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RESUMO

A criptococose, doenca classificada como micose sist€émica, causada por fungos do género
Criptococcus, vem se destacando como uma enfermidade que estd presente entre as prioridades
da Organiza¢ao Mundial de Satde, a qual publicou um Guia, recentemente, orientando sobre a
necessidade de novas pesquisas, voltadas a doencga e ao desenvolvimento de novos farmacos,
devido aos relatos de resisténcia antifiingica e grau de toxicidade nos pacientes. O tratamento
atual, para os portadores da enfermidade, se dd através do uso de anfotericina B associada a
flucitosina para os casos graves da doenca, e esta, quando estabilizada, passa a ser tratada como
terapia de manuten¢do com o fluconazol. No entanto, seguindo as orientagdes da OMS, devido
aos relatos de resisténcia antimicrobiana e toxicidade dos farmacos atuais, pesquisadores vém
visando alternativas para tratar a criptococose. O objetivo desse estudo foi realizar uma revisao
integrativa da literatura sobre monoterpenos com atividade anti-Cryptococcus neoformans. A
busca de material foi realizada nas bases de dados Web of Science, Medline/PubMed, Scopus,
Science Direct, Embase e Portal regional da BVS, utilizando os descritores “Cryptococcus” e
“monoterpenes” e refinando os artigos entre os anos 2012 e 2022. Foram encontrados um total
de 453 artigos, sendo 17 incluidos neste estudo. Os monoterpenos com atividade anti-
Cryptococcus neoformans foram: carvacrol, timol, linalol, geraniol, pineno, ocimeno, terpineol,
terpinenol, sabineno, acetato de geranila, cimeno, limoneno, neral, geranial ,citral e nerol, sendo
os 10 primeiros com acao fungicida comprovada e os demais com atividade inibitéria, os quais
foram testados, in vitro, através das técnicas de microdiluicdo e subcultivo, macrodiluicdo e
subcultivo e disco difusdo utilizando os seguintes meios de cultura: Caldo Sabouraud Dextrose,
Agar Sabouraud Dextrose, RPMI-1640, Agar Manitol de Levedura, Caldo de soja Trypticase e
Caldo Nutriente Verifica-se que os estudos in vitro podem contribuir com a continuagdo da
investigacdo de monoterpenos com potencial antifungico contra cepas de Cryptococcus
neoformans.

Palavras-chave: criptococose; antiflingico; monoterpenos.



ABSTRACT

Cryptococcosis, a disease classified as systemic mycosis, caused by fungi of the genus
Cryptococcus, has been highlighted as a disease that is present among the priorities of the World
Health Organization, which recently published a Guide, orienting on the need for new
researches, directed to the disease and to the development of new drugs, due to the reports of
antifungal resistance and degree of toxicity in patients. The current treatment for those with the
disease is through the use of amphotericin B associated with flucytosine for severe cases of the
disease, and this, when stabilized, is treated as maintenance therapy with fluconazole. However,
following WHO guidelines, due to reports of antimicrobial resistance and toxicity of current
drugs, researchers have been seeking alternatives to treat cryptococcosis. The aim of this study
was perform an integrative literature review on monoterpenes with anti-Cryptococcus
neoformans activity. The search for material was conducted in Web of Science,
Medline/PubMed, Scopus, Science Direct, Embase and BVS regional portal databases, using
the descriptors "Cryptococcus" and "monoterpenes” and refining the articles between the years
2012 and 2022. A total of 453 articles were found, 17 of which were included in this study. The
monoterpenes with anti-Cryptococcus neoformans activity were: carvacrol, thymol, linalool,
geraniol, pinene, ocimene, terpineol, terpinenol, sabinene, geranyl acetate, cymene, limonene,
neral, geranial, citral and nerol, the first ten with proven fungicide and the others with inhibitory
activity, which were tested, in vitro, through the techniques of microdilution and subculture,
macrodilution and subculture and disc diffusion using the following culture media: Sabouraud
Dextrose Broth, Sabouraud Dextrose Agar, RPMI-1640, Mannitol Yeast Agar, Trypticase Soy
Broth and Nutrient Broth It appears that in vitro studies can contribute to the continuation of
the investigation of monoterpenes with antifungal potential against strains of Cryptococcus
neoformans.

Keywords: Cryptococcosis; Antifungal; Monoterpenes.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas, ao longo do tempo, de modo alternativo
para o tratamento de diversas enfermidades. Desse modo, tornaram-se importante fonte de
estudo para o desenvolvimento de novos farmacos (CARNEIRO et al., 2014; WANGCHUCK;
TOBGAY, 2015; AZIZ et al., 2018).

Os dleos essenciais, extraidos de diversas partes da planta, mediante a técnica de arraste
a vapor, compreendem ao conjunto de metabdlitos secundarios. Sdo compostos quimicos
volateis, caracterizados por apresentarem odores intensos, serem lipofilicos, e possuirem grande
potencial farmacoldgico. A constituicdo quimica dessas substancias aromaticas € caracterizada
de acordo com cada espécie vegetal, entretanto, os fenilpropanoides e terpenos sao os mais
encontrados (BUSATO et al., 2014; MIRANDA et al., 2016; LUNA et al., 2019; SILVA et al.,
2019).

Os terpenos constituem uma classe de compostos naturais formada através da agregacao
de moléculas de isopreno (C5HS), sendo classificada em subgrupos: monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), terpenos ésteres (C25), triterpenos (C30) e terpenos
superiores (>C30), segundo o quantitativo de unidades de isoprenos. Os monoterpenos sao,
frequentemente, encontrados nos O6leos essenciais, sendo responsdveis por 90% de sua
composicdo. Estudos relatam que uma grande variedade estrutural é encontrada nesses
fitoconstituintes, podendo ter cadeias carbdnicas alifaticas, monociclicas (PINTO et al., 2015;
HABTEMARIAM et al., 2018; HUANG; OSBOURN, 2019; MATOS et al., 2019; LIRA et
al., 2020).

Os terpenos sdo conhecidos por apresentar diversas atividades bioldgicas, a exemplo de
acdo anticancer, anti-hiperglicémica, analgésica, anti-inflamatdria, antiparasitdria, antiviral,
antimicrobiana e antifingica (GUIMARAES et al., 2014).

As infecgdes flngicas sdo de grande relevancia clinica, além disso, ja existem registros
na literatura de que algumas espécies possuem resisténcia aos antifingicos. As micoses podem
ser superficiais ou profundas, sendo ocasionados por fungos patogé€nicos ou oportunistas
(PURCHIO, 2014).

Dentre os micro-organismos patogénicos, destacam-se os fungos dos géneros Candida,
Aspergillus e Cryptococcus como o0s trés principais causadores de infec¢des no mundo
(BRASSETTI et al., 2020). Cryptococcus spp. € uma levedura, cosmopolita, oportunista € € o
agente etiolégico da criptococose, uma micose que acomete, em sua maioria das vezes,

individuos imunossuprimidos. A enfermidade em questdo pode afetar principalmente os
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pulmdes e, em seguida, pode atingir o sistema nervoso central, sendo potencialmente fatal
(ZHAO; LIN, 2021). O tratamento de escolha € a anfotericina B associada a flucitosina, porém
na literatura ja existem reatos de resisténcia ao tratamento, além da toxicidade por parte da
anfotericina B, necessitando de alternativas medicamentosas para tratar a criptococose
(SETTANINGRUM; RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2019).

A criptococose tem sido uma enfermidade de preocupag¢do mundial e recentemente, a
Organizag¢do Mundial de Saide publicou um guia ressaltando a emergéncia em pesquisas e de
politicas publicas de saude para varias micoses e dentre elas, a criptococose. C. neoformans se
encontra como um dos patdgenos de alta prioridade, tendo em vista a severidade da doencga nos
individuos acometidos. (WHO, 2022).

Neste cendrio, € importante ressaltar a existéncia de estudos que investigam o potencial
antimicrobiano e mais especificamente, antifiingico. Tais estudos podem ser encontrados na
fase pré-clinica (in vitro e in vivo) e clinica de investigacdo. O presente trabalho de conclusao
de curso € sobre o levantamento na literatura a respeito da investigacdo de monoterpenos que
possuem um potencial antiftingico contra cepas de Cryptococcus neoformans, durante a fase
pré-clinica da pesquisa e que utilizam técnicas in vitro relacionadas a atividade dos referidos

fitoconstituintes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antimicrobiano dos monotermenos frente a cepas de

Cryptococcus neoformans.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar quais monoterpenos foram investigados, nos estudos cientificos, para
determinacdo da atividade fungicida e fungistética;

e Analisar quais técnicas, in vitro, foram utilizadas para determinar a concentragdo
inibitéria minima (CIM), a concentragao fungicida minima (CFM), acdo antibiofilme e
cinética dos monoterpenos frente a Cryptococcus neoformans;

e Destacar quais técnicas foram utilizadas para a determinagdo da CIM e CFM;

e Avaliar quais meios de culturas foram utilizados nos estudos experimentais.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Criptococose

As infecgdes fungicas ou micose constituem um problema a saidde publica global, e as
mesmas se apresentam de forma superficial, afetando o cabelo, mucosa, pele e unhas; ou ainda,
de forma profunda, afetando 6rgdos como pulmdes, trato gastrintestinal e sistema nervoso
central (STRICKLAND; SHI, 2021). As infec¢des sist€micas podem ser causadas por fungos
patogénicos ou oportunistas, e neste Ultimo caso, sdo incluidas a candidiase e criptococose
(PURCHIO, 2014).

A criptococose € uma doencga fiingica que provoca infeccdo pulmonar ou disseminada,
adquirida principalmente através da inalacdo de leveduras das espécies Cryptococcus
neoformans ou C. gattii (OLIVEIRA et al., 2008). Essas leveduras afetam pulmdes, sistema
nervoso central (SNC), e pele em humanos e animais; possuindo um fator de viruléncia
importante, como a presenca da capsula que facilita a sobrevivéncia da levedura no hospedeiro
(BARBOSA JUNIOR et al., 2013).

C. neoformans e C. gatti sdo leveduras que por meio de sua inalacdo pode suceder-se a
infec¢des clinicas como criptococose pulmonar, criptococose meningea e criptococose
sisttmica (DROMER et al., 2010). Vale destacar ainda que, Crypfococcus spp. ocasiona
criptococose cutanea com erupgdes ou até mesmo ulceragdes, ocorrendo em cerca de 10% a
20% de casos (CHIRIAC et al., 2017).

A infeccdo criptocdcica é abrangente em todo o globo, todavia, estudos sobre a
distribui¢do global das espécies de C. neoformans e C. gattii revelam que a maioria dos casos
ocorre na Africa e Asia, seguidas da América Central e do Sul. Nessa perspectiva, o Brasil é o
quarto pafs com maior niimero de pacientes com criptococose, estando atrds somente da Africa
do Sul, China e Estados Unidos (PIZANI; SANTOS, 2017).

No Brasil, a letalidade € ocasionada pelos dois agentes de criptococose: C. neoformans
e C. gattii. Em cerca de 45% a 65% em casos de meningite, seja ela associada ou ndo a AIDS
estad relacionada a meningite criptococica. A espécie C. neoformans afeta principalmente
individuos imunossuprimidos, em que cerca de um milhdo de casos de meningoencefalite por
ano em pacientes com AIDS em todo mundo, acontece aproximadamente 625 mil Obitos,
apresentando letalidade 53,3%, enquanto que, a letalidade para Cryptococcus gatti (provoca
criptococose em imunocompetentes) corresponde a 40% (BRASIL, 2019). Mais recentemente,

tem sido relatada que a criptococose ocasionada por C. neoformans tem sido apresentando
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indice de mortalidade em torno de 41% a 61% nos individuos imunossuprimidos em especial
naqueles que se encontram infectados por HIV (WHO, 2022).

O tratamento atual para a criptococose se dd através do uso de anfotericina B associada
a flucitosina, agindo respectivamente, nas células flingicas formando complexos com ergosterol
presente na membra flingica e, agindo através da inibicdo da sintese de 4cidos nucleicos,
inviabilizando a replicagdo do micro-organismo, para os casos graves da doenca (fase de
inducdo), e esta, quando estabilizada, passa a ser tratada como terapia de manuten¢do com o
fluconazol (fase de consolida¢do e manutengdo), que age através da inibigdo da enzima 14a-
lanosterol-desmetilase, com consequente inibi¢do de sintese do ergosterol, por pelo menos oito
semanas ou até resultado negativo em cultura (RIBEIRO; CERQUEIRA, 2019; BOSCH et al.,
2020; SASAKI et al., 2022; WHO, 2022).

3.2. Oleos essenciais

Desde a antiguidade, a sociedade fazia uso dos Oleos essenciais sem conhecer as
propriedades quimicas das substincias (tratamento empirico), a exemplo, dos egipcios, que
utilizavam para o tratamento de algumas doengas, massagem de embelezamento no rosto, com
o objetivo de se proteger do clima arido da regido e como ferramenta de conservacao dos
caddveres de seus entes queridos. Na idade média foi o periodo que se teve conhecimento
cientifico da atividade antimicrobiana e iniciou-se a exploracdo, mediante a extracdo e
comercializacdo, dessas substancias voléteis pelos Arabes (BRITO et al., 2013; ALMEIDA;
GHERARDI, 2020).

Encontrados em plantas aromadticas, os Oleos essenciais sdo definidos como um
conjunto de diversas substancias complexas constituidas de diversos produtos quimicos, ou
seja, metabolitos secundarios de determinadas estirpes vegetais, sintetizados com a finalidade
de combater micrébios e pragas. Também sao caracterizados por apresentarem odores intensos,
serem lipofilicos e voldteis, sendo os terpenos identificados como integrantes principais

(BUSATO et al., 2014; LEYVA-LOPEZ, 2017; RAMSEY et al., 2020).

3.3. Terpenos e monoterpenos

Nas plantas, os terpenos sdo descritos como o maior grupo com mais diversidade de

substancias naturais, sendo o responsavel pelo odor, sabor e cor das mesmas. Além disso, alguns
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animais de categorias maiores, podem obter presenca dessas substancias, a exemplo, dos
esterdis e esqualeno (COX-GEORGIAN et al., 2019).

Esses compostos sdo classificados quimicamente como alcenos naturais, pois
apresentam em sua estrutura uma ligacdo dupla entre carbonos, definido como hidrocarboneto
insaturado. Quando o terpeno apresenta oxigénio em sua constituicdo, a nomenclatura
modifica-se para terpenoide, podendo apresentar em sua constituicdo diferentes fungdes
orgadnicas como cetonas, dlcoois, fendis, éteres, 4cidos, aldeidos ou epdxidos terpénicos
(FELIPE; BICAS, 2017).

Todas as substincias voléteis pertencentes a esses grupos sdao formadas, independentes
das divergéncias relacionadas a disposi¢ao de suas ligagdes quimicas, estruturalmente em cinco
carbonos, sendo denominadas como unidades de isopreno (CsHg), as quais sdo conectadas entre
si mediante ligacdes “cabeca-a-cauda”, configurando assim a regra do isopreno. Ademais, as
unidades de cinco carbonos sdo derivadas do isopentenil pirofosfato (IPP) ou de seu isobmero
dimetilalil pirofosfato (DMAPP), por meio das vias bioquimicas do mevalonato e do 1-
desoxilulose 5-fosfato (DXP) (HILLIER; LATHE, 2019; BONCAN et al., 2020).

Quanto a classificagdo, os terpenos se categorizam mediante o quantitativo de moléculas
de isoprenos que hd em sua estrutura (tabela 1), podendo ser também sub-classificados através
do perfil de ciclalizacdo do composto, isto €, como aciclicos, monociclicos ou biciclicos (CHO

etal., 2017; LIRA et al., 2020).

Tabela 1. Classificagc@o dos terpenos segundo quantitativo de unidades de isopreno.

Classificacao Unidades de isopreno Quantidade de Carbono
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos >8 >40

Fonte: FELIPE; BICAS, 2017.

Os monoterpenos, por sua vez, correspondem a um maior e diversificado grupo de
substancias caracterizados por possuirem duas unidades de isoprenos conectadas em sua

estrutura quimica, podendo ser oxidados e ciclizados de distintos modos. Além disso, em
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decorréncia a seu peso molecular baixo, a maioria dos fitoconstituintes dessa classe, fazem parte

da composi¢do dos 6leos essenciais (ZIELINSKA-BLAJET; FEDER-KUBIS, 2020).

Figura 1. Estrutura geral do monoterpeno.

e b

Monoterpeno

Fonte: Melo (2005).

3.4. Crise dos antimicrobianos: Consequéncia associada ao uso exacerbado e a resisténcia
microbiana e a necessidade de pesquisa para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos.

Definidos como compostos naturais ou sintéticos, os farmacos de atividade
antimicrobiana, atuam inibindo o crescimento e/ou induzindo a morte de bactérias e fungos.
Podem ser utilizados de forma preventiva ou na terapia farmacoldgica preconizada (MOTA et
al., 2010).

A descoberta dos antimicrobianos foi um marco significativo na histéria da humanidade,
pois contribuiu positivamente no ambito da saide, tendo como consequéncia o declinio do
numero de mortes causadas por doencas desencadeadas de infeccdes bacterianas e/ou fungicas.
Devido ao uso indiscriminado dos farmacos pertencentes a essa classe, foram surgindo
microrganismos multirresistentes, ou seja, microbios que nao possuem sensibilidade a um ou
mais medicamento antimicrobiano, contribuindo para o aumento dos quadros clinicos graves e
complexos de se aplicar um tratamento, refletindo negativamente na saude publica
(KADOSAKI; SOUSA; BORGES, 2012; BARBOSA, 2014; FURTADO et al., 2019).

Diante disso, os monoterpenos tém sido moléculas promissoras na pesquisa de novos
farmacos com um potencial antifingico. O avanco sobre a elucidacdo dos mecanismos de a¢do
envolvidos dessas substancias associado ao conhecimento de seus usos tradicionais, enfatizam
as possiveis publicac¢des desses produtos em diversos campos, inclusive na medicina humana

(NAZZARO et al., 2017).
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4 METODOLOGIA

4.1. Delineamento do estudo

O presente estudo € uma revisdao do tipo integrativa, com o objetivo de reunir
informacdes acerca do tema proposto, compreendendo uma minuciosa investigacdo de
pesquisas que contribuem para o desenvolvimento e a inovagdo de moléculas com potencial
antifingico (OLIVEIRA et al., 2017). Para o direcionamento do estudo foi formulada a
seguinte pergunta: “Os monoterpenos apresentam atividade antimicrobiana promissora frente

as cepas de Cryptococcus neoforfans™?.

4.2 Estratégia de busca

A pesquisa foi realizada através das bases de dados Web of Science, Medline/ PubMed,
Scopus, Science Direct, Embase e Portal regional da BVS, utilizando os descritores
“Cryptococcus” e “monoterpenes” e refinando os artigos entre os anos 2012 e 2022, conforme
descrito no Anexo 1. Foram selecionados artigos em portugués, espanhol e inglés que

abordassem a atividade dos monoterpenos contra Cryptococcus neoformans.

4.3. Critérios de inclusio e exclusao

Foram incluidos artigos sobre a atividade antimicrobiana dos monoterpenos frente as
cepas de Cryptococcus neoformans que foram publicados nas linguas inglesa, portuguesa e/ou
espanhola.

Foram excluidas pesquisas realizadas em tempo cronolégico desconforme do
delimitado, pela qual ndo apresentaram a atividade antimicrobiana dos monoterpenos frente as
cepas de Cryptococcus neoformans, evidenciaram outras atividades farmacoldgicas, foram
revisdes da literatura, livros, capitulos de livros, ou que ainda, abordarem acerca de assuntos

nao pertinentes ao proposto.

4.4. Extracao de dados

A principio, foram encontrados um total de 453 artigos, desses, 70 documentos estavam
duplicados. 383 documentos foram avaliados através dos titulos e resumos, com o objetivo de

averiguar os critérios de elegibilidade estabelecidos. Em seguida, os artigos selecionados na
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primeira etapa foram lidos na integra (n = 63). Apds esse processo, 0os que ndo foram

qualificados, ou seja, ndo atenderem ao propdsito do estudo, foram excluidos (n = 46). Um total

de 17 artigos foram selecionados para compor esse estudo, conforme descrito na figura 1.

Figura 2. Pesquisa na literatura sobre os monoterpenos com atividade anti-Cryptococcus.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 453 artigos encontrados com os descritores utilizados nas bases de dados, 17 foram
selecionados para compor esse estudo. Do género Cryptococccus, a espécie Cryptococcus
neoformans foi a inica mencionada nos estudos, conforme descrito na tabela 2.

Os monoterpenos com atividade anti-Criptococcus neoformans foram: carvacrol, timol,
linalol, geraniol, pineno, ocimeno, terpineol, terpinenol, sabineno, acetato de geranila, cimeno,
limoneno, neral, geranial ,citral e nerol, sendo os 10 primeiros com a¢do fungicida comprovada
e os demais com atividade inibitéria, os quais foram testados, in vitro.

O monoterpeno timol foi o composto mais testado em cepas diferentes de
Cryptocococcus neoformans, totalizando 17 experimentos, seguido do carvacrol, que testou
contra 11 cepas diferentes. Todos os estudos realizados foram, in vitro, através das técnicas de
microdiluicdo e subcultivo, macrodiluicdo e subcultivo e disco difusao, sendo a primeira técnica
mais utilizada. Os meios de culturas presentes nos estudos foram: Caldo Sabouraud Dextrose
(CSD), Agar Sabouraud Dextrose (ASD), RPMI-1640, Agar Manitol de Levedura (YMA),
Caldo de soja Trypticas (TSB) e Caldo Nutriente, sendo ASD o mais utilizado.

A CIM do carvacrol variou entre 25 a 81 ug/mL e a CEM, 25 a 102 ug/mL (NOBREGA
et al., 2016). Houve estudo que apresentou CIM e CFM de 0,16 uL/mL (ZUZARTE et al.,
2012; Zuzarte et al., 2013). Acredita-se que o carvacrol pode agir inibindo o crescimento
fingico através de interacdes com a parede celular (NOBREGA et al., 2016).

A CIM do timol variou entre 20 a 50000 pg/mL e a CFM variou de 40 a 100000 pg/mL
(LOPEZ et al., 2012; MBACK et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2018; MSEDDI et al., 2020).
Houve estudo que apresentou CIM e CLM de 0,16 uL/mL (ZUZARTE et al., 2013). No
experimento de Mseddi et al., (2020), a razao CIM/CFM foi de 2, sendo considerada fungicida,
e ainda nesse mesmo estudo, ao realizar o teste de disco difusdo, 10 mg/6mm do timol inibiu o
crescimento de C. neoformans ATCC 14116 apresentando um halo de inibi¢cdo de 12mm. Na
andlise de associacdo entre timol e o 6leo essencial de A. heliotropioides, a interagdo foi
sinérgica contra 02 cepas (IFIC <0,5) (Mback et al. (2016). Através dos ataques aos
fosfolipidios da membrana, a atividade antifiingica do timol parece estar associada ao aumento

da permeabilidade celular tendo como consequéncia a morte da célula (TEIXEIRA et al.;2020).



23

Tabela 2. Monoterpenos com atividade antiftingica contra Cryptococcus spp. de acordo com a pesquisa realizada na literatura entre 2012 a 2022.

MONOTERPENOS COM ATIVIDADE ANTI-Cryptococcus spp.

M‘°T°' Origem Inéculo Meio de I.’erlodo fl € Testes in vitro Efeitos Referéncia
organismo cultura incubacio
Carvacrol
Carvacrol C. neoformans RPMI-1640 Macrodiluigio e subcultivo CIM: 0,16 uL/mL e Zuzarte et al
. 6 - - o, K - Yy .
(Fluka) (1 cepa) CECT 1078 1 x 10° UFC/mL MOPS e ASD 35°C por 48-72h de 2QpL do tl}lbO.SCm. ) CLM: 0,16 uL/mL 2012
crescimento flingico visivel
Macrodilui¢do e subcultivo
C. neoformans 3 RPMI-1640 e o CIM: 0,16 uL/mL e Zuzarte et al.,
Carvacrol (1 cepa) CECT 1078  1-2 x 10° UFC/mL ASD 35°C por 48-72h de ZQ pL do tl}boisem' ) CLM: 0,16 uL/mL 2013
crescimento flingico visivel
Carvacrol C. neoformans ~ Cepas Microdiluido e subcultivo yr. 55, 81 io/mL e Nobrega er al
(Sigma- : °Pi 1-5x 10UFC/mL ~ CSDe ASD  37°C por 72h de 10 pL do pogo sem ; He & .
. (10 cepas) clinicas . P . CFM: 25a102 ug/mL. 2016
Aldrich) crescimento fiingico visivel
Timol
. Disco difusao (10mg/6mm 7y 145 1y opyy
Timol C. neoformans de disco), Microdilui¢do e 50mg/mL; CFM: Mseddi et al
(Sigma- ’ ATCC 14116 2.0 McFarland CSDe ASD  37°C por 48h subcultivo de 10 pL do gimt ; v
. (1 cepa) . 100mg/mL; CIM/CFM: 2020
Aldrich) pogo sem crescimento ..
L . 2 (fungicida)
fingico visivel
Timol C. neoformans 10 32264 1.5x 10° UFC/mL ~ RPMI-1640 5> CPorperiodo ypo siivicao CIM: 62,5 ug/mL Lopez et al.,
(1 cepa) nao informado 2012
Timol Microdilui¢do e subcultivo ) .
(Sigma- C. neoformans  Cepas 1-5x 10UFC/mL  CSDe ASD  35°C por 48h de 10 uL do pogo sem CIM: 20231 pg/mL e Teixeira et al.,
. (10 cepas) clinicas . P . CFM:40a 102 ug/mL 2018
Aldrich) crescimento fiingico visivel
Macrodilui¢ao e subcultivo
. C. neoformans 3 RPMI-1640 e o CIM: 0,16 uL/mL e Zuzarte et al.,
Timol (1 cepa) CECT 1078  1-2x 10° UFC/mL ASD 35°C por 48-72h de 2Q pL do tl}lbO.SCm. ) CLM: 0,32 uL/mL 2013
crescimento flingico visivel
Microdiluicao, subcultivo CIM: 0,06 2 0,2 mg/mL;
CFM: 0,2 a 1| mg/mL e
Timol de 50 pL do pogo sem associa¢do com 6leo
(University of C. neoformans  Cepas 2.5 x 105 URC/mI Caldo 35°C por 48h e crescimento flingico visivel essecial de A Mback et al.,
cd (04 cepas) clinicas ’ nutriente 37°C por 72h em 150 pL de meio de ) L 2016
Yaoundé I) heliotropioides:

cultura e associagdo de
substancias

sinérgico contra 02
cepas (IFIC <0,5)

Linalol



C. neoformans

Disco difusdo (50 pL/6mm
de disco), Microdiluigéo e

ZI: 29 mm; CIM: 0,25
pg/mL; CEM: 0,5
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Blazekovi¢ et

. i 6 o . .
Linalol (1 cepa) Ignorada 1-5x 10° UFC/mL.  CSDe ASD  28°C por2 a5 dias subcultivo de IQ pL do ug/mlL: CIM/CFM: 0,5 al. 2018
poco sem crescimento (fungicida)
fangico visivel &
. Macrodilui¢do e subcultivo .
Linalol C. neoformans 6 RPMI-1640 e o CIM: 5,0 uL/mL e Pinto et al.,
(Fluka) (1 cepa) CECT 1078 1 x 10° UFC/mL ASD 37°C por 48-72h de ZQ pL do tl}boisem. ) CLM: 5,0 uL/mL 2013
crescimento fiingico visivel
Geraniol
. Macrodilui¢do e subcultivo CIM: 0,16 a 0,32 .
Geraniol C.neoformans g 1078 1 x 10°UFC/mL  SEMIFI640€ 3000 00 48-70h de 20 u do tubo sem uL/mLeCLM: 032  Lintoetal,
(Fluka) (1 cepa) ASD . L. . 2013
crescimento fungico visivel pL/mL
Ajustado a 0,5
Geraniol McFarland e diluido
(Sigma- C. neoformans Isolados 1.:5.0 em soro RPMI-1640- 35°C por 48h Microdilui¢ao CIM: 16 a 128 pg/mL Miron et al.,
Aldrich) (2 cepas) fisiologico seguido ~ MOPS 2014
de dilui¢do 1:20 em
RPMI-MOPS
Pineno
a-pineno (Cl Zj;i: ;”’”‘”’s ATCC 14116 1 x 106 UFC/mL TSB 37°C por 48h Microdiluicio CIM: 1,0 pg/mL zRggfer etal.,
(+)-0-pineno .
(Sigma- (Cl é’fg ;”m‘”’s ATCC 32045 7,5x 10’ UFC/mL  YMA 35°C por 24h Microdiluicio CIM: 156,3 pg/mL gg;glabl etal,
Aldrich)
(-)-a-pineno .
(Sigma- (Cl fgg ;”"m“”s ATCC 32045 7,5x 10'UFC/mL  YMA 35°C por 24h Microdiluicdo CIM: 156,3 pg/mL S()";glabl etal.,
Aldrich)
(+)-B-pineno .
(Sigma- C. neoformans 1o 32045 7,5x 10 UFC/mL  YMA 35°C por 24h Microdilui¢do CIM: 156,3 pg/mL Owolabi et al.,
Aldrich) (1 cepa) 2020
. Macrodilui¢do e subcultivo .
a-pineno C. neoformans 6 RPMI-1640- o } CIM: 0,08 uL/mL e Cavaleiro et
(Fluka) (1 cepa) CECT 1078 1 x 10° UFC/mL MOPS e ASD 37°C por 48-72h de ZQpL do tliboisem. ) CFM: 0,32 uL/mL al., 2015
crescimento fiingico visivel
CIM: 117 pg/mL e
(+)-0-pineno X i . R .. associacdo com .
(Sigma- ((i Z:Oi: ?rmans Cepa clinica 1 x 10° UFC/mL ﬁ/%\gls 1640 37°C por 48h 3@1:;%2122512 € ASSOCIACAO ) nfotericina B: 533 etal,
Aldrich) p indiferente (IFIC >1.0 e

<4.0)



(+)-B-pineno

CIM: 234 pg/mL e
associagdo com
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(Sigma- ﬁ :eeoi: ;erans Cepa clinica 1 x 10° UFC/mL 11\{/[[)01\%15_1640_ 37°C por 48h 2?:{:;212%;2 © ASSOCIACAO o nfotericina B: ggr; etal,
Aldrich) P indiferente (IFIC >1.0 e
<4.0)
C. neoformans RPMI-1640 e Macrodilui¢ao e subcultivo CIM: 0,32 uL/mL e Gongalves et
i . R 3 - o B . ’
B-pineno (1 cepa) CECT 1078  1-2x 10° UFC/mL ASD 35°C por 48-72h de ZQpL do tliboisem. ) CLM: 0,32 uL/mL al., 2012
crescimento fiingico visivel
Macrodilui¢do e subcultivo ) )
a-pineno O 1eOMAnS  cpeT 078 1:2x10° URCmL NEMEI040€ 5500 048700 de 20 L do tubo sem CIM: 20 pL/mL e CLM: - Gongalves f
(1 cepa) ASD . L. . 20 uL/mL al., 2012
crescimento fingico visivel
Ocimeno
C. neoformans RPMI-1640 e Macrodiluigao e subcultivo CIM: 0,64 uL/mL e Gongalves et
_ . . _ 3 = 1) R .Y,
B-ocimeno (1 cepa) CECT 1078 1-2 x 10° UFC/mL ASD 35°C por 48-72h de 2QpL do tl}boisem. ) CLM: 0,64 uL/mL al., 2012
crescimento fiingico visivel
. Macrodilui¢do e subcultivo CIM: 0,16 a 0,32
Ocimeno — C. neoformans — cpop 1078 15 10° URC/mL,  REMI1640- 550000048 70h de 20 uLL do tubo sem uL/mLe CLM: 0,16 Yalente et al,
(SAFC) (1 cepa) MOPS e ASD . LT 2013
crescimento fingico visivel 0,32 uL/mL
Cis-f- Macrodiluicdo e subcultivo CIM: 0,16 a 0,32
Ocimeno (Cl fg"g ;’””“”S CECT 1078 1 x 106 UFC/mL llf/%\gls' 1661(;']) 35°C por48-72h  de 20 pL do tubo sem uL/mL e CLM: 0,16 a ggfgm etal,
(SAFC) P crescimento fingico visivel 0,32 uL/mL
. Macrodiluigdo e subcultivo .
-ocimeno C. neoformans 6 RPMI-1640- o CIM: 0,16 uL/mL e Cavaleiro et
(Fluka) (1 cepa) CECT 1078 1 x 10" UFC/mL MOPS ¢ ASD °/ CPord8-72h —de20uldotubosem g 6T 30 T /mE gl 2015
crescimento fiingico visivel
Terpineol
a-terpineol .
(Sigma- C. neoformans  \rcc 32045 7,5x 107 UFC/mL  YMA 35°C por 24h Microdilui¢do CIM: 156,3 pg/mL Owolabi et al.,
. (1 cepa) 2020
Aldrich)

. Macrodilui¢do e subcultivo .
a-terpineol C. neoformans 6 RPMI-1640- o CIM: 0,64 a 1.25 pg/mL Pinto et al.,
(Merck) (1 cepa) CECT 1078 1 x 10° UFC/mL MOPS e ASD 37°C por 48-72h de ZQ pL do tlfboisem. ) ¢ CEM: 1,25 uL/mL 2014

crescimento fiingico visivel
Terpinenol
. Macrodilui¢do e subcultivo .
Terpinen-4-ol C. neoformans 6 RPMI-1640 e o CIM: 1,25 uL/mL e Pinto ez al.,
(Fluka) (1 cepa) CECT 1078 1 x 10° UFC/mL ASD 37°C por 48-72h de 20 uL do tubo sem CLM: 1,252 2,5 uL/mL 2013

crescimento fiingico visivel

Sabineno



Macrodilui¢do e subcultivo
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. C. neoformans 3 RPMI-1640- o CIM: 0,32 uL/mL e Valente et al.,
Sabineno (1 cepa) CECT 1078  1-2x 10° UFC/mL MOPS e ASD 35°C por 48-72h de ZQ pL do tlfboosem' ) CLM: 0,64 pL/mL 2013
crescimento fiingico visivel
Cimeno
p-cimeno C. neof: Owolabi et al
(Sigma- a fj;’a;”m“”s ATCC 32045 7,5x 10’ UFC/mL ~ YMA 35°C por 24h Microdiluigdo CIM: 156,3 pg/mL 5000 erak,
Aldrich)
Limomeno
(+)-limoneno o rmans Owolabi ef al
(Sigma- a :;’a;”m“” ATCC 32045 7,5x 10’ UFC/mL  YMA 35°C por 24h Microdiluigdo CIM: 156,3 pg/mL 5000 erat
Aldrich)
(-)-limoneno C. neoformans Owolabi et al
(Sigma- (1' cepa) ATCC 32045 7,5x 10’ UFC/mL  YMA 35°C por 24h Microdilui¢do CIM: 156,3 pg/mL 2020 v
Aldrich)
Acetato de
geranila
Acetato de Macrodilui¢do e subcultivo ) .
geranila C.neoformans  -pr 1078 1 x 106 UFC/ML ~ SEMI1640€ 3000 00 48700 de 20 uL do tubo sem CIM: 032 pL/mLe  Pinto et al,
(1 cepa) ASD . LT CLM: 0,64 unL/mL 2013
(DBH) crescimento fingico visivel
Neral
Ajustado a 0,5
McFarland e diluido
C. neoformans 1:50 em soro RPMI-1640- o . o ) Miron et al.,
Neral (2 cepas) Isolados fisiologico seguido  MOPS 35°C por 48h Microdiluicao CIM: 2 a 32 ug/mL 2014
de diluicao 1:20 em
RPMI-MOPS
Geranial
Ajustado a 0,5
McFarland e diluido
. C. neoformans 1:50 em soro RPMI-1640- o . S ) Miron et al.,
Geranial (2 cepas) Isolados fisiolégico seguido  MOPS 35°C por 48h Microdiluicao CIM: 1 a 16 ug/mL 2014
de dilui¢ao 1:20 em
RPMI-MOPS
Citral
Citral Ajustado a 0,5
(Sigma- C. neoformans Isolados McFarland e diluido RPMI-1640- 35°C por 48h Microdiluigdo CIM: 8 2 16 ug/mL Miron et al.,
Aldrich) (2 cepas) 1:50 em soro MOPS 2014

fisiolégico seguido
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de dilui¢do 1:20 em

RPMI-MOPS
Nerol
Ajustado a 0,5
Nerol McFarland e diluido
. C. neoformans 1:50 em soro RPMI-1640- o . S i Miron et al.,
(Slgrpa- (2 cepas) Isolados fisiolégico seguido  MOPS 35°C por 48h Microdilui¢io CIM: 128 pg/mL 2014
Aldrich) oo
de diluicdo 1:20 em
RPMI-MOPS

Legenda: ATCC: American Type Culture Collection; CECT: Spanish Type Culture Collection; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CFM: Concentragdo Fungicida Minima;
CLM: Concentragdo Letal Minima; ZI: Zona de Inibi¢cdo; UFC/mL: Unidade Formadora de Colonia por 1 mililitro; ASD: Agar Sabouraud Dextrose; CSD: Caldo Sabouraud
Dextrose; TSB: Tryptic Soy Broth; YMA: Yeast Manitol Agar.

Fonte: Autoria prépria, 2022.
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O linalol também inibiu o C. neoformans, a CIM foi de 0,25 pg/mL e a CFM: 0,5 ug/mL,
a razdo CIM/CEFM foi 0,5, sendo considerada fungicida (BLAZEKOVIC et al. 2018). Houve
estudo que apresentou CIM e CFM de 5,0 uL/mL (PINTO et al., 2013). Pode haver a
interferéncia do linalol na biossintese da parede celular e/ou aumentar a permeabilidade idnica
da membrana celular fingica (DIAS et al. 2017).

A CIM do geraniol variou entre 16 a 128 pg/mL (MIRON et al., 2014). PINTO et al.
(2013) encontrou a CIM entre 0,16 a 0,32 pL/mL e CLM de 0,32 uL/mL. O acetato de geranila
€ classificado como monoterpeno e é derivado do geraniol (CELLUPI et al., 2022). Apresentou
CIM de 0,32 pL/mL e CFM de 0,64 pL/mL (PINTO et al, 2013). O geraniol atua
desestabilizando a membrana fingica, aumentando a permeabilidade celular, extravasando o
contetido intracelular, possivelmente inibindo o crescimento fiingico (LEITE ez al., 2015).

Estudos envolvendo o monoterpeno pineno também foi encontrando, através de seus
isomeros o-pineno e fB-pineno, que divergem quanto a posi¢do da dupla ligagdo em sua
estrutura. A CIM do a-pineno foi de 1,0 ug/mL, a do (-)-a-pineno foi de 153,6 ug/mL e a CIM
de (+)-a-pineno variou entre 117 a 153,6 ug/mL (SILVA et al., 2012; OWOLABI et al., 2020;
RAPPER et al., 2021). A CIM do (+)-B-pineno variou entre 153,6 e 234 ug/mL (SILVA et al.,
2012; OWOLABI et al., 2020). Houve estudo que a CIM do a-pineno variou entre 0,08 a 20
pL/mL e CEM variou entre 0,32 a 20 uL/mL (GONCALVES et al., 2012; CAVALEIRO et al.,
2015) e B-pineno, a CIM e CLM foram de 0,32 uL/mL (GONCALVES et al., 2012). Ao
associar o (+)-a-pineno e o (+)-B-pineno com a anfotericina B, a interacdo foi indiferente (Silva
etal., 2012).

O possivel mecanismo de agdo antiftingico do a-pineno e B-pineno € através da inibi¢ao
do transporte de fons e aumento da permeabilidade celular, inviabilizando a integridade celular
fungica, além disso, o B-pineno também pode estar envolvido na inibicdo da biossintese do
ergosterol, um importante constituinte da membrana celular fingica (ANDRADE et al., 2018).

O ocimeno também apresentou atividade anti-Cryptococcus, com CIM que variou entre
0,16 20,32 uL/mL e CFM entre 0,16 a 0,32 uL/mL (VALENTE et al., 2013). A CIM B-ocimeno
variou entre 0,16 e 0,64 uL/mL e a CFM variou entre 0,16 e 0,64 uL/mL (GONCALVES et
al., 2012b; CAVALEIRO et al., 2015). Cis-B-ocimeno apresentou CIM e CFM entre 0,16 a
0,32 uL/mL (ZUZARTE et al., 2013). O monoterpeno exerce atividade antifungica interagindo
com a membrana e enzimas devido a sua caracteristica lipofilica, alterando a composi¢ao dos
acidos graxos, inibindo o crescimento microbiano (TEIXEIRA et al., 2020).

O a-terpineol apresentou CIM de 156,3 ug/mL (OWOLABI et al., 2020). Nos resultados
de Pinto et al. (2014), a CIM variou entre 0,64 a 1.25 ng/mL e CFM foi de 1,25 pL/mL.
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A CIM do terpinenol foi de 1,25 uL/mL e CLM variou entre 1,25 a 2,5 uL/mL (PINTO
et al. 2013). Sua atividade possivelmente ocorre devido aos multicomponentes que interferem
na parede celular, realizam a desnaturacdo proteica e interferem na membrana do micro-
organismo (SUN; ZHANG; LI, 2012).

O sabineno apresentou CIM de 0,32 uL/mL e CFM de 0,64 uL/mL (VALENTE et al.
2013). O sabineno possivelmente interage com enzimas e proteinas da membrana, penetrando
a bicamada lipidica, tornando-a mais permedvel, ocasionando o extravasamento do material
celular (MATIAS et al., 2016).

O cimeno e limoneno apresentaram CIM de 156,3 pg/mL (OWOLABI et al., 2020). A
atividade antifingica do cimeno pode ser atribuida com a interacdo com a glucosamina-6-
fosfato sintase (DUTTA et al., 2020; ACHIMON et al., 2022). Enquanto que a atividade
antifingica do limoneno pode estar relacionada com a inibi¢do da pectina metilesterase,
responsavel pela metilesterificacio das pectinas - componente da parede celular flingica — entdo
ao inibi-la, inviabiliza a manuten¢do do contetido idnico na parede celular, afetando o
desenvolvimento microbiano (ACHIM()N etal., 2022).

O neral (cis-citral) apresentou CIM entre 2 a 32 ng/mL, o geranial (trans-citral) entre 1
a 16 pg/mL, o citral apresentou CIM entre 18 a 16 pg/mL e o nerol, CIM de 128 pg/mL
(MIRON et al., 2014). O citral é uma mistura de dois isdmeros geométricos — neral (isdmero
cis) e geranial (isdmero trans), no entanto, possuiu CIM mais elevada do que o neral e geranial
isolados. O possivel mecanismo de acdo do citral e nerol ndo ocorre pela inibi¢do do controle
da parece celular, ou seja, ndo interage com o sorbitol, mas possivelmente ocorre devido a
afinidade com o ergosterol flingico, formagao de canais e uma consequente desestabilizacdo da
membrana fungica (MIRON et al., 2014; WICAKSONO, SULISTIONO, 2021).

Conforme relatado na literatura, o uso de produtos naturais bioativos vem sendo
amplamente estudado com a finalidade de ser uma alternativa para o tratamento de doencas,
dentre elas, as infeccdes fungicas. S3o acessiveis a populacdo e possui amplo conhecimento
empirico, porém algumas desvantagens sdo a toxicidade em humanos, além de ainda ndo
possuir o mecanismo de acdo bem elucidado (NETO et al., 2014).

Por isso, € importante mencionar que os resultados apresentados da atividade anti-
Cryptococcus neoformans, sao o comeco das pesquisas de novas moléculas antiftingicas, sendo
sugerida a realizacdo de ensaios complementares como modificacdes na parede celular e
membrana celular fungica, associacdo de substincias, modificacdes na cdpsula polissacaridica
do Cryptococcus neoformans, interferéncia na formacao do biofilme flingico, citotoxicidade

entre outros ensaios, para elucidar seus efeitos completos. Esses estudos servem de base para o
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desenvolvimento da pesquisa com monoterpenos, com ensaios pré-clinicos in vivo, como
toxicidade aguda e cronica, bem como investigacdo do possivel efeito antifingico dos

monoterpenos em modelos animais, além dos ensaios clinicos de fase I, II, Ill e IV.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

Diante do exposto, neste estudo, foi possivel observar a acdo de monoterpenos contra
leveduras do género Cryptococcus, dentre eles: linalol, geraniol, pineno, ocimeno, terpineol,
terpinenol, cimeno, limoneno, acetato de geranila, neral, nerol, geranial, citral;-destacando-se
carvacrol, timol, linalol, geraniol, pineno, ocimeno, terpineol, terpinenol, sabineno, acetato de
geranila por apresentarem acgdo fungicida e os demais atividade fungistitica. Ao associar o
pineno com o antifiingico anfotericina B que estd disponivel do mercado, obteve-se efeito
indiferente.

O possivel mecanismo de acdo da maioria dos monoterpenos ocorre através de ataque a
membrana, afinidade com o ergosterol fingico, formacdo de canais e uma consequente
desestabilizacdo da membrana flingica.

Por fim, de acordo com os resultados obtidos, faz-se necessario estudos mais
aprofundados sobre tais substancias para avaliar a possibilidade de pesquisas que visem o

desenvolvimento de novos medicamentos no mercado.
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Apéndice A. Estratégia de pesquisa para a revisao.

MEDLINE/PUBMED
(NATIONAL
LIBRARY OF
MEDICINE)

(("cryptococcus"[MeSH Terms] OR "cryptococcus"[All Fields])
AND ("monoterpenos'[MeSH Terms] OR "monoterpenos"[All
Fields] OR "monoterpene"[All Fields] OR "monoterpenic"[All
Fields] OR "monoterpenos"[Todos os campos])) AND
(2012:2022[pdat])

Science Direct

#1 Cryptococcus
#2 Monoterpenes
#3 #1 AND #2 AND 2012-2022

SCOPUS
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