Antifungicos utilizados para tratamentos de dermatofitoses em
cées e gatos

A resposta imune do hospedeiro pode ser suficiente para controlar a
propagacdo das lesdes causadas por dermatoéfitos, pois a dermatofitose é
considerada como doenga auto-limitante em animais imunocompetentes. No
entanto, o tratamento da dermatofitose € recomendado a fim de encurtar o curso da
infeccdo e reduzir a disseminacdo de artrésporos que servirdo como fonte de
contaminag¢do para o homem, outros animais e ao ambiente (CHERMETTE et al.,
2008).

O protocolo de tratamento ideal para cdes ou gatos com dermatofitose
envolve uma combinacdo de corte de pelos, terapia topica e terapia sistémica
concomitante, como também descontaminagdo ambiental (MORIELLO, 2004). O
corte dos pelos pode ser util, desde que seja realizado em um ambiente adequado,
posteriormente higienizado, e o0s pelos removidos destruidos para evitar a
contaminagcdo do ambiente. Se as lesdes forem generalizadas, o corte deve ser
realizado em uma area limitada para evitar o agravamento das lesées (CARLOTTI,
2008). Antifungicos de uso tépico sao indicados em casos de lesGes pequenas e
localizadas, enquanto que os sistémicos séo utilizados no tratamento de lesdes
extensas e disseminadas (FEEDBERG et al.,2003; KARACA;KOC, 2004). A
desinfeccdo ambiental e a separacdo de animais infectados de animais néo

infectados também sdo necessarias (CHERMETTE et al., 2008). O ponto final de
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7

tratamento é considerado apdés duas ou trés culturas micolégicas negativas
consecutivas (MORIELLO, 2004).

Os agentes antifungicos mais eficazes utilizados na terapia tépica séo a calda
sulfocélcica, o enilconazol, 0 miconazol sozinho e em combinacdo com clorexidina,
com duas aplicagbes por semana. Na terapia sistémica sdo recomendados como
eficazes: griseofulvina, itraconazol e terbinafina. Devido aos efeitos colaterais, a
griseofulvina vem sendo substituida pelo itraconazol e a terbinafina (MORIELLO,
2004).

A griseofulvina é um antifingico com funcéo fungistatica sobre dermatofitos
que age inibindo a sintese do &cido nucleico e a metafase da mitose celular, através
da interferéncia na funcdo dos microtubulos, destruindo o fuso mitético necessario
para a divisdo celular (HECTOR, 2005; MORIELLO, 2004). Os efeitos colaterais
podem ser perturbacbes gastrointestinais e alteracdes teratogénicas, ndo sendo
indicada para animais em reproducdo (NOBRE et al., 2002).

O itraconazol é derivado do triazol que tem funcdo na alteracdo da
permeabilidade da membrana celular do fungo, através da inibicdo da sintese do
ergosterol. Possui acdo fungistatica e fungicida. (MORIELLO, 2004). Efeitos
colaterais gastrointestinais podem ser observados na terapia com itraconazol
(KELLER, 2011).

A terbinafina € um antifungico quimico, do grupo das alilaminas, que inibe a
acdo da esqualeno epoxidase, enzima importante no processo de formacdo do
ergosterol na membrana fungica, causando a morte celular. Apresenta acao
fungicida em dermatdfitos (MORIELLO, 2004). Balda et al. (2007) avaliaram a
possibilidade de adotar a terbinafina como alternativa no tratamento de cées e gatos
com dermatofitose e concluiram que a terbinafina é uma droga eficaz e
relativamente segura quando utilizada na dose de 5mg/kg, pois a mesma nhao
apresentou qualquer manifestacdo sintomatica. A dose de 20mg/kg desencadeou
guadro gastroentérico em dois animais (um cdo e um gato) num grupo de 12
animais.

Além dos efeitos colaterais causados em cdes e gatos pela acdo dos
antifingicos quimicos, existe a possibilidade de resisténcia dos dermatoéfitos aos
antifingicos convencionalmente utilizados. A resisténcia clinica de micro-organismos
é definida como a persisténcia ou a progressdo de uma infecgcdo, apesar da terapia

antimicrobiana apropriada e pode esta correlacionada com o uso inapropriado do
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antifangico, pois muitas vezes o tratamento € abandonado ainda em curso. O uso
inadequado dos antifingicos pode falhar na eliminacdo do agente causador da
doenca, estimulando o crescimento das estirpes mais resistentes, dificultando o
tratamento das infecgdes fungicas (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008).

Os mecanismos de resisténcia dos dermatdéfitos aos antifingicos envolvem
modificadores de enzimas alvo, superexpressdo de transportadores ABC (ATP
binding cassette) e proteinas relacionadas ao estresse celular, causado pela droga
antifingica, que permite a superacdo dos efeitos toxicos e a sobrevivéncia do fungo
(PERES et al., 2010). Os efeitos adversos causados pelas drogas nos animais e o
desenvolvimento da resisténcia dos dermatéfitos aos agentes inibidores motivam a
busca e o desenvolvimento de novos medicamentos. Os produtos naturais, como a
prépolis, estdo sendo estudados como alternativa de controle para a dermatofitose
(AGUERO et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2009).

2.3 Proépolis
2.3.1 Caracteristicas

A palavra propolis vem do grego pro- (em defesa) e polis- (cidade ou
comunidade), o que significa “em defesa da cidade ou comunidade” (PEREIRA et
al., 2002). E utilizada pelas abelhas da colmeia contra a proliferacdo de
microrganismos, como fungos e bactérias além de possiveis invasores, garantindo a
higiene sanitaria e a sobrevivéncia na colmeia (SILVA et al., 2006). A importancia da
propolis para o homem abrange diversas areas: na medicina veterindria (cicatrizagédo
de feridas, cortes pds-operatérios, combate a hemorragias, tratamento de mastites),
na agricultura como tratamento alternativo de doencas de plantas, na industria de
cosmeéticos (shampoos, sabonetes, cremes de beleza e creme dental) além da
industria alimenticia (chicletes, bombons, pastilhas) (COSTA;OLIVEIRA, 2005).

A propolis é uma substancia complexa formada por material resinoso e
balsamico coletado pelas abelhas a partir de diversas partes jovens das plantas
como ramos, flores, polen, brotos e também exudados de arvores, adicionado de
enzimas e secrecdes salivares das abelhas (PEREIRA et al., 2002). A coloragéo da
prépolis é bastante variavel e depende de sua procedéncia, ou seja, da sua origem
botanica, podendo se apresentar nas tonalidades marrom escuro, esverdeada e

marrom avermelhada (LUSTOSA et al., 2008). O sabor é de suave balsamico a forte,
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amargo e picante e a consisténcia variando de maleavel a ligeiramente rigida, a
temperatura ambiente, e rigida em temperaturas abaixo de 20°C (PINTO et al.,
2001).

O uso da propolis ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e
egipcios. Trata-se de um dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos
pela humanidade. Foi utilizada no Egito antigo como um dos materiais para
embalsamar os mortos. Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, e também
na segunda guerra mundial, foi bastante utilizada devido as suas propriedades
cicatrizantes (PEREIRA et al., 2002).

2.3.2 Composicdo quimica

A prépolis € composta basicamente de cerca de 50% de resinas vegetais,
30% de cera de abelhas, 10% de 6leos esséncias, 5% de polen e 5 % de detritos de
madeira e terra; sdo conhecidos mais de 200 compostos que incluem flavonoides
(galangina, quercetina, pinocembrina e canferol), acidos aromaticos e ésteres,
aldeidos, cetonas, terpendides e fenilpropandides (acidos caféico e clorogénico),
esterdides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos, proteinas,
vitaminas B1, B2, B6, C, E, além de diversos minerais (BANKOVA et al., 2000;
LUSTOSA et al., 2008; MENEZES, 2005; WIESE, 2005).

A composicdo quimica da prépolis é considerada similar a dos exudados de
brotos das plantas visitadas pelas abelhas, portanto determinada pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colmeia (SILVA et al., 2005;
MENEZES, 2005).

Na Europa e América do Norte, a principal fonte botanica para elaboracao da
propolis é o botdo do alamo Populus sp., na América do Sul, esta espécie ndo é
nativa, existindo uma grande diversidade vegetal para retirada da resina, contudo, a
espécie P. alba foi comprovada, segundo perfis fitoquimicos comparativos, ser a
origem botéanica de propolis originarias do sul do Brasil, da Argentina e do Uruguai.
Mesmo nao sendo nativa dos trépicos, esta espécie vegetal pode existir em regides
com clima ameno, despertando a preferéncia das abelhas em retirarem resinas
deste vegetal para elaboracéo da préopolis (PARK et al., 2002).

No Brasil, poucas espécies sao identificadas como fontes para a elaboracéo

da propolis, sendo o assa-peixe (Vernonia polyanthes Less.), a aroeira (Schinus
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terebinthifolius Raddi), o alecrim (Baccharis dracunculifolia), o eucalipto (Eucaliptus
spp.) e o rabo-de-bugio (Dalbergia ecastophyllum) algumas das espécies vegetais
utilizadas pelas abelhas como fonte de matéria-prima (PARK et al., 2000). Levando-
se em consideracdo essa variabilidade de ecossistemas, Park et al. (2000)
classificaram amostras de propolis coletadas de todas as regies do Brasil (com
excecao da regido norte) através de métodos fisico-quimicos e analisaram algumas
propriedades biolégicas. As amostras foram analisadas: quanto a aparéncia e
coloracdo dos extratos; e classificadas em 12 grupos de prépolis (Tabela 1). Os
autores sugeriram que a maior diversidade de prépolis, nas regides sul e nordeste,

reflete a variabilidade da flora destas regides.

Tabela 1 — Classificacdo das propolis brasileiras

Grupos Origem Cor
Grupo 01 Regido Sul (RS) Amarelo
Grupo 02 Regido Sul (RS) Castanho claro
Grupo 03 Regido Sul (PR) Castanho escuro
Grupo 04 Regido Sul (PR) Castanho claro
Grupo 05 Regido Sul (PR) Marrom esverdeado
Grupo 06 Regido Nordeste (BA) Marrom avermelhado
Grupo 07 Regido Nordeste (BA) Marrom esverdeado
Grupo 08 Regido Nordeste (PE) Castanho escuro
Grupo 09 Regido Nordeste (PE) Amarelo
Grupo 10 Regidao Nordeste (CE) Amarelo escuro
Grupo 11 Regido Nordeste (PI) Amarelo
Grupo 12 Regido Sudeste (SP) Verde ou marrom esverdeado
Grupo 13* Regido Nordeste (BA, AL, PB) Vermelho

FONTE: PARK et al. (2000); *(DAUGSCH et al., 2007)

A propolis brasileira mais estudada é a de cor verde (Figura 5), a qual possui
aroma suave, textura consistente, sua fonte botanica predominante é o alecrim
(Baccharis dracunculifolia) e é elaborada por abelhas Apis mellifera (LIMA, 2006).
Vérios estudos relataram para propolis verde propriedades como anti-inflamatéria
(MACHADO et al., 2012; REIS et al., 2000), antimutagénica (TAVARES et al., 2006),
antifangica (JORGE et al.,, 2008), imunomodulatéria (MACHADO et al., 2012;

ORSATTI et al., 2010) e antioxidante (ROCHA et al., 2012).
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A propolis vermelha do Brasil foi descoberta ao longo do mar e costas de rios
de estados do nordeste brasileiro (Pernambuco-PE, Paraiba-PB, Alagoas-AL, Bahia-
BA e Sergipe-SE), foi inserida no grupo 13 das propolis brasileiras e vem
despertando o interesse de pesquisadores e da industria farmacéutica para o

desenvolvimento de novos medicamentos (DAUGSCH et al., 2007).

Figura 5 — Abelhas coletando exudados nas folhas de Baccharis dracunculifolia (a) e elaborando
propolis na colmeia (b e c).

Fonte: KUMAZAWA et al. (2003)

2.3.3 Prépolis vermelha brasileira
2.3.3.1 Fonte botanica e composi¢do quimica

A proépolis vermelha foi encontrada em colmeias localizadas ao longo do mar
e costas de rios no nordeste brasileiro. Este novo tipo de propolis foi classificado no

grupo 13 das propolis brasileiras. As abelhas Apis mellifera foram observadas
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coletando o exudado vermelho da superficie de Dalbergia ecastophyllum, conhecida
como rabo-de-bugio (Figura 6) (DAUGSCH et al., 2007).

A analise comparativa da propolis vermelha com as amostras de exudados da
planta mostrou que o perfil cromatografico da préopolis era exatamente o mesmo da
D. ecastophyllum, sendo esta planta considerada a fonte botanica da proépolis
vermelha. Os flavondides identificados tanto na prépolis vermelha quanto em D.
ecastophyllum foram: rutina, liquiritigenina, daidzeina, pinobanksina, quercetina,
luteolina, dalbergina, isoliquiritigenina, formononetina, pinocembrina, pinobanksina-
3-acetato e biochanina A (DAUGSCH et al., 2007). Contudo, este tipo de prépolis,
também, foi identificado em Cuba e na Venezuela onde as origens botanicas foram,
respectivamente, como Clusia nemorosa e C. scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006).

A propolis vermelha possui composi¢cdo quimica distinta da propolis verde e
de outros tipos estudados até entdo; 14 compostos ja foram identificados, entre eles
compostos fendlicos simples, triterpenoides, isoflavonoides, benzofenonas
preniladas e um epdxido de naftoquinona (isolado pela primeira vez a partir de uma
fonte natural) (TRUSHEVA et al., 2006). A partir do fracionamento da propolis
vermelha brasileira, foram isolados dois isoflavonoides bioativos (vestitol e
neovestitol) e uma chalcona (isoliquiritigenina), compostos nunca antes relatados
nos 12 tipos de propolis do Brasil. Os isoflavonoides sdo metabdlitos secundarios de
plantas com multiplas propriedades biolégicas e farmacoldgicas, como antioxidante,
antibacteriana, antiviral e anti-inflamatéria (OLDONI et al., 2011). Silva et al. (2008)
identificaram quercetina, crisina, medicarpin e acido fellrico na propolis vermelha de
Alagoas. A composi¢do quimica da propolis vermelha do Brasil € considerada
semelhante a da propolis vermelha de Cuba, embora alguns compostos tenham sido
observados somente na propolis vermelha brasileira, como as benzofenonas
preniladas (PICCINELLI et al., 2011).
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Figura 6 - Coleta de exudados resinosos avermelhados de Dalbergia ecastophyllum por abelhas
africanizadas Apis mellifera. (A) exudado avermelhado a partir de um buraco em um ramo da arvore.
(B) Abelha coletando os exudados avermelhados. (C) Os exudados recolhidos na perna traseira para

fazer a prépolis.

Fonte: DAUGSCH et al., 2007

2.3.4 Atividades biolégicas

Diversos trabalhos relatam inimeras aplicagbes da prépolis e demonstram o
seu potencial para atividades biolégicas como antimicrobiana (CARDOSO et al.,
2010; CHOUDHARI et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2003; FERNANDEZ JUNIOR
et al., 2006; MARGHITAS et al., 2010; MENDONCA et al., 2011; SILVA et al., 2006),
antibacteriana (ARAUJO;MARCUCCI, 2011; CABRAL et al., 2009; CASTRO et al.,
2007; DIAS;PEREIRA;ESTEVINHO, 2012; MIHAI et al., 2012;), antifungica (DOTA et
al., 2011; FERNANDES et al., 2007; GAVANJI et al., 2011; LONGHINI et al., 2007;
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NGATU et al., 2011; SILICI et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2009; YANG et al., 2011),
antiparasitaria (GRESSLER et al., 2012), antioxidante (CABRAL et al., 2009;
FROZZA et al., 2013), anti-inflamatéria e imunomodulatéria (MACHADO et al., 2012;
SILVA et al., 2012) entre outras.

O potencial biologico pode ser relacionado ao sinergismo que ocorre entre 0s
muitos constituintes da propolis (MARCUCCI et al, 1996). Os flavonoides,
juntamente com alguns acidos fendlicos e seus ésteres, aldeidos fendlicos, alcodis e
cetonas, tém sido relatados como os responsaveis pelos efeitos terapéuticos da
propolis (PARK et al., 2005).

POPOVA et al. (2009) isolaram terpenos, diterpenos e triterpenos da propolis
de Creta e constataram a atividade antifangica destes compostos frente as
leveduras Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC 13801) e
Candida glabrata (ATCC 28838). O acido caféico, presente no extrato de propolis,
além da atividade antimicrobiana apresenta atividade antiprotozoal (KARTAL et al.,
2003). GRESSLER et al. (2012) consideraram o acido caféico o responsavel pela
atividade tripanocida do extrato de propolis quando avaliada frente a Trypanosoma
evansi.

Dentre as atividades atribuidas a prépolis, a antimicrobiana é a mais
estudada, com maior destaque para a antibacteriana, contudo, a antifingica também
tem despertado interesse devido a importancia médica das infeccfes fungicas. Os
flavonoides, acidos fendlicos e flavonas tais como a galangina e a quercetina séo os
responsaveis pela atividade antifingica. A acdo da quercetina tem sido atribuida a
inibicdo da sintese proteica, sintese de DNA, da fungdo da membrana plasmatica do
fungo e também na producéo de toxina (BURDOCK, 1998).

A atividade antifungica da prépolis foi relatada frente a dermatdfitos. Aglero
et al. (2011) observaram o efeito antifungico da propolis da Argentina frente a
Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum e T. mentagrophytes. Gavanji et al.
(2011) avaliaram o efeito do extrato alcodlico da prépolis no crescimento das
espécies Epidermophyton floccosum, Trichophyton tonsurans e T. violaceum.

Da mesma forma, trabalhos de atividade antifingica para outros fungos nao
dermatofitos séo citados pela literatura. LONGHINI et al. (2007) relataram atividade
da proépolis frente as leveduras causadoras de onicomicoses. Cardoso et al. (2010)
avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro do extrato de propolis frente a

Malassezia pachydermatis, isolados de caes com otites. Assim como, DOTA et al.
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(2011), relataram a atividade antifiingica do extrato alcodlico da prépolis e também
de microparticulas, obtidas a partir deste, frente a leveduras e concluiram que as
microparticulas do extrato de propolis possuem potencial para o tratamento e
prevencdo de candidiases vulvovaginais. Fernandes et al. (2007) observou acédo
antifingica (fungistética e fungicida) do extrato alcodlico da prépolis brasileira,
pertencente ao grupo 12, frente a Cryptoccocus neoformans.Os produtos naturais
consistem de fontes promissoras para a descoberta de novos produtos
farmacéuticos. Trabalhos publicados, a cerca da composicdo quimica e
propriedades biolégicas da prépolis, revelam o interesse neste produto para o
desenvolvimento de novos medicamentos (CABRAL et al.,, 2009; SFORCIN;
BANKOVA, 2011).

Vérias atividades biol6gicas ja foram atribuidas a propolis vermelha: anti-
bacteriana (CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011; TRUSHEVA et al., 2006),
antifingica (SIQUEIRA et al., 2009), antioxidante (CABRAL et al., 2009; RIGHI et al.,
2011; TRUSHEVA et al., 2006), antitumoral (ALENCAR et al., 2007; LI et al., 2008),
antiprotozoaria (AYRES et al., 2007) entre outras.

A atividade antimicrobiana da propolis vermelha brasileira foi estudada frente
a diversos micro-organismos como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans (TRUSHEVA et al., 2006); Staphylococcus aureus, Streptococcus
mutans, e Actinomyces naeslundii (OLDONI et al., 2011); Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Staphylococcus mutans UA 159 (ALENCAR et al., 2007);
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CABRAL et al., 2009) e a atividade antifungica
dos extratos aquosos e alcodlicos das prépolis verde e vermelha brasileiras foi
avaliada frente a espécies de Trichophyton que se demonstraram sensiveis aos
extratos alcoodlicos de ambas, contudo, o extrato alcodlico da prépolis vermelha foi
considerado mais eficiente (SIQUEIRA et al, 2009).

Ainda sao poucos os trabalhos realizados acerca do potencial biologico da
prépolis vermelha do Brasil, principalmente comparando-se com a propolis verde

brasileira, amplamente estudada e divulgada.
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2.3.5 Associacédo da propolis vermelha com drogas antifungicas

A associacéo entre antifingicos sintéticos e produtos naturais pode ampliar os
espectros de acdo e a efichcia de cada droga permitindo a utilizacdo de
concentracfes menores de cada droga (CUENCA-ESTRELLA, 2004).

A propolis pode apresentar efeitos sinérgicos com drogas antimicrobianas e
sua associacdo a medicamentos comercialmente disponiveis é um campo de
interesse para o desenvolvimento de novos produtos pela industria farmacéutica
(SFORCIN; BANKOVA, 2011).

A atividade sinérgica entre ciprofloxacina e propolis foi verificada no
tratamento de Staphylococcus aureus (OKSUZ et al.,, 2005). Orsi et al. (2006)
observaram que a propolis diminuiu a resisténcia da parede das bactérias aos
antibioticos (amoxicilina, ampicilina e cefalexina). Araujo e Marcucci (2011) relataram
o efeito sinérgico da associacao da prépolis vermelha com o antibiético vancomicina
frente a Enterococcus faecalis. Esses trabalhos relatam a acéo sinérgica da propolis
com antimicrobianos comerciais, que pode ser considerada uma alternativa
terapéutica para a resisténcia microbiana. Contudo, ainda sao escassos trabalhos

relacionando o efeito da associagéo da prépolis vermelha a antifiungicos comerciais.
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3. Objetivos

3.1 Geral:

Isolar dermatofitos de cées e gatos e avaliar a atividade antifiingica do extrato
alcodlico da prépolis vermelha brasileira sozinho e em combinagdo com os

antifangicos terbinafina e itraconazol frente aos isolados.

3.2 Especificos:

o Isolar dermatdfitos de cées e gatos atendidos no Hospital Veterinario
da UFRPE e no Hospital Veterinario Harmonia, na cidade de Recife-PE;

. Avaliar o perfil enzimético dos dermatéfitos isolados;

. Avaliar a atividade antifungica da propolis vermelha do nordeste
brasileiro frente aos dermatofitos isolados;

o Verificar o efeito da propolis vermelha do nordeste brasileiro sobre a
morfologia das hifas dos dermatdfitos isolados;

o Verificar o efeito combinado da prépolis vermelha com os antifingicos

terbinafina e itraconazol.
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RESUMO

Os dermatdfitos sdo fungos que causam micoses superficiais em homens e animais.
As espécies mais frequentemente isoladas de cdes e gatos com dermatofitose, séo
Microsporum canis, M. gypseum, com maior destaque para M. canis. Durante o
processo infeccioso, os dermatéfitos produzem enzimas extracelulares que sao
importantes para invasdo e estabelecimento do patégeno no tecido hospedeiro. O
objetivo deste trabalho foi isolar dermatofitos de cdes e gatos e avaliar o perfil
enzimatico dos isolados obtidos. A coleta das amostras foi realizada em hospitais
veterinarios da cidade de Recife-PE (Hospital Veterinario Harmonia e no Hospital
Veterinario da UFRPE). Foi avaliada qualitativamente a atividade de urease,
protease, lipase, fosfolipase e colagenase. A frequéncia de dermatofitos foi 7,55%. A
espécie mais frequente i Microsporum canis (87,5%), seguida de M. gypseum
(12,5%). Todos os dermatoéfitos apresentaram atividade para as enzimas urease,
lipase, protease, fosfolipase e colagenase.

Palavras-chaves: Microsporum canis, M. gypseum, dermatofitose, atividade

enzimaética.

ABSTRACT
Dermatophytes are fungi that cause superficial mycoses in humans and animals. The
species most frequently isolated from dogs and cats with ringworm are Microsporum
canis, M. gypseum and Trichophyton mentagrophytes, most notably M. canis. During
the infection process, the dermatophytes produce extracellular enzymes that are
important for invasion and establishment of the pathogen in host tissue. The aim of
this work was to isolate dermatophytes in dogs and cats and to evaluate the

enzymatic profile obtained. The collection of samples was performed in veterinary
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hospitals in Recife-PE (Harmony Veterinary Hospital and Veterinary Hospital at
UFRPE). Was qualitatively assessed the activity of urease, protease, lipase,
phospholipase and collagenase. The frequency of dermatophytes was 7.55%. The
species most often isolated was Microsporum canis (87.5%), followed by M.
gypseum (12.5%). All dermatophytes showed activity for the enzyme urease, lipase,

protease, phospholipase and collagenase.

Keywords: Microsporum canis, M. gypseum, dermatophytosis, enzymatic activity.

INTRODUCAO

Os dermatoéfitos sdo fungos que pertencem aos géneros Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton (Brasch, 2010). Sdo capazes de causar infeccbes
na pele, no cabelo, pelos e unhas (Siqueira et al., 2009), denominadas de
dermatofitoses, que sdo altamente contagiosas. Podem ser zoonéticas, como
também transmitidas por contato direto de lesGes e fomites contaminados (Cabafies,
2000). Os animais domésticos, especialmente cdes e gatos, desempenham um
papel importante na disseminacao dos dermatoéfitos por serem uma fonte primaria e
direta de infeccao (Betancourt et al., 2009).

De acordo com seus habitats naturais, os dermatoéfitos podem ser
classificados como antropofilicos, geofilicos e zoofilicos. Dermatdfitos zoofilicos,
como Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes e aqueles geofilicos como
M. gypseum, sdo agentes etiologicos frequentemente isolados de animais
domésticos com dermatofitoses (Seker e Dogan, 2011).

As infeccdes produzidas por dermatdfitos sdo geralmente superficiais, afetam

fundamentalmente o estrato corneo da pele e anexos, assim como a superficie das



45

mucosas (Diego, 2011) e sao caracterizadas principalmente por alopecias
multifocais e descamacdes (Seker e Dogan, 2011).

A patogénese das dermatofitoses comega pela aderéncia de estruturas
reprodutivas dos dermatofitos, seguida pela formacdo de hifas que podem se
espalhar pelo tecido. Este processo € acompanhado da liberacdo de enzimas
fungicas que lhes permitem degradar e utilizar queratina e outras proteinas, bem
como lipideos e DNA, como fontes de carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre (Brasch,
2010).

A secrecdo de uma ampla variedade de enzimas por dermatoéfitos, como
proteases, lipases, colagenases, fosfolipases entre outras, € um dos fatores mais
importantes durante o processo infeccioso, pois possibilitam que esses patdgenos
se tornem invasivos. Lipases, proteases e fosfolipases desempenham um papel
importante na fase inicial de invasédo dos dermatofitos no estrato coérneo e podem ter
relevancia na patogénese de dermatofitoses animais (Peres et al., 2010; Cafarchia
et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi isolar dermatofitos de amostras clinicas de caes
e gatos atendidos em hospitais veterinarios da cidade de Recife-PE (Hospital
Veterinario da UFRPE e Hospital Veterinario Harmonia) e avaliar o perfil enzimatico
dos dermatdfitos obtidos.

MATERIAL E METODOS

Pelo quadro clinico sugestivo de dermatofitose, foram selecionados céaes e
gatos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) e Hospital Veterinario Harmonia (HVH) na cidade de Recife-

PE. Foram coletadas amostras (escamas epidérmicas e pelos) para exame
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micoldgico de 106 animais, sendo 99 cées e sete gatos, no periodo de marco / 2011
a janeiro / 2012.

As escarificacbes das lesGes foram realizadas com auxilio de bisturis
esterilizados e descartaveis, sendo as amostras clinicas acondicionadas em
recipientes esterilizados. Para obtencdo da cultura as amostras foram semeadas em
placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD), acrescido de
cloranfenicol 50mg/L. As mesmas foram incubadas em estufa microbiolégica a
temperatura de 30°C no periodo de 15 a 20 dias. As colbnias fungicas sugestivas de
dermatofitos foram isoladas e posteriormente identificadas e mantidas em meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA).

Os dermatdfitos foram identificados de acordo com as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas, segundo os critérios adotados por Lacaz et al.
(2002). Os isolados foram enviados a Micoteca URM da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) para depdsito. Os isolados foram preservados em tubo de
ensaio contendo meio Sabouraud acrescido de extrato de levedura e 6leo mineral.

Os ensaios para determinar as atividades enziméticas de protease, lipase,
fosfolipase, colagenase e urease foram realizados em meios solidos com diferentes
substratos. Os fragmentos de colbnias dos dermatéfitos foram colocados no centro
das placas de Petri com os meios especificos, e incubados a 30°C por até 20 dias,
exceto para atividade de urease cuja avaliacdo foi realizada apos 96 horas de
incubacéo.

Para atividade de protease foi utilizado o meio de caseina composto de leite
desnatado 10% (p/v) e agar bacteriolégico 2% (p/v),segundo Kantarcioglu e Ycel,
2001. A atividade enzimatica foi detectada pelo calculo da zona de atividade

(diametro da colénia (mm) dividido pela soma do diametro da col6nia e o diametro
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do halo (mm)). Para valores de zona de atividade (ZA) entre 0,9 — 1,0 (muito baixa
+); 0,80 — 0,89 (baixa ++); 0,70 — 0,79 (elevada +++); < 0,69 (muito elevada ++++).

A atividade de lipase foi avaliada utilizando-se o meio composto de peptona
1% (p/v), cloreto de sédio 0,5% (p/v), cloreto de calcio 0,01% (p/v), agar 2% (p/v) e 1
% (v/v) de Tween 20. A formacao de halo de precipitacéo foi indicativo de atividade
lipasica, o qual foi mensurado e utilizado para o calculo da zona de atividade como
no item anterior, sendo negativo para valor ZA = 1,0 e positivo para valores < 1,0
(Dos Santos, 2001).

A avaliacéo da fosfolipase foi realizada utilizando-se o meio contendo lecitina
de soja 0,2% (p/v), dextrose 4% (p/v), peptona de carne 1% (p/v), cloreto de sdodio
0,03% (p/v), cloreto de calcio 0,05% (p/v), agar bacterioldgico 2% (p/v) a pH 7,0 =
0,2 (Price, 1977). Foi medido o halo de precipitacdo e a zona de atividade avaliada
como descrito anteriormente (Dos Santos, 2001).

A atividade de colagenase foi avaliada pela capacidade de crescimento
fungico utilizando-se gelatina como substrato. O meio para colagenase foi gelatina
1% (p/v) e agar 2% (p/v). A habilidade de utilizacdo da gelatina como fonte de
carbono e nitrogénio para crescimento foi indicativa da atividade enzimatica
(Wawrzkiewicz, 1991).

A atividade de urease foi detectada em meio de Christensen: peptona 0,1%
(p/v), dextrose 0,1% (p/v), cloreto de sédio 0,5 % (p/v), fosfato dissodico 0,1% (p/v),
fosfato monopotéassico 0,08% (p/v), vermelho fenol: 0,0012% (p/v), agar 1,5% (p/v);
pH final: 6.8 =+ 0.2; solucdo de uréia 40% (p/v). As placas foram incubadas a
temperatura 30 °C por 96 horas. O resultado foi considerado positivo quando a
coloragdo do meio modificou de amarelo para réseo e considerado negativo quando

0 meio permaneceu amarelo (Sidrim e Moreira, 1999; Sidrim e Rocha, 2004).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Do total de amostras de pelos e escamas epidérmicas (n = 106) a frequéncia
de dermatdfitos isolados foi de 7,55% (n = 8). Dentre os 99 cées foram isolados sete
dermatofitos (7,07%) enquanto que dos sete gatos foi obtido um dermatofito
(14,29%). A espécie mais frequente roi M. canis (87,5%), seguida de M. gypseum
(12,5%). A Tab. 1 apresenta 0 nimero e a percentagem das espécies de

dermatofitos isolados de acordo com o animal hospedeiro.

Tabela 1. Dermatofitos isolados de cdes e gatos atendidos no Hospital Veterinario Harmonia
e Hospital Veterinario da UFRPE, em Recife-PE.

Dermatdfito Total (n =106) Céao (n=99) Gato (n=7)
Microsporum canis 7 (87,5%) 6 (85,71%) 1 (100%)
M. gypseum 1(12,5%) 1 (14,29%) 0

Total 8 (7,55%) 7 (7,07%) 1 (14,29%)

Estudos epidemiolégicos sobre isolamento de dermatdéfitos de animais
domésticos, principalmente cdes e gatos, com suspeita de dermatofitose tem sido
reportados por diversos autores (Coelho, 2008; Prado, 2008; Bentacourt et al., 2009;
Bagcigil et al., 2010; ). Segundo Cabarfies (2000) os percentuais de isolados destes
fungos variam entre 4 e 20%, corroborando com a taxa de isolamento de 7,55%
obtida. Neste trabalho M. canis foi a espécie mais frequente, coincidindo com o
resultado encontrado por Seker e Dogan (2011) relataram frequéncia de M. canis de
57,1% em cées e gatos, sendo 198 amostras de cades e 164 de gatos. Silva et al.
(2011) isolaram 50% de M. canis em caes, sendo 41 amostras de caes e 7 de gatos.
A literatura reporta a prevaléncia de cées atendidos com dermatofitoses maior do

gue em gatos, resultados semelhantes aos obtidos neste estudo.
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A Tab. 2 mostra o perfil enzimatico dos dermatofitos isolados em relacédo a
atividade de protease, lipase, fosfolipase, urease e colagenase. Todos o0s

dermatofitos apresentaram atividade para as enzimas testadas.

Tabela 2. Perfil enzimético dos dermatdfitos isolados de cdes e gatos atendidos no Hospital

Veterinario Harmonia e Hospital Veterinario da UFRPE, em Recife-PE.

Dermatdfito Enzimas
Protease Lipase Fosfolipase
ZA) ZA) ZA) Colagenase Urease
Microsporum canis (02) ++(0,84) + (0,76) +(0,82) + +
M. canis (03) ++(0,83)* +(0,83) + (0,90) + +
M. canis (14) + (1,000 +(0,76) + (0,90) + +
M. canis (15) +(0,93) + (0,64) +(0,78) + +
M. canis (16) +(0,93) +(0,79) +(0,77) + +
M. canis (17) ++(0,89) +(0,75) +(0,81) + +
M. canis (18) + (1,00) +(0,63) +(0,94) + +
M. gypseum (31) +(0,95) + (0,67) + (0,90) + +

ZA: zona de atividade; * ++ (atividade muito baixa); ** + (atividade baixa).

Segundo Muhsin e Salih (2000) a atividade enzimatica pode variar de acordo
com a espécie de dermatofito, entretanto, neste trabalho, de maneira geral as
espécies M. canis e M. gypseum apresentaram atividades enzimaticas semelhantes.
Da mesma forma que Bruguera et al. (1997) que também nao verificaram diferencas
enzimaticas para proteases, lipases e fosfolipases entre amostras de M. canis e M.
gypseum.

Contudo, entre amostras de uma mesma espécie podem ser observadas
variacdes quanto a atividade enzimatica (Maia et al., 2001). Este fato foi observado
nas amostras de M. canis, analisadas neste estudo, para protease, onde trés

isolados apresentaram atividade baixa (++) e os demais demonstraram atividade
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muito baixa (+), levando-se em consideracdo o tamanho da zona de atividade. De
forma semelhante, Maia et al. (2001) observaram diferenca para proteases para
amostras de M. canis. Abdel-Rahman (2000) estudando o perfil enzimético para
gueratinases, colagenases e elastases em amostras de Trichophyton tonsurans

observou diferengas no crescimento fungico nos meios para estas enzimas.

Cafarchia et al. (2011) avaliaram amostras de T. mentagrophytes e M. canis
isolados de coelhos com e sem lesbes de pele quanto a producédo de queratinase,
DNase, lipase, elastase e gelatinase em meios sélidos, onde as amostras de T.
mentagrophytes apresentaram as cinco enzimas examinadas enquanto que M. canis
produziu apenas trés (DNase, lipase e queratinase). Segundo os autores, a
producdo enzimatica diferenciada pode ser explicada pela maior especificidade de T.

mentagrophytes em relagéo a M. canis em causar dermatofitose em coelhos.

CONCLUSAO

A frequéncia de dermatofitos obtida é reflexo das dificuldades encontradas no
diagnéstico da dermatofitose em cdes e gatos, visto que as amostras eram
procedentes de animais com suspeita dessa micose. A producdo enzimatica por
isolados de Microsporum canis e M. gypseum colabora com a habilidade dessas
espécies em invadir e colonizar tecidos e pelos de cées e gatos causando a

dermatofitose.
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RESUMO
A atividade antifungica da prépolis vermelha do nordeste brasileiro e o efeito

combinado com os antifungicos terbinafina e itraconazol foi avaliada frente a
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dermatofitos isolados de cdes e gatos. A atividade antifungica foi realizada
conforme o documento M38-A e o efeito combinado pelo método “checkerboard”. A
prépolis vermelha apresentou atividade fungistatica (62,5-125 pg.ml™?) e fungicida
(62,5-250 ug.ml™) para os isolados testados. No entanto, ndo apresentou alteracées
na morfologia de hifas dos dermatdéfitos. A combinacdo da propolis vermelha com
terbinafina foi indiferente para a maioria dos isolados exceto para Microsporum
gypseum (31) cujo efeito foi antagonista. A interacdo com itraconazol apresentou
efeito sinérgico para os isolados M. canis (02 e 15), indiferente para M. canis (18) e
antagonista aos demais. A propolis vermelha demonstrou ter potencial antifingico
frente aos dermatofitos testados. Embora o efeito sinérgico tenha sido observado
apenas para dois isolados, as combinacdes testadas foram relevantes pois houve
diminuicao do valor da CIM dos antifungicos para a maioria dos isolados.
Palavras-chaves: Dermatofitose, propolis vermelha, sinergismo, Microsporum canis,
M. gypseum, atividade antifungica.
ABSTRACT

The antifungal activity of propolis in northeastern Brazil and the combined effect with
the antifungals terbinafine and itraconazole was evaluated against dermatophytes
isolated from dogs and cats. The antifungal activity was performed according to the
document M38-A and the combined effect of the checkerboard method. The propolis
showed fungistatic activity (62.5 to 125 ug.ml-1) and fungicide (62.5 to 250 ug.mil-1)
for the isolates tested. However, had no effect on the morphology of hyphae of
dermatophytes. The combination of propolis with terbinafine was indifferent to most
isolates except for Microsporum gypseum (31) whose effect was antagonistic. The
interaction with itraconazole showed synergistic effect for isolated M. canis (2:15),

indifferent to M. canis (18) and antagonistic to the other. The propolis has
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demonstrated antifungal activity against the dermatophytes tested. Although the
synergistic effect has been observed for only two isolates were tested combinations
as there was significant decrease of the antifungal MIC value for most isolates.
Keywords: Dermatophytosis, propolis, synergism, Microsporum canis, M. gypseum,
antifungal activity.

INTRODUCAO

Os dermatdfitos sdo fungos que degradam e utilizam a queratina e por isso
sdo capazes de causar infeccdes em tecidos queratinizados de homens e animais
(pele, cabelos e unhas), chamadas dermatofitoses. Estes fungos sao classificados
nos géneros Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton (Diego, 2011).

As espécies de dermatdéfitos comumente relacionadas a dermatofitose em
cées e gatos sdo: Microsporum canis, M. gypseum e Trichophyton mentagrophytes,
sendo M. canis a espécie mais frequente (Coelho et al., 2008; Lopez et al., 2012).

Os antifungicos recomendados na terapia sistémica da dermatofitose em cées
e gatos sdo griseofulvina, itraconazol e terbinafina, no entanto, devido aos graves
efeitos colaterais causados, a griseofulvina vem sendo substituida pelos antifingicos
terbinafina e itraconazol (Moriello, 2004). Os efeitos colaterais causados pela terapia
sistémica e o desenvolvimento de resisténcia fungica aos antifingicos utilizados tem
impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos, sobretudo os de
origem natural (Aguero et al., 2011; Martinez-Rossi et al.,, 2008; Siqueira et al.,

2009).

A prépolis € uma substancia complexa elaborada por abelhas que coletam
material resinoso e balsamico a partir de diversas partes das plantas como ramos,
flores, pélen, brotos e também exudados de arvores (Pereira et al., 2002). Na

colmeia é utilizada pelas abelhas contra a proliferacdo de micro-organismos, como
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fungos e bactérias além de possiveis invasores, garantindo a higiene sanitaria e a
sobrevivéncia na colmeia (Silva et al., 2006). Atualmente, a prépolis tem atraido a
atencdo de pesquisadores devido as suas diversas atividades biologicas e
propriedades terapéuticas (Ngatu et al., 2011).

A propolis vermelha foi encontrada em colmeias localizadas ao longo do mar
e costas de rios no nordeste brasileiro, onde as abelhas Apis mellifera foram
observadas coletando o exudado vermelho da superficie de Dalbergia
ecastophyllum, conhecida como rabo-de-bugio (Daugsch et al., 2007).

Diversas atividades biolégicas foram atribuidas a propolis vermelha do
nordeste brasileiro, tais como: antibacteriana (Cabral et al., 2009; Righi et al., 2011,
Trusheva et al., 2006), antifingica (Siqueira et al., 2009), antioxidante (Cabral et al.,
2009; Righi et al., 2011; Trusheva et al., 2006), antitumoral (Alencar et al., 2007; Li et
al., 2008), antiprotozoaria (Ayres et al., 2007). A atividade antifangica da propolis
vermelha do nordeste brasileiro foi avaliada frente a espécies de Trichophyton que
demonstram ser susceptiveis ao seu extrato alcodlico (Siqueira et al, 2009).

A associacdo de produtos naturais como a prépolis pode apresentar efeitos
sinérgicos com drogas antimicrobianas, sendo um campo de interesse para o
desenvolvimento de novos produtos pela industria farmacéutica (Sforcin; Bankova,
2011).

A associacao entre antifungicos sintéticos e produtos naturais pode aumentar
a eficicia de cada droga, através da utilizagdo de uma dose mais baixa de cada uma
das drogas. Além disso, a terapia de combinac¢do pode ser utilizada como tentativa
para evitar ou retardar o aparecimento de populagbes resistentes do patdgeno

(Cuenca-Estrella, 2004).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifUngica da propolis
vermelha do nordeste brasileiro frente a dermatofitos isolados de cées e
gatos,observar o efeito da propolis vermelha sobre as hifas dos isolados e verificar o
efeito da associacdo da propolis vermelha com os antifungicos terbinafina e
itraconazol.

MATERIAL E METODOS
Amostras fungicas
As atividades antifungicas da prépolis vermelha e das drogas itraconazol e
terbinafina foram avaliadas utilizando oito isolados de dermatoéfitos, sendo sete
Microsporum canis e um M. gypseum, obtidos de cdes e gatos com dermatofitose
depositados na Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco - UFPE.
Propolis

O extrato foi obtido com alcool etilico a 70% (v/v), através da agitacdo por
24h, e posterior filtracdo e centrifugagcéo. Foram utilizadas 10 concentracdes entre
1,9 e 1000 pg/mL.

Antifangicos

As drogas utilizadas foram itraconazol e terbinafina as quais foram dissolvidas
em dimetilsulféxido (DMSO) (Gibco, Belo Horizonte). Foram utilizadas 10
concentracdes entre 0.03 a 16 ug/mL para ambas. O procedimento utilizado para
preparacdo das concentracfes das drogas foi 0 mesmo publicado pelo documento
M38-A (CLSI, 2002).

Atividade antifungica da prépolis vermelha brasileira
Padronizacéo do inéculo
Os in6culos foram padronizados de acordo com o procedimento adotado pelo

CLSI (2002) e descrito por Fernandez-Torres et al. (2002). Os dermatdfitos foram
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cultivados em tubos contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), os quais foram
mantidos em estufa de crescimento a temperatura de 30° C durante 15 dias. Para
preparo das suspensdes fungicas foi acrescentado 5mL de solucdo salina e com o
auxilio de alcas descartaveis foi promovido o desprendimento de esporos e
fragmentos de hifas. As suspensfes foram aspiradas e apdés 20 min de repouso o
sobrenadante foi transferido para outro tubo onde foi agitado em vortex. As
densidades das suspensfes foram ajustadas em espectrofotdbmetro a 595nm, para
obter entre 65-70% de transmitancia. As suspensdes foram diluidas (1:50) em meio
RPMI 1640, para obtencdo de concentracdo duas vezes maior gue a necessaria.
Procedimento do teste

Foi utilizado o método de microdiluicdo em meio liquido realizado de acordo
com o documento M38-A (CLSI, 2002) e descrito por Fernandez-Torres et al. (2002).
O meio de cultura utilizado para o procedimento foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
USA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio, tamponado a pH 7.0 com &cido
morfolinopropanosulfonico (MOPS) a 0.165 M (Sigma-Aldrich, USA). O meio foi
esterilizado por filtracdo em membrana com porosidade de 0.22 ym (Millipore).

Os pocos das fileiras de 1 a 10 da microplaca continham 100 uL das drogas e
100 pL do inoculo, os pocos 11 e 12 consistiam dos controles de crescimento e
esterilizacéo, respectivamente. As microplacas foram incubadas a temperatura de
30°C por sete dias. Apos esse periodo, 50uL do conteudo de cada pogo que
apresentou reducédo de 100% do crescimento fungico foi inoculado em microtubos
contendo 1mL de Sabouraud liquido para constatacéo da atividade fungicida.

A determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM) da propolis vermelha
e das drogas foi realizada pela leitura visual, levando-se em consideracdo o poco

controle que obteve 100% de crescimento foi atribuido o percentual de inibicdo das
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concentracOes testadas. Também foi verificada a inibicdo de crescimento atraves da
leitura das microplacas em leitor de microplaca, a 595 nm.

Foram determinadas as concentracdes inibitéria e fungicida minima (CIM e
CFM) da propolis vermelha e dos antifungicos. A determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) de itraconazol, terbinafina e para prépolis foi a que inibiu
100% do crescimento do fungo. A concentracao fungicida minima foi considerada a
menor concentracao inibitéria que impediu o crescimento do fungo.
Efeitos do extrato alcodlico da prépolis vermelha na morfologia de hifas

Os efeitos do extrato alcodlico da propolis vermelha sobre a morfologia das
hifas dos isolados de M. canis (02,14 e 15) e M. gypseum (31) foram observadas
usando microscopia eletrénica de varredura (MEV), no Centro de Tecnologias
Estratégicas do Nordeste - CETENE. Apds avaliacdo da atividade antifingica, foram
retirados 50 pL da concentracdo sub-inibitéria e do controle de crescimento,
posteriormente inoculados em meio Sabouraud liquido e mantidos a 30° C durante
sete dias. As amostras foram fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampéao cacodilato
0,1 M pH 7,2 por duas horas. Depois de terem sido lavadas com o tamp&o, as
amostras foram pds-fixadas com tetréxido de ésmio 1:1 e lavadas novamente com o
mesmo tampdo. A desidratacdo das amostras foi feita através de solucdes
crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 3 x 100%) por 10 minutos cada. As
amostras foram secas pelo procedimento do ponto critico, metalizadas com ouro e
observadas pelo microscépio eletrénico de varredura MEV Quanta 200 FEI.
Avaliacdo do efeito combinado da propolis vermelha com os antifiUngicos
terbinafina e itraconazol

O efeito combinado foi avaliado pelo método “checkerboard”, baseado no

procedimento estabelecido pelo CLSI (2002). O meio de cultura utilizado para o
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procedimento foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) com L-glutamina e sem
bicarbonato de sdédio, tamponado a pH 7.0 com acido morfolinopropanosulfénico
(MOPS) a 0.165 M (Sigma-Aldrich, USA).

Foram avaliadas cinco concentracdes da préopolis vermelha e de cada
antifingico, sendo uma correspondente ao valor de CIM, duas acima e outras duas
abaixo. As combinacdes testadas foram PROP+TERB (prépolis + terbinafina) e
PROP+ITRAC (propolis + itraconazol). As concentracfes da propolis foram
distribuidas ao longo do eixo das ordenadas e o antifungico ao longo do eixo das
abscissas. Em cada poco da microplaca, foram adicionados 50 uL da propolis
vermelha e do antifungico. Os in6culos foram padronizados de acordo com o
procedimento adotado pelo CLSI (2002) e descrito por Fernandez-Torres et al.
(2002). Em cada pogo foram adicionados 100 pL de suspensdo fungica. Como
controle negativo foram utilizados 200 yuL de RPMI e, para controle positivo, 100 uL
de RPMI com 100 uL de in6culo. As placas foram incubadas a 30°C e a leitura foi
feita ap6s sete dias. Foram realizadas leituras visuais e espectrofotométricas a 595
nm.

A avaliagdo do efeito combinado foi realizada através do célculo da
Concentracao Inibitéria Fracionaria (CIF) para a propolis vermelha e o antifingico,
cuja soma origina o indice da Concentracéo Inibitéria Fracionaria (ICIF) (Mosquera

et al., 2002; Ozawa et al., 2005), determinado pela férmula:

ICIF = CIF (propolis) + CIF (antifingico)

ICIF = (CIM propolis na combinagdo) +  (CIM antifngico na combinag&o)
(CIM propolis sozinha) (CIM antifangico sozinho)
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Os resultados obtidos foram classificados, de acordo com o ICIF, em
sinérgicos (ICIF<1,0), aditivos (ICIF=1,0), indiferentes (1,0<ICIF<2,0) ou
antagonistas (ICIF> 2,0) (Mosquera et al., 2002; Ozawa et al., 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antifungica da prépolis vermelha

As Tabelas 1 e 2 mostram os resultados da atividade antifungica dos
antifangicos comerciais e da prépolis vermelha brasileira. Para terbinafina, em
relacdo a M. canis, o isolado n° 18 foi 0 mais susceptivel a esta droga (CIM=0,03
ng.ml™) e o isolado n° 16 o mais resistente (CIM=1,0 pg.ml™), enquanto para o
itraconazol, os isolados de M. canis n® 17 e 18 foram os mais susceptiveis
(CIM=0,03 pg.ml*) e o isolado n°® 03 o mais resistente (CIM=1,0 pg.ml™). Os
antifingicos terbinafina e itraconazol também apresentaram atividade fungicida com
valores de CFM entre 0,03-1,0 pg.ml™ (Tabela 2). A susceptibilidade de dermatéfitos
aos antifngicos itraconazol (0,03-0,25 pg.ml™*) e terbinafina (0,03-1,0 pg.ml™), em
pequenas concentracfes, também tem sido relatada por outros autores (Araujo et
al., 2009; Silva et al., 2013; Siqueira, et al., 2009).

A maioria dos dermatdfitos foi sensivel para a concentracao inibitéria minima
de 62,5 pg.ml™ da prépolis vermelha do Brasil, com excecédo do isolado M. canis n°
15 que demonstrou ser mais resistente com concentragdo inibitéria minima de 125
pug.mlt. O isolado M. gypseum (31) apresentou semelhante susceptibilidade
observada na maioria dos isolados da espécie M. canis (Figura 1). A propolis
vermelha frente aos isolados testados apresentou atividade fungistatica entre 62,5-
125 pg.ml™* e atividade fungicida, concentracdo capaz de matar o micro-organismo,

entre 62,5-250 pg.ml™ (Tabela 2).
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Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o extrato alcodlico da
prépolis vermelha brasileira apresentou CIM de 62,5 pg.ml™* para a maioria dos
dermatofitos testados. Segundo a literatura, a atividade antimicrobiana de um extrato
é considerada muito interessante para casos de valores de CIM<100 ug.ml™ (Agiiero
et al., 2010; Rios e Recio, 2005). Aléem do efeito fungistatico a propolis vermelha
apresentou efeito fungicida, caracteristicas consideradas importantes para um
medicamento antifingico impedir a ocorréncia de reincidivas (Aguero et al., 2010).

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram reportados na
literatura, por Siqueira et al., (2009) que avaliaram espécies de Trichophyton quanto
a sensibilidade aos extratos alcodlicos e aquosos, das propolis verde e vermelha do
Brasil, onde as espécies de dermatéfitos avaliadas demonstraram ser susceptiveis
aos extratos alcodlicos de ambas, e a propolis vermelha apresentou valores de CIMs
entre 64-128 pg.mi™.

Ainda sd@o poucos os trabalhos sobre a atividade antifingica da prépolis
vermelha brasileira, porém outros tipos de propolis foram estudadas frente a
dermatdfitos tais como, Aglero et al. (2011) que avaliaram a atividade antifungica da
prépolis Argentina frente a Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes e Microsporum
gypseum, a qual apresentrou CIMs entre 62,5-250 pg.ml™* e Gavaniji et al. (2011)
observaram o efeito do extrato alcodlico da propolis no crescimento de trés espécies
de dermatofitos: Epidermophyton floccosum, Trichophyton tonsurans e T. violaceum.

A propolis vermelha brasileira, também, tem sido relatada por apresentar
atividade antimicrobiana frente a outros micro-organismos, demonstrando atividade
antibacteriana frente a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923, com CIM
variando entre 62,5 e 125 pg.ml™ (Cabral et al., 2009) e apresentando halo de

inibicdo frente a Staphylococcus aureus ATCC 12600 e a Escherichia coli ATCC
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14948 (Mendonca et al.,, 2011). Junior et al. (2012) avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato etandlico e das fracbes hexanica, cloroférmica e
acetandlica da propolis vermelha frente aos micro-organismos Shigella flexneri,
Proteus vulgaris, Staphylococcus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e a Candida
albicans e observaram que o extrato etandlico apresentou atividade antimicrobiana
frente a cepas Gram-positivas (100%), Gram-negativas (62,5%) e fangicas (100%),
com eficiéncia em 76,9% de todas as espécies testadas, e das fracdes testadas, a
fracdo acetandlica apresentou atividade frente a todos 0os micro-organismos testados
com 100% de eficiéncia.

Efeito do extrato alcodlico da prépolis vermelha na morfologia de hifas

A microscopia eletronica de varredura mostrou que nao houve efeito do
extrato alcoodlico da prépolis vermelha na morfologia das hifas dos dermatéfitos.
Comparando-se com as micrografias do controle (sem prépolis) as hifas se
desenvolveram intactas apés terem sido expostas a concentracdo sub-inibitoria do
extrato alcodlico da propolis vermelha por sete dias, como também nao foi possivel
visualizacdo das macroaleurias durante este periodo de incubacdo em nenhuma das
amostras (Figura 2).

Embora a atividade antifungica de diversos tipos propolis tenha sido
amplamente estudada, poucos trabalhos demonstraram o0s seus efeitos sobre a
morfologia e estrutura dos fungos. Alguns trabalhos relatam o efeito sobre fungos
leveduriformes. Mora et al. (2011) verificaram que o extrato etandlico de propolis
mexicana (EEP) em concentracédo de 0,25 mg / mL induziu a inibicdo da formacéao
de tubo germinativo em Candida albicans, resultado semelhante foi relatado por

Mello et al. (2006) com propolis verde do Brasil que foi capaz de reduzir o



66

aparecimento de tubos germinativos em C. albicans apds duas horas de exposic¢ao.
Na literatura ainda séo escassos os trabalhos que relatem o efeito da prépolis sobre
o desenvolvimento de fungos filamentosos.

As alteracdes e danos sobre hifas de fungos tém sido relatados em estudos
com extratos de plantas como Desmos chinensis sobre Rhizoctonia solani onde
puderam ser visualizadas alteracdes morfolégicas importantes como superficies
celulares rugosas e estruturas globulares de tamanhos diferentes ao longo a
superficie do micélio (Plodpai et al., 2013). O extrato de Polygonum ferrugineum
mostrou induzir malformac¢des nas hifas de Neurospora crassa sugerindo que pode
atuar através da inibicdo da parede celular dos fungos (Lopéz et al., 2011).
Avaliacdo do efeito combinado da propolis vermelha com os antifUngicos
terbinafina e itraconazol

Os resultados referentes a avaliacdo do efeito combinado da proépolis
vermelha com os antifingicos estdo nas Tabelas 3 e 4. A combinacdo PROP+TERB
foi indiferente frente a maioria dos isolados, com excec¢édo do isolado M. gypseum
(31) para qual a interacao apresentou efeito antagonista, pois o CIM da prépolis
vermelha aumentou de 62,5 para 125 pg.mlI™ na combinacdo. Embora a interagéo
PROP+TERB néo tenha apresentado efeito sinérgico frente a nenhum dos isolados,
essa associacao foi favoravel para reducdo da CIM da terbinafina em relacédo a
todos os isolados (Tabela 3), essa diminuicdo pode ser interessante para reduzir os
efeitos adversos causados pelo antifingico sintético sem diminuir a sua acdo. A
administragao topica e oral de terbinafina pode induzir graves efeitos secundarios,
como reacdes cutaneas locais de intensidade leve a moderada no tratamento topico

e efeitos gastrointestinais na terapia oral (Galgéczy et al., 2008; Keller, 2012).
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Segundo Cuenca-Estrella (2004), o efeito sinérgico é uma interacdo positiva
guando dois agentes em combinacédo exercem um efeito inibitdrio maior que a soma
dos seus efeitos individuais, ou seja, a acdo de ambos € potencializada. O
antagonismo €é considerado uma interacdo negativa observada quando o efeito das
drogas combinadas € significativamente inferior aos medicamentos testados
separadamente. A aditividade é observada quando o resultado da interacdo é a
soma dos efeitos individuais dos agentes testados e a indiferenca € o efeito da droga
mais ativa quando testada separadamente.

A combinacdo PROP+ITRA foi sinérgica frente aos isolados M. canis (02) e
M. canis (15) com reducédo da CIM tanto da propolis quanto do itraconazol. O efeito
indiferente foi observado para o isolado M. canis (18). A CIM da prépolis vermelha
aumentou de 62,5 para 125 pg.ml™ frente aos isolados M. canis (03, 14, 17) e M.
gypseum (31) e a CIM do itraconazol aumentou de 0,25 para 0,5 pg.ml™ frente ao
isolado M. canis (16), demonstrando o efeito antagonista da interacdo para estes
isolados (Tabela 4). Com excec¢do do isolado M. canis (16), para qual houve
aumento da CIM do itraconazol na combinacdo, a associagdo PROP+ITRAC
favoreceu a diminuicdo da CIM do itraconazol para os isolados M. canis (03, 14, 17 e
18) mesmo na auséncia de efeito sinérgico dessa associacao para estes isolados. A
reducdo da CIM do itraconazol na combinacdo sugere que esta interacdo pode
diminuir os efeitos adversos causados pelo antifungico. Como os efeitos
gastrointestinais que podem ser observados durante o tratamento com itraconazol
(Keller, 2011).

A combinacéao ideal de drogas seria aquela em que a interacéo resultasse em
efeito sinérgico, com reducao da CIM das duas drogas avaliadas. Contudo, mesmo

na auséncia de sinergismo, podem haver outras possiveis vantagens na combinacao
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de drogas. A interacdo de duas drogas com mecanismos de acdo diferentes pode
aumentar a taxa de morte microbiana, encurtar a duracdo da terapia e evitar a
surgimento de resisténcia as drogas (Zhu et al., 2004).
CONCLUSAO
A propolis vermelha do nordeste brasileiro apresentou atividades fungistatica e
fungicida frente aos isolados testados, contudo ndo apresentou efeitos na morfologia
das hifas dos dermatoéfitos na concentracdo sub-inibitéria. A interacdo da propolis
vermelha com o antifingico terbinafina foi indiferente para a maioria dos isolados,
exceto para M. gypseum (31) cujo efeito foi antagonista. A combinacdo com
itraconazol foi sinérgica para dois isolados de M. canis (02 e 15), indiferente para M.
canis (18) e antagonista aos demais isolados. Embora o efeito sinérgico tenha sido
observado apenas para dois isolados, as combinac¢fes da propolis vermelha com os
antifiingicos testados foi relevante visto que houve diminuicdo do valor da CIM dos
antifingicos para a maioria dos isolados. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstram o potencial da propolis vermelha como antifungico, contudo faz-se
necessario saber os seus possiveis efeitos toxicos além de estudos in vivo que
reforcem sua utilizacdo como agente antifiingico.
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Tabela 1 — Concentracéo inibitéria minima (CIM) do extrato alcodlico da prépolis vermelha e
dos antifungicos terbinafina e itraconazol frente a dermatdfitos isolados de cdes e gatos
atendidos no Hospital Veterinario Harmonia e Hospital Veterinario da UFRPE, em Recife-
PE.

CIM (ug.ml™) CIM (ug.ml™) CIM (ug.ml™)
Dermatdfito .
(PROPOLIS) (TERBINAFINA) (ITRACONAZOL)
Microsporum canis (02) 62,5 0,25 0,125
M. canis (03) 62,5 0,5 1,0
M. canis (14) 62,5 0,125 0,0625
M. canis (15) 125,0 0,5 0,5
M. canis (16) 62,5 1,0 0,25
M. canis (17) 62,5 0,5 0,03
M. canis (18) 62,5 0,03 0,03
M. gypseum (31) 62,5 0,5 0,25

Tabela 2 — Concentracao fungicida minima (CFM) do extrato alcodlico da prépolis vermelha
e dos antifungicos terbinafina e itraconazol frente a dermatéfitos isolados de cées e gatos
atendidos no Hospital Veterinario Harmonia e Hospital Veterinario da UFRPE, em Recife-
PE.

CFM (ug.ml™) CFM (ug.ml™) CFM (ug.ml™)
Dermatofito )
(PROPOLIS) (TERBINAFINA) (ITRACONAZOL)
Microsporum canis (02) 125 0,5 0,125
M. canis (03) 62,5 0,5 1,0
M. canis (14) 125 0,125 0,125
M. canis (15) 250,0 0,5 0,5
M. canis (16) 250,0 1,0 0,25
M. canis (17) 62,5 0,5 0,03
M. canis (18) 250,0 0,03 0,03
M. gypseum (31) 250,0 1,0 0,25
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Tabela 3 — indice da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF) do efeito combinado da

propolis vermelha do nordeste brasileiro com o antifungico terbinafina

Dermatofito CIM (ug.ml™) CIM (ug.mi™) ICIF
(n° de amostra) sozinho combinado (CIF PROP+ CIF

PROP TERB PROP TERB TERB)
Microsporum canis (02) 62,5 0,25 62,5 0,06 1,25 ()
M. canis (03) 62,5 0,5 62,5 0,25 1,50 ()
M. canis (14) 62,5 0,03 62,5 0,007 1,23 (1)
M. canis (15) 125 0,5 125 0,125 1,25 (1)
M. canis (16) 62,5 1,0 125 0,25 1,25 (1)
M.canis (17) 62,5 0,03 62,5 0,007 1,23 (1)
M. canis (18) 62,5 0,125 62,5 0,003 1,24 (1)
M. gypseum (31) 62,5 0,25 125 0,06 2,24 (A)

Efeitos indiferente (I) e antagonista (A).

Tabela 4 — indice da Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF) do efeito combinado da

prépolis vermelha do nordeste brasileiro com o antifingico itraconazol.

Dermatdfito CIM (ug.mi™) CIM (ug.mi™) ICIF
(n° de amostra) sozinho combinado (CIF PROP+ CIF
PROP ITRAC PROP ITRAC ITRAC)
Microsporum canis (02) 62,5 0,125 31,2 0,03 0,74 (S)
M. canis (03) 62,5 1,0 125 0,25 2,25 (A)
M. canis (14) 62,5 0,03 125 0,007 2,23 (A)
M. canis (15) 125 0,5 62,5 0,125 0,75 (S)
M. canis (16) 62,5 0,25 15,6 0,5 2,00 (A)
M.canis (17) 62,5 0,03 125 0,007 2,23 (A)
M. canis (18) 62,5 0,06 62,5 0,015 1,25 (1)
M. gypseum (31) 62,5 0,25 125 0,25 3,00 (A)

Efeitos sinérgico (S), indiferente (l) e antagonista (A).
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Concentragdo (ugmi-1) do extrato alcodlico da prépolis vermelha

Figura 1 — Curva de inibicdo do crescimento dos dermatofitos isolados de caes e
gatos atendidos no Hospital Veterinario Harmonia e Hospital Veterinario da UFRPE,
em Recife-PE, em diferentes concentracbes do extrato alcéolico de prépolis

vermelha brasileira.
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Figura 2 — Microscopia eletrénica de varredura dos isolados de Microsporum canis e M.
gypseum, onde A, C, E e G sao as micrografias controle sem propolis e B, D, F e H sé@o as
imagens tratadas com a concentracdo sub-inibitéria do extrato alcodlico da prépolis
vermelha. M. canis 02 (A e B); M. canis 14 (C e D); M. canis 15 (E e F) e M. gypseum 31 (G

e H).
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