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RESUMO

Dermatéfitos ¢ uma denominacdo dada a um grupo de fungos especializados em invadir e
colonizar tecidos queratinizados como pele, cabelos e unhas de seres humanos e animais,
causando as dermatofitoses ou tineas. As dermatofitoses apresentam distribuicdo global,
sendo considerado um problema de saide publica. Entre os dermatéfitos Trichophyton
rubrum é responsavel pela maior incidéncia nos casos de tinea pedis, tinea capitis e tinea
unguium. Com o numero reduzido de classes de farmacos antifingicos (azois, alilaminas,
griseofulvina) disponiveis no mercado e os crescentes fendmenos de resisténcias flngicas
tém-se buscado novas formas de implementar a terapia antifingica. Posto isso, os produtos
naturais como terpenos surgem como uma alternativa vélida, tendo em vista que apresentam
caracteristicas antimicrobianas. Sesquiterpenos sdo produtos naturais encontrados em o6leos
essenciais que representam uma alternativa para superar mecanismos de resisténcia flngica
como a expressao de bombas de efluxo, e os efeitos indesejaveis da terapia convencional dos
farmacos como a griseofulvina. Por isso, foi investigada a atividade antifungica e moduladora
da sensibilidade de a-bisabolol e nerolidol em 7. rubrum, T. interdigitale H6 e T. interdigitale
Amdr2 a griseofulvina. A concentragdo inibitéria minima (CIM) das drogas—testes foi
determinada por microdiluicdo. Posteriormente, o efeito das drogas-testes sobre a
funcionalidade da membrana plasmatica (liberacdio de K*) foi analisada. A CIM da
griseofulvina foi determinada em concentragdes subinibtérias dos sesquisterpenos ou
clorpromazina (ensaio de modulagdo). Por fim, um estudo de associagdo foi realizado com a
griseofulvina e os sesquisterpenos (checkerboard). o-bisabolol foi mais potente que o
nerolidol porque apresentou valores de CIM 32 vezes menores. Todos os fungos sensiveis a
griseofulvina a partir de 8 pg/mL. Com exceg¢do da griseofulvina, todas as drogas-testes
aumentaram a liberacdo de K" (p<0,05), afetando a funcionalidade da membrana plasmaética.
O nerolidol modulou a sensibilidade a griseofulvina de todas as cepas e o a-bisabolol
modulou a sensibilidade apenas de T. interdigitale H6 e T. interdigitale Amdr2. Neste estudo,
observou-se que a clorpromazina ndo modulou a sensibilidade do fungo 7. rubrum LM 4 a
griseofulvina e pode ser devido a ndo expressdo de proteinas transportadoras ABC, pois a
clopromazina é um reconhecido bloqueador de bombas de efluxo. Assim, € sugestivo que a
modulagdo possivelmente ndo envolve interferéncia na atividade de transportadores ABC
codificada pelo gene mdr2. Nerolidol a-bisabolol apresentaram sinergismo e aditividade,
respectivamente, em associacdo com a griseofulvina. Finalmente, os resultados do presente
estudo sugerem o uso potencial dos compostos a-bisabolol e nerolidol como agentes
antifingicos e moduladores da sensibilidade de Trichophyton spp a griseofulvina. Essas
informacdes podem ser Uteis para investigacdo visando aplicagdes clinicas do a-bisaolol e
nerolidol no tratamento de dermatofitoses, especialmente em infec¢des por 7. rubrum. No
entanto, sdo indispensaveis mais estudos para o desenvolvimento de formulagdes e aplica¢des
desses compostos na terapia antifingica.

Palavras-chave: sesquiterpenos, antifingicos, resisténcia microbiana, bombas de efluxo.



ABSTRACT

Dermatophytes is a name given to a group of fungi specialized in invading and colonizing
keratinized tissues such as skin, hair and nails of humans and animals, causing the
dermatophytosis or tinea. Dermatophytosis has a global distribution and is considered a
public health problem. Among the dermatophytes Trichophyton rubrum is responsible for the
highest incidence in the cases of tinea pedis, tinea capitis and tinea unguium. With the
reduced number of classes of antifungal drugs (azole, allylamine, griseofulvin) available in
the market and the growing phenomena of fungal resistance, new ways of implementing
antifungal therapy have been sought. Thus, natural products such as terpenes appear as a valid
alternative, in view of their antimicrobial characteristics. Sesquiterpenes are natural products
found in essential oils which represent an alternative to mechanisms of fungal resistance such
as the expression of efflux pumps, and the undesirable effects of conventional drug therapy
such as griseofulvin. Therefore, the antifungal and modulatory activity of the sensitivity of a-
bisabolol and nerolidol in T. rubrum, T. interdigitale H6 and T. interdigitale Amdr2 to
griseofulvin were investigated. The minimum inhibitory concentration (MIC) of test drugs
was determined by microdilution. Subsequently, the effect of drug-testing on plasma
membrane functionality (K * release) was analyzed. The MIC of griseofulvin was determined
at subinibtial concentrations of sesquisterpenes or chlorpromazine (modulation assay).
Finally, an association study was performed with griseofulvin and sesquisterpenos
(checkerboard). a-bisabolol was more potent than nerolidol because it presented 32-fold lower
MIC values. All fungi susceptible to griseofulvin from 8 pg / mL. With the exception of
griseofulvin, all drug-tests increased the release of K * (p <0.05), affecting the functionality of
the plasma membrane. Nerolidol modulated the susceptibility to griseofulvin of all strains and
a-bisabolol modulated the sensitivity only of T. interdigitale H6 and T. interdigitale Amdr?2.
In this study, we observed that chlorpromazine did not modulate the sensitivity of the fungus
T. rubrum LM 4 to griseofulvin and may be due to non-expression of ABC transporter
proteins, since clopromazine is a recognized blocker of efflux pumps. Thus, it is suggestive
that the modulation possibly does not involve interference in the activity of ABC transporters
encoded by the mdr2 gene. Nerolidol a-bisabolol presented synergism and additivity,
respectively, in association with griseofulvin. Finally, the results of our study suggest the
potential use of a-bisabolol and nerolidol compounds as antifungal agents and modulators of
the sensitivity of Trichophyton spp to griseofulvin. This information may be useful for
research aimed at clinical applications of a-bisaolol and nerolidol in the treatment of
dermatophytosis, especially in 7. rubrum infections. However, further studies are needed for
the development of formulations and applications of such compounds in antifungal therapy.

Key words: sesquiterpenes, antifungals, microbial resistance, efflux pumps.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses ou tineas s@o infec¢des fingicas que acometem tecidos
queratinizados como a pele, cabelos e unhas de seres humanos e animais, sendo o tipo de
infeccdo mais prevalente em todo o mundo (GHELARDI et al., 2014). Os casos de
dermatofitoses podem vir associados ao enfraquecimento dos fatores de imunidade,
superdosagem de antibidticos e corticosteroides, principalmente em idosos e individuos
imunocomprometidos. O principal agente causador de dermatofitose € Trichophyton rubrum,
comumente associado a onicomicose, tinea pedis e tinea corporis cronicas e recorrentes
(GHELARDI et al., 2014; BORAL et al., 2018).

Dentre as terapias disponiveis para o tratamento dessa infeccdo, destacam-se as
alilaminas orais e tdpicas, azdis, benzoxabordis, ciclopirox e amorolfina e griseofulvina.
Griseofulvina € indicada para tratar infeccdes flingicas em humanos e animais, em seu modo
de acdo sabe-se que este composto liga-se a tubulina, interferindo na montagem dos
microtubulos fingicos e inibindo a mitose (SCORZONI et al., 2017). Porém essas terapias
convencionais podem apresentar efeitos adversos graves, além de possibilitar que fungos
desenvolvam mecanismos de resisténcia (FLORES; BECK; DA SILVA, 2016).

As bombas de efluxo parecem ser o mecanismo mais comum de resisténcia em
dermatdfitos. Os transportadores ABC (ATP- binding cassette) estao relacionados a diversos
processos como absor¢do de nutrientes e efluxo de drogas, diminuindo sua concentracdo
intracelular, resultando na pequena quantidade de farmaco no local de acdo, estando assim
intimamente envolvidos em mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos (MDR-multidrug
resistance) que por sua vez reflete em um elevado ndmero de falhas terapéuticas
(FUENTEFRIA et al., 2017; BORAL et al., 2018).

Diante deste contexto, os produtos naturais surgem como uma fonte de moléculas com
potencial atividade antifungica ou moduladora da sensibilidade de fungos patogénicos. Entre
essas moléculas, presentes em 6leos essenciais de plantas aromdticas se destacam, pois sao
metabolitos secundédrios com relevante potencial antifingico j4 relatado, assim como € o caso
dos sesquiterpenos que estao entre esses componentes. Neste estudo, investigou-se a atividade
antifiingica e moduladora de a-bisabolol e nerolidol sobre a sensibilidade de Trichophyton
rubrum, Trichophyton interdigitale H6 e Trichophyton interdigitale Amdr2 a griseofulvina.

Os produtos naturais o-bisabolol e nerolidol sdo sesquiterpenos, utilizados na industria
em diversas formulacdes e assim como os monoterpenos possuem estruturas terpénicas de

menor massa molecular, apresentando volatilidade acentuada. Essa dltima caracteristica, por
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sua vez, apresenta grande importancia para o aroma dos produtos naturais, particularmente de
frutas citricas, ervas aromadticas, especiarias e condimentos (FELIPE; BICAS, 2017). O que
também motivou essa pesquisa foi o fato dos terpenos também serem reconhecidos por

apresentarem atividade antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

v Investigar a atividade moduladora da resisténcia de cepas de dermatéfitos a

agentes antifingicos usados na terapéutica clinica por sesquiterpenos.

2.2 Objetivos especificos

v Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos terpenos (-) - a-
bisabolol e nerolidol e de griseofulvina frente as cepas ensaiadas.

v Avaliar o efeito dos sesquiterpenos e antifingicos sobre a membrana
plasmdtica da cepa ensaiada.

v Determinar a CIM dos antifingicos na presenga de concentragdes
subinibitdrias de terpenos frente as cepas ensaiadas.

v Verificar o efeito da associacdo de cada sesquiterpeno com o antifiingico frente

as cepas ensaiadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Dermatofitos e dermatofitoses

Dermatéfitos sdo um grupo de fungos patogénicos que causam doengas principalmente
superficiais em humanos e outros mamiferos. As doencas que resultam de infeccdes por
dermatdfitos sdo conhecidas como tineas (WHITE et al., 2014). Os dermatofitos, pertencentes
a familia Arthrodermataceae, sdo fungos de estrutura filamentososa caracterizados por serem
hialinos, septados, queratinofilicos e queratinoliticos, possuem a capacidade de invadir e
colonizar tecidos queratinizados como unhas, pelos e estrato corneo causando principalmente
infec¢Oes superficiais em decorréncia de sua forte afinidade por queratina que representa uma
fonte de nutrientes como carbono, nitrogénio e enxofre (DALLA LANA et al.,, 2016;
MEZZARI et al, 2017). Os dermatdfitos pertencem principalmente aos géneros
Microsporum, Trichophyton, Epidermophyton e compreendem mais de 40 espécies (SEGAL;
FRENKEL, 2015).

Com base em sua ecologia, os dermatéfitos foram divididos em trés grupos, como
zoofilicas, geofilicas e antropofilicas, dependendo de seu habitat primdrio e sua afinidade pelo
hospedeiro (DE AGUIAR PERES et al.,, 2010). As espécies antropofilicas parasitam
preferencialmente seres humanos, e por isso sdo os mais frequentes agentes causadores das
dermatofitoses incluindo tinea capitis, tinea corporis, tinea pedis € onicomicose, € raramente
infectam animais, podemos citar como exemplos de espécies antropofilicas os fungos
Trichophyton rubrum e Trichophyton tonsurans (CORDEIRO, 2015). As espécies zoofilicas
sdo patdgenos associados a animais e, ocasionalmente, infectam humanos, estas espécies
zoofilicas incluem Microsporum canis, Trichophyton equinum, Trichophyton verrucosum
(WHITE et al., 2014). Enquanto os dermatofitos geofilicos, incluindo a espécie Microsporum
gypseum estdo naturalmente presente no solo e ocasionalmente infectam animais, estdo
relacionados a materiais queratinizados, podendo ser detritos de fontes de animais mortos
encontrados no solo como cascos, chifres, pelos e penas presentes no ambiente, acredita-se
que os dermatoéfitos zoofilicos e antropofilicos evoluiram de origem geofilica, sendo os
dermatofitos antropofilicos o grupo mais especializado (CAFARCHIA et al., 2013;
HAYETTE; SACHELI, 2015). E de grande importincia reconhecer a qual microssistema o
dermatdfito pertence bem como a identificag@o correta de espécies e estirpes, pois tal fato estd
relacionado com a resposta do organismo hospedeiro ao parasita, sendo crucial para
estabelecer programas eficazes para controlar e prevenir a infeccdo e estabelecer terapias

antifiingicas precisas (CAFARCHIA et al., 2013; CORDEIRO, 2015).



16

Trichophyton rubrum é o um fungo antropofilico que possui ampla distribuicdo, sendo
reconhecido como principal agente etiolégico de dermatofitose principalmente lesdes na pele
e unhas. Em relacdo a morfologia, no exame direto do material clinico observa-se a presenca
de hifas septadas hialinas, muitas vezes artrosporadas. As colOnias possuem crescimento que
varia de lento a moderado, alcangcando o completo amadurecimento em torno de 14 dias, suas
coldnias sdo de coloracdo branca de aspecto cotonoso (algoddo), tornando-se posteriormente
aveludadas, j4 o reverso da coldnia apresenta pigmentacdo avermelhada purpura, podendo ser
observadas diferentes tonalidades de castanho (Fig. 1). E possivel observar que os seus
microconidios s@o clavados ou piriformes, com aproximadamente 2-3 por 3-5 um de tamanho
disposto ao longo das hifas e produzem raros macroconidios (Fig. 2) (GRASER et al., 2000 ;
RODRIGUES, 2007; CORDEIRO, 2015).

Figura 1- Representacdo de coldnias de Trichophyton rubrum cultivadas em dgar batata
dextrose. a) Vista anterior, colonias macias e bancas b) Vista posterior, 0 meio assume

pigmentacgdo rubro ou cor vermelha.

Fonte: OLIVEIRA, 2014.

A patogénese dos dermatofitos consiste em trés etapas cruciais e especificas para
estabelecimento da infec¢do, sdo elas: adesdo, invasdo e resposta imune, dos quais ainda sdo
poucos os avangos e muito resta a ser esclarecido (URIBE; CARDONA-CASTRO, 2013).

Os dermatéfitos ndo fazem parte da microbiota normal da pele, eles normalmente se
desenvolvem na parte morta do tecido queratinizado do estrato cérneo, dentro e ao redor do
cabelo e nas unhas, dito isso, o contato inicial entre o elemento fingico e a camada do estrato
corneo torna-se um evento de suma importancia tanto no estabelecimento quanto no inicio da
infeccdo, nestes tecidos queratinizados o crescimento estd associado a producdo de hifas e
artroconidios, por sua vez essas caracteristicas sdo determinantes e representam um recurso

importante e util para o diagndstico (HAYETTE; SACHELI, 2015). Estudos mostraram que a
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aderéncia dos esporos aos tecidos do hospedeiro é dependente do tempo, seguida da
germinacdo e subsequente invasio do estrato cérneo em hifas em crescimento e em multiplas
dire¢des (URIBE; CARDONA-CASTRO, 2013). Os dermatoéfitos possuem a capacidade de
produzir uma variedade de proteases, por sua vez, essas proteases hidrolisam queratina,
coldgeno e elastina, fornecendo os nutrientes necessdrios para O seu crescimento e
metabolismo, além de facilitar a expansdo e invasdo de dermatéfitos nos tecidos, por isso as

proteases sdo consideradas o principal fator de viruléncia de dermatoéfitos. (YUE et al., 2015).

Figura 2- Morfologia do Trichophyton rubrum com hifas septadas hialinas e microconidios

em gotas pequenas implantadas paralelamente na hifa (aumento 400x)

/v e o £ z"? ': - . -..':_;',“:-.

Fonte: OLIVEIRA, 2014.

Diversos estudos epidemioldgicos apontam as infeccdes flingicas superficiais como um
grande problema de satde publica, chegando a afeta de 20 a 25% da populagdo mundial.
Estima-se que 30 a 70% dos individuos adultos sdo portadores assintomadticos desses
patégenos e que a incidéncia de tais infeccdes aumentam ao passo que a idade avanga (LEITE
et al., 2014). As infeccdes podem ser classificadas de acordo com a localiza¢do anatdomica da
lesdo, utilizando a denominacdo tinea para todas as dermatofitoses, seguida do sitio
anatomico onde se localiza a infeccdo, as modalidades dermatofiticas mais relevantes sdo:
tinea corporis, lesdes na pele, tinea cruris localizada na regido inguinal, tinea capitis a do
couro cabeludo, tinea pedis nos pés, tinea mannum nas maos, tinea barbae da barba do
homem adulto, tinea faciae na face da crianca e mulher e a tinea unguium conhecida como
tinea das unhas ou onicomicose (MEZZARI et al., 2017).

As dermatofitoses acarretam implicagdes importantes nos custos de satide de hospitais e
comunidades, especialmente em paises pobres em desenvolvimento, onde as micoses

aparecem endemicamente. Entre as dermatofitoses tinea pedis e tinea unguium sao as mais
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prevalentes ambas sdo geralmente causadas por Trichophyton rubrum e Trichophyton
interdigitale, com prevaléncias de aproximadamente 80% e 20%, respectivamente (SOARES
et al., 2014; LOPES; PINTO; SALGUEIRO, 2016; YAMADA et al., 2017).

Esses fungos de modo geral, apresentam um cardter cosmopolita e com perfis
epidemioldgicos variados com relacdo a fatores regionais, estacionais, de faixa etdria,
frequéncia de contato com animais, condicdes higi€nico-sanitdrias e exposicdo a locais
publicos, sendo prevalentes em paises de clima tropical e subtropical (DALLA LANA et al.,
2016). A transmissdao das dermatofitoses pode ocorrer por contato direto com animais e
humanos infectados ou indireto por fomites contaminados, sendo que a inoculag¢do direta
através da pele ndo intacta ocorre principalmente em pacientes com algum grau de
comprometimento do seu estado imunolégico (DE AGUIAR PERES et al., 2010; URIBE;
CARDONA-CASTRO, 2013). O uso de farmacos antimicrobianos, imunossupressores €
citostiticos bem como o surgimento da AIDS tem sido relatado como fatores para o aumento
da incidéncia de dermatofitoses (SILVEIRA-GOMES et al., 2013).

T. rubrum é o dermatdfito de incidéncia global, causa Tinea ungueal, Tinea pedis e
Tinea corporis, com rara invasao aos cabelos (RODRIGUES et al., 2012 ; DALLA LANA et
al., 2016). Dados obtidos por meio de estudos epidemioldgicos confirmaram que em paises
europeus houve o aumento da prevaléncia de Tinea ungium, bem como a predominancia do

papel de T. rubrum (VENA et al., 2012)
3.2 Tratamento e resisténcia microbiana

As dermatofitoses podem ser tratadas com formulacdes de uso oral e tdpico que
pertencem principalmente as familias dos firmacos azdlicos e alilaminas. As associacdes
dessas formas de tratamento irdo depender de fatores relacionados ao perfil de sensibilidade
do fungo, o sitio acometido, a extensdo da lesdo, entre outros fatores. As formulagdes topicas
de azodis compreendem principalmente os farmacos: miconazol, clotrimazol, econazol,
cetoconazol e tioconazol, além das alilaminas representadas pelos farmacos terbinafina e
butenafina que geralmente sdo suficientes para tratar a dermatofitose numa fase inicial, ja o
uso de antifingicos orais sdo recomendados em dermatofitose extensas, cronicas ou quando o
uso de uma formulacdo tépica ndo é vidvel (LOPES; PINTO; SALGUEIRO, 2016). A
associacdo das duas formas é usada geralmente para os casos ainda mais complicados,
crOnicos ou para os portadores de Tinea unguium e Tinea capitis (MINNEBRUGGEN et al.,
2010).
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Dentre as classes de antifungicos utilizados atualmente quatro grupos atuam na
membrana celular, sdo eles, azéis, polienos, alilaminas e derivados de morfolina, todos
interagindo com o ergosterol, porém cada uma dessas classes de fairmacos antiftingicos exibe
um mecanismo da acdo singular que resulta na deplecdo de ergosterol na membrana celular
fingica, seus alvos de inibi¢do sdo as enzimas: 14a-desmetilase (azdis), esqualeno epoxidase
(alilaminas), 14-a-redutase e 7,8-a-isomerase (derivados de morfolina), e os polienos que
atuam ligando-se ao ergosterol, acarretando a formacdo de poros na membrana plasmaética
(MENDES, 2015; LOPES; PINTO; SALGUEIRO, 2016). No entanto, alguns agentes se
destacam na utilizagdo clinica para o tratamento das dermatofitoses, entre os quais existem os
farmacos imidazdlicos como cetoconazol e os compostos triazdlicos, a exemplo do
itraconazol e fluconazol; a terbinafina e a griseofulvina (FERNANDEZ-TORRES; INZA;
GUARRO, 2003).

A griseofulvina € um produto natural isolado inicialmente de Penicillium griseofulvum e
utilizado para tratar infeccdes fingicas em seres humanos e animais (LIEBY-MULLER et al.,
2015). Os microtibulos sdo polimeros de dimeros de a e B-tubulina que formam um esqueleto
celular altamente organizado em todas as células eucaridticas, a griseofulvina tem sido
identificada como um ligante de tubulina que interrompe a polimerizacdo e a dindmica dos
microtibulos (Fig. 3). Foi também relatado que o farmaco inibe a sintese de RNA e de DNA
pelo fungo (GOLAN et al.,, 2009; PETERSEN et al., 2016). A griseofulvina se acumula
preferencialmente em células precursoras de queratina, onde € fixada, e aumenta a resisténcia
dessa proteina ao ataque de fungos queratinoliticos, quando ela foi testada topicamente ndo
atingiu satisfatoriamente a drea infectada da unha, embora seja capaz de formar uma barreira
fungistdtica que impede o avanco do fungo patogénico (CARRILLO-MUNOZ et al., 2010).

Os fungos desenvolvem mecanismos de resisténcia para neutralizar os efeitos fungicidas
ou fungistaticos de todas as classes de antifingicos principalmente pelos seguintes
mecanismos gerais: a diminuicdo da concentracdo efetiva do farmaco; alteracdes do alvo do
farmaco; modificagcdes do metabolismo para desviar os efeitos toxicos exercidos por alguns
agentes antifingicos; superexpressdo da molécula alvo; inativacdo dos farmacos, podendo
haver o envolvimento de vérios desses mecanismos na resposta do micro-organismo aos
farmacos (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012; CAMPOY; ADRIO, 2017).

Estudos indicam que no processo de resisténcia existem varios mecanismos
bioquimicos e moleculares envolvidos dentre os quais € possivel citar as modificacoes
moleculares nas enzimas alvo dos farmacos, alta expressdo de bombas de efluxo e alteracao

na permeabilidade ou captacdo da droga. Esse tipo de mecanismos de adaptacdo depende de



20

diversos de fatores como a cepa, o farmaco utilizado e as condi¢des ambientais (DEISING;

REIMANN; PASCHOLATTI, 2008; DE AGUIAR PERES et al., 2010).

Figura 3: Estrutura quimica da Griseofulvina

Fonte: LIEBY-MULLER et al., 2015

A literatura relata que os transportadores de cassetes de ligacao de ABC (ATP-binding
cassete) estdo envolvidos em uma variedade de processos como absor¢do de nutrientes,
patogénese e bombeamento de efluxo de farmacos (MARTINS et al., 2016). Temos como
exemplo que o principal mecanismo molecular de resisténcia de 7. rubrum aos compostos
azolicos cetoconazol, itraconazol e fluconazol € a expressdo de bombas de efluxo que atuam
reduzindo o acimulo das drogas no ambiente intracelular (MARANHAO et al., 2009; DE
AGUIAR PERES et al., 2010). As bombas de efluxo sdo expressas em todas as células,
conferindo protecao as células contra os efeitos toxicos de diversos agentes antiftingicos. De
modo geral, uma determinada bomba possui a capacidade de reconhecer uma grande
diversidade de substratos baseadas em suas propriedades fisicas, em razao disso, as bombas
de efluxo desempenham um papel significativo nos mecanismos de resisténcia a multiplos
farmacos (MDR) (UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012).

Duas grandes classes de bombas de efluxo sdo comuns em fungos e ambas estdo
localizadas na membrana citoplasmatica sao elas: a familia de transportadores do tipo ABC
(ATP-Binding Cassette) que sdo proteinas integrais de membrana (ATPases), altamente
conservadas, que utilizam a energia oriunda do ATP (trifosfato de adenosina) para transportar
diversos tipos de substratos diferentes pela membrana contra seu gradiente eletroquimico
(Fig.4) e a familia de transportadores do tipo MFS, bombas de transporte secundario que
utilizam o gradiente eletroquimico (DEISING; REIMANN; PASCHOLATI, 2008;
MARTINS, 2015). Como exemplo € relatado na literatura que linhagens de Trichophyton

rubrum expostas a diferentes classes de antifiingicos induziram aumento dos niveis de
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transcricdo de mRNA para os genes mdrl e mdr2, que codificam transportadores ABC em
dermatéfitos conferindo mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos (MDR) (FACHIN et

al., 2006 ; MARTINEZ-ROSSI et al., 2018).

Figura 4- Representacdo dos transportadores de cassetes de ligagcdao de ABC (ATP-binding

cassete) em dermatofitos.
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Fonte: Autor da pesquisa

Uma estratégia que contribui para o entendimento dos mecanismos de resisténcia dos
fungos aos farmacos € a andlise do perfil de expressdo dos genes que codificam para os
transportadores e que podem inclusive posteriormente, ser utilizados como alvos para novos

farmacos com acgdo antifiingica (MARTINS, 2015).

3.3 Consideracoes sobre produtos naturais

O emprego de produtos naturais e seus derivados constituem uma das estratégias mais
bem sucedidas na descoberta de novas moléculas terapéuticas, envolvendo a participacao das
diversas dreas da ciéncia (NEWMAN; CRAGG, 2007). As plantas aromdticas constituem um
grupo de vegetais proeminentes e durante as ultimas décadas vem recebendo uma atengdo
substancial a diversos estudos focando as plantas medicinais em um esforco para identificar
novos agentes antiflingicos bem como agentes capazes de inibirem mecanismos de resisténcia
complexos como as bombas de efluxo (TEGOS et al., 2011).

Os dleos essenciais vegetais que sdo geralmente a mistura complexa de compostos
naturais, polares e nio polares ocorrem amplamente na natureza com uma diversidade de

estruturas terpénicas e sdo geralmente responsaveis pelo aroma distinto e sabor (PARK et al.,
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2009). Em geral, os constituintes dos O6leos essenciais s@o terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos), compostos aromaticos (aldeido, dlcool, fenol, metoxi derivados, entre outros)
e terpendides (isoprenoides), mas vale salientar que tanto o aroma inerente quanto a atividade
antimicrobiana de cada um dos componentes estio relacionados normalmente com a estrutura
quimica, a concentracdo em que 0s compostos estdo presentes e as interacdes entre eles que
afetam as suas propriedades bioativas (AVILA-SOSA et al.,, 2012; TONGNUANCHAN;
BENJAKUL, 2014).

Os terpenos sdo a classe mais comum de compostos quimicos encontrados em O6leos
esséncias e sdo constituidos de unidades de isopreno (varias unidades de base de 5 carbono,
Cs). Os o6leos essenciais consistem principalmente de monoterpenos (Cjg) e sesquiterpenos
(Cis), que sdo hidrocarbonetos com a férmula geral (CsHg) ,. Os diterpenos (Cyp), triterpenos
(Cs0) e tetraterpenos (Cg) existem em Oleos essenciais em baixa concentracdo

(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).
3.4 Sesquiterpenos a-bisabolol e nerolidol

O (-) - a-Bisabolol ¢ um pequeno 4lcool sesquiterpénico monociclico oleoso (Fig. 5)
com uma massa molecular de 222,37 g/mol (C;sH60). Isolado a partir do 6leo de uma
variedade de plantas como Matricaria chamomilla, Eremanthus erythropappus e Salvia
runcinata (DE MEIRELES et al., 2015; SAMPAIO et al., 2016; SOUZA; SOUZA,;
MORAES, 2016).

Figura 5: Estrutura quimica do a- bisabolol

H3C OH CHS

/
H CHj

H3C
Fonte: BARRETO et al., 2016.

Por causa de suas propriedades olfativas e farmacoldgicas, t€ém sido amplamente
empregado na inddstria em diversos produtos dermatolégicos e cosméticos (ROTTINI et al.,
2015; SAMPALIO et al., 2016). Varias atividades farmacologicas e biologicas do a-bisabolol

foram relatadas demonstrado assim o seu um forte potencial terapéutico como antimicrobiano
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(FORRER et al., 2013), antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2015), analgésico e
anti-inflamatério (BARRETO et al., 2016).

Devido a baixa toxicidade associada ao bisabolol, a Food and Drug Administration
(FDA) promoveu seu uso como ingrediente ativo em vdrios produtos comerciais, sendo
considerado seguro e ndo alergénico € usado em cosméticos, fragrancia e produtos
terapéuticos tais como formulagdes dermatoldgicas, cosméticos decorativos, shampoos,
limpadores, antiperspirantes, protetores solares e fragrincias finas (DE MEIRELES et al.,
2015; MELO et al., 2017).

Nerolidol (3,7,11-trimetil-1,6,10-dodecatrien-3-ol) (Fig. 6), também conhecido como
peruviol € um dlcool sesquiterpénico alifatico (CsHcO) € um componente presente em 6leos
essenciais de muitas plantas como Piper gaudichaudianum, Piper claussenianum, Baccharis
dracunculifolia e Melaleuca leucadendra (SPEROTTO et al., 2013; SILVA et al., 2014; DE
MEIRELES et al., 2015; PADALIA et al., 2015; CHAN et al., 2016).

Figura 6 - Estrutura quimica do Nerolidol

Fonte: ABDEL-RAHMAN; ALANIZ; SALEH, 2013

Além de ser isolado de 6leos essenciais de vdrias flores e plantas nerolidol pode
também ser produzido industrialmente a partir de acetona e acetileno (BALDISSERA et al.,
2016). Algumas das atividades bioldgicas e farmacoldgicas do nerolidol sdo relatadas como
antioxidante, antimicrobiana, antiparasitdria, Antidlcera e potenciador da penetracdo da pele
(BALDISSERA et al., 2016; CHAN et al., 2016). Além de outras importantes como atividade
inseticida (SAKHANOKHO et al., 2013), nematicida (ABDEL-RAHMAN; ALANIZ;
SALEH, 2013), antinociceptiva e anti-inflamatdria (FONSECA et al., 2016).
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4. MATERIAL E METODOLOGIA
4.1 Local da pesquisa

O trabalho de pesquisa foi desenvolvido nos Laboratério de Bioquimica e de
Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande — Campus Cuité, ambos

pertencentes Unidade académica de saide do CES/UFCG.
4.2 Substancias-teste

Os sesquiterpenos a-bisabolol e nerolidol a griseofulvina e a clorpromazina foram
adquiridos da Sigma—Aldrich® (Brasil). As solucdes foram preparadas no momento de
execucdo dos testes, dissolvendo-os primeiramente em 100 pL dimetilsulfoxido (DMSO) a
100% e utilizando &4gua destilada esterilizada em quantidade suficiente para obter a
concentragdo inicial de 1024 pg/mL. A partir desta concentracdo, foram feitas dilui¢cdes
seriadas em razdo de dois até alcancar concentragdes inferiores utilizando o prdprio meio

RPMI 1640.
4.3 Cepas fingicas

Para os ensaios de atividade antifingica, foram utilizadas as seguintes cepas:
Trichophyton rubrum LM 4, obtida da colecdo do Laboratério de Micologia do Departamento
de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal da Paraiba (Brasil); Trichophyton
interdigitale H6 (ATCC MYA-3108) e seu derivado Amdr2 que foi obtido por um método de
inativacdo (FACHIN et al., 2006). Ambas foram cedidas pelo Departamento de Genética,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo (Brasil). As cepas
fungicas foram inicialmente cultivadas em dgar batata dextrose (Difco®) a 28°C por 7 dias. As
recentes colonias fingicas foram cobertas com solucao salina estéril (NaCl 0,9 %) e agitadas
levemente. As densidades das suspensdes de cada cepa foram ajustadas em espectrofotometro
a 520 nm para um valor de 70-72% de transmitancia, a qual corresponde a um indculo de
aproximadamente 0,5 — 5 x 10° unidades formadoras de colonias em 1 mL (UFC/mL)

(SANTOS; BARROS; HAMDAN, 2006; CLSI, 2008).
4.4 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM das substancias-teste foi realizada pela técnica de
microdiluicao (SANTOS; HAMDAN, 2005; CLSI, 2008). Em cada linha da placa, foram

adicionados 100 uL das substancias-teste duplamente concentradas diluidas em RPMI 1640.
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Em cada cavidade da placa, foram adicionados 100 pL do in6culo previamente preparado,
diluido em RPMI 1640 na propor¢@o 1:50. Um controle fungico foi realizado substituindo as
substancias-teste por soluc@o salina esterilizada (controle de crescimento). Um controle de
esterilidade também foi realizado, colocando-se apenas o meio de cultura, sem o in6culo. Para
verificar a auséncia de interferéncia nos resultados pelo DMSO utilizado na preparacao das
solucdes, foi feito um controle com DMSO na concentracdo usada para a solubilizacdo das
substancias acrescido do indculo e do meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a
28°C por até 7 dias para a realizagao da leitura. A CIM ¢é definida como a menor concentracao

das drogas capaz de inibir 100% o crescimento fingico observado nas cavidades.
4.5 Liberacio de K*

A concentragdo de fons potdssio (K*) livres no inéculo fingico foi mensurada apds sua
exposicdo as CIM das substincias-teste a 28°C. Apds o periodo de incubacdo (24h), a
concentragido de K" extracelular foi medida por procedimentos de turbidimetria usando Kits
de dosagem de K" (Doles ®, Goiénia, Brazil), em espectrofotdmetro UV 5100. Experimentos
controle sem as substincias-teste foram realizados de forma semelhante. Dodecil sulfato de
sédio (SDS) a 2% foi usado como com posto referéncia capaz de induzir liberacdo de K*

(SOUZA et al., 2010).

4.6 Estudos do efeito modulador da atividade antifiingica

Para avaliar se as substancias-teste modulam a a¢do dos antifingicos frente as cepas
testadas, foi empregado o método proposto por Coutinho et al. (2008). Os valores de CIM de
griseofulvina foram determinados na auséncia e na presenca de concentracdes subinibitérias
dos sesquiterpenos (1/4CIM) ou clorpromazina (1/4CIM), pela técnica de microdiluigdo. A
clorpromazina foi usada como um controle positivo, por se um inibidor de bomba de efluxo.

As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para a determinacao da CIM.
4.7 Estudos de associacao entre drogas

O efeito da associacao do a-bisabolol e nerolidol com o antifingico foi determinado
pela técnica de checkerboard, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades com
fundo chato. Dilui¢des das solucdes das substancias-teste (1/8CIM, 1/4CIM, 1/2CIM, CIM,
2xCIM, 4xCIM e 8xCIM) foram feitas em RPMI 1640. Apds isto, uma aliquota de 50 pL de
um determinado antifingico (griseofulvina) foi adicionada nos pocos da placa no sentido

vertical e, em seguida, 50 pL. de uma determinada dilui¢cdo de terpeno foram adicionados no
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sentido horizontal da placa, ambas com concentra¢des ajustadas. Por fim, foram adicionados
100 pL do indculo diluido 1:50 em RPMI 1640. Desta maneira, foram obtidas misturas de
diversas concentragdes de ambas as substancias. As placas foram seladas e incubadas a 28°C
por até 7 dias para a realizacdo da leitura das CIMs. Na perspectiva de avaliar a atividade das
associacOes de substancias, o indice da concentragdo inibitéria fracionada (ICIF) foi calculado
através da soma: CIFA + CIFB, onde A representa o terpeno e B as drogas comerciais. O
CIFA = CIMA combinado/CIMA sozinho, enquanto que o CIFB = CIMB combinado/CIMB
sozinho. O ICIF foi interpretado da seguinte maneira: sinergismo (< 0,5), aditividade (0,5-
1,0), indiferenca (> 1,0 e < 4,0) ou antagonismo (> 4,0) (LEWIS et al., 2002; CORREA-
ROYERO et al., 2010).

4.8 Analise estatistica

Os experimentos para determinar a CIM foram feitos em triplicata e os resultados
expressos em valores modais, dado que os resultados obtidos foram os mesmos nas
repeticdes. Os resultados do ensaio de liberagio de K* foram expressos como média + desvio
padrao (DP). A avaliacdo estatistica destes resultados foi feita empregando-se o teste t ndo

pareado para determinar diferencas significantes, quando um valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade das cepas fingicas de Trichophyton rubrum
LM 4 |, T. interdigitale H6 e T. interdigitale Amdr2, foram determinados os valores de CIM
para os sesquiterpenos o-bisabolol e nerolidol, bem como para os fairmacos griseofulvina e
clorpromazina. O a-bisabolol foi mais potente que o nerolidol, porque apresentou valores de
CIM menores (32 vezes). A cepa T. interdigitale Amdr2 foi a mais sensivel entre as cepas
ensaiadas. Para griseofulvina e clorpromazina foram observadas as seguintes CIM 8 pg/mL e
0,5 pg/mL, que se mantiveram constantes para as trés cepas flingicas avaliadas (Tab. 1). Nao
houve inibi¢do do crescimento fiingico pelo DMSO e todas as cepas cresceram na auséncia de

farmacos, confirmando a viabilidade dos fungos.

Tabela 1- Valores de concentragdo inibitdria minima (CIM) de a-bisabolol, nerolidol,

griseofulvina e clorpromazina frente a dermatéfitos.

CIM (ug/mL)*
CEPAS
a-bisabolol Nerolidol  Griseofulvina Clorpromazina

Trichophyton

16 512 8 0,5
rubrum LM 4
Trichophyton

16 512 8 0,5
interdigitale H6
Trichophyton

8 256 8 0,5

interdigitale Amdr2

*Valor modal de trés experimentos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Novas buscas por terapias complementares e alternativas sdo motivadas por um
crescente nimero de cepas de patdégenos resistentes aos medicamentos, aumento da populacao
imunocomprometida e as limitagdes das drogas disponiveis, como é o caso dos O6leos
essenciais que sdo considerados agentes antimicrobianos naturais alternativos (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014; FAJINMI et al.,, 2018). O desenvolvimento lento de agentes

antifiingicos se deve ao fato de que os fungos sdo eucaridticos, com estreita relacao evolutiva


https://scholar.google.com.br/scholar?hl=pt-BR&as_sdt=0,5&q=Trichophyton
https://scholar.google.com.br/scholar?hl=pt-BR&as_sdt=0,5&q=Trichophyton
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com os hospedeiros humanos, o que dificulta a busca de alvos antiftingicos, diante disso os
Oleos essenciais sao apontados como um dos grupos mais promissores de compostos naturais
para o desenvolvimento de agentes antifingicos mais seguros (SHIN; LIM, 2004;
SCORZONI et al., 2017).

A literatura relata a atividade antifiingica in vitro do a- bisabolol contra as cepas: T.
tonsurans, T. mentagrophytes, T. rubrum e M. canis, bem como relatos da atividade
antiftingica do nerolidol possuindo acdo contra dermatéfitos como 7. mentagrophytes e contra
M. gypseum (SPEROTTO et al., 2013; CHAN et al., 2016; LOPES; PINTO; SALGUEIRO,
2016). No entanto, sdo poucos os relatos de sua atividade sobre linhagens de 7. rubrum.

Considerando o potencial antifingico destas substancias, partiu-se para determinar seus
efeitos sobre a funcionalidade da membrana plasmaética realizando o ensaio de liberacdo de
K". Em relacio ao teste de efluxo de potdssio, obtivemos como resultado que os
sesquisterpenos a-bisabolol e nerolidol interferiram na funcionalidade da membrana
plasmatica (Fig.7), pois ambos induziram uma maior perda de K™ em relacdo ao controle (p <
0,05). Ambos os sesquisterpenos e griseofulvina induziram uma menor liberacdo de K™ em
relacdo ao agente de lise celular SDS 2% (p < 0,05). Contudo, entre os sesquisterpenos o
nerolidol demonstrou ser mais potente que o a-bisabolol (p < 0,05). O efeito da griseofulvina

sobre a membrana foi semelhante ao controle (auséncia de substancias), com valor p > 0,05.

Figura 7 - Taxa de liberacdo de fons K* de Trichophyton rubrum LM 4 na auséncia (controle)

e presenca de SDS, griseofulvina, a-bisabolol e nerolidol.

Bl Controle

2 5- B SDS (2%)
-~ " E5 Griseofulvina (CIM: 8 ug/mL)
2 - Bisabolol (CIM: 16 pg/mL)
o . %
£ iy I Nerolidol (CIM: 512 ug/mL)
E is-
¥ *#

. /,

S 1.0 = , //
° | L}
Y —
3 0.51 /
w /

0.0~ T T |A

* Comparado com o controle (p <0,05), #Comparado com o SDS (2%) (p <0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em relacdo ao ensaio de efluxo de potdssio, a literatura nos informa que os fons potdssio
(K™) possuem uma concentragdo maior no ambiente intracelular que no extracelular, dessa
forma uma interferéncia na membrana seria evidenciada pela deteccio do aumento de
componentes intracelulares (K") liberados no ambiente externo. Com base nessa informacio,
comprovou-se que o-bisabolol e o nerolidol interferem na funcionalidade da membrana
celular de 7. rubrum LM 4. Compostos sesquiterpénicos, como o nerolidol, possuem alta
hidrofobicidade que permitem a penetracdo mais facil através da membrana plasmdtica e
sitios intracelulares (CHAN et al., 2016). De fato, dleos essenciais € seus componentes
provocam danos a membranas de micro-organismos, colapso da bomba de prétons,
granulacdo do citoplasma e quebra da cadeia de transporte de elétrons (FAJINMI et al., 2018).

O lipideo ergosterol é o principal componente da membrana celular fungica e contribui
para uma variedade de funcgdes celulares, tais como fluidez e integridade da membrana, sendo
imprescindivel para manter a fun¢do adequada das enzimas ligadas a membrana (CAMPOY;
ADRIO, 2017). Em um estudo realizado por Pauli (2006), o mesmo sugere que a-bisabolol
tem um mecanismo de acdo comum a varios antifiingicos que atuam inibindo a formacao de
um esterol fungico, neste estudo fundamentado em uma comparagdo entre a estrutura quimica
do a-bisabolol e do zimosterol que obteve como resultado a inibicdo da biossintese do
ergosterol, o autor sugeriu que o-bisabolol interferiu no primeiro passo especifico do fungo
na biossintese de ergosterol ao bloquear a formacao de fecosterol a partir do zimosterol. No
presente estudo ndo foi realizada uma andlise nem a quantificacdo da producdo de ergosterol
pelos fungos na presenca das substincias-testes, mas percebeu-se os seus efeitos sobre a
membrana celular por meio do ensaio de efluxo de potéssio.

Em sua pesquisa Romagnoli et al, (2015) relacionam as alteracdes nos microtibulos
dindmicos observados em uma amostra de M. gypseum como possivel mecanismo antifiingico
do a-bisabolol que dependendo da concentracdo poderia afetar desde o envoltdrio nuclear até
a parede celular. J4 em relacdo nerolidol o estudo realizado por Park et al, (2009) com
diversos terpenos evidenciaram perda da integridade da membrana, destruicio e
desorganizacdo de organelas no citoplasma em hifas da espécie T. mentagrophytes. De fato,
espera-se que estruturas presentes na membrana plasmatica tenham suas fungdes
comprometidas como é o caso das bombas de efluxo que conferem resisténcia a multiplos
farmacos, por isso foi realizado o ensaio de modulagdo.

No ensaio de modulagio, foi possivel observar que o nerolidol foi capaz de modular a
sensibilidade dos fungos a griseofulvina, pois houve uma forte diminuicdo da CIM na

presenca de nerolidol. Ressaltamos também que o a-bisabolol ndo modulou a sensibilidade de
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T. rubrum LM4 a griseofulvina. Tanto o a-bisabolol como o nerolidol foram capazes de
modular a sensibilidade da cepa T. interdigitale Amdr2, mesmo esta ndo expressando
transportador ABC (Tab. 2). A clorpromazina foi usada como ferramenta farmacoldgica
(bloqueadora de bombas de efluxo) e modulou a sensibilidade de 7. interdigitale H6.

Assim, a atividade de proteinas de membranas como os transportadores ABC pode ser
interferida por a-bisabolol e nerolidol, por isso investigou-se a atividade em cepas fingicas
que expressam € ndo expressam estes genes como 7. interdigitale H6 e T. interdigitale

Amdr2, respectivamente.

Tabela 2- Valores de concentracdo inibitéria minima-CIM (ug/mL) de griseofulvina isolada e

combinada com a-bisabolol (1/4CIM), nerolidol (1/4CIM) e clorpromazina (1/4CIM) frente a

dermatofitos.
CIM CIM combinada (ug/mL)
CEPAS isolada
a-bisabolol Nerolidol Clorpromazina
(ng/mL)
T. rubrum LM 4 8 8 0,5 8
T. interdigitale
8 1 1 2
(H6)
T. interdigitale
8 1 1 8

(Amdr2)

*Valor modal de trés experimentos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Neste estudo, observou-se que a clorpromazina ndo modulou a sensibilidade do
fungo T. rubrum LM 4 a griseofulvina e pode ser devido a ndo expressdo de proteinas
transportadoras ABC, pois a clopromazina € um reconhecido bloqueador de bombas de
efluxo. Nerolidol e a-bisabolol modularam a sensibilidade das cepas T. interdigitale H6 e T.
interdigitale Amdr2, assim, é sugestivo que a modulacdo possivelmente ndo envolve
interferéncia na atividade de transportadores ABC codificada pelo gene mdr2.

A fenotiazina é um composto triciclico e seus derivados como clorpromazina sao

amplamente usados clinicamente como compostos antipsicOticos e anti-histaminicos, sdo
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potenciais inibidores do transporte de K* e canais de Ca” (PULE et al., 2015). O mecanismo
mais provavel € que além da interferéncia no potencial de membrana, é que haja também uma
interferéncia na geracdo de energia dependente de cdlcio pela hidrélise de ATP e, portanto,
inibicdo da atividade de bombas de efluxo (VARGA et al., 2017; KAPP et al., 2018). Posto
isso, a literatura relata possuirem a capacidade de inibir as bombas de efluxo da MDR em
algumas cepas de bactérias, além de serem utilizadas como ferramentas farmacologicas para
identificar indiretamente o envolvimento de bombas de efluxo na resisténcia fingica.

Na busca para tentar entender melhor como se deu esta interacdo entre os
sesquiterpenos e a griseofulvina, foi realizado o estudo de associacdo. Utilizou-se a cepa T.
rubrum LM 4 | a fim de verificar quais os tipos de relacdes existem entre estes compostos € o
farmaco. A griseofulvina quando combinada com nerolidol baixou sua CIM em 8x quando
comparada a sua CIM isolada. Enquanto que o a-bisabolol diminuiu o valor de CIM da
griseofulvina em 4x. O resultado desta associacdo mostrou que nerolidol apresentou interacao

sinérgica com a griseofulvina; e a-bisabolol exibiu uma interagdo aditiva (Tab. 3).

Tabela 3. Efeitos das associacdes de griseofulvina e a-bisabolol ou nerolidol frente a cepa de

Trichophyton rubrum LM 4.

CIM CIM
Drogas ICIF (Tipo de interacdo)
Isolada Combinada
Griseofulvina 8 1
0,25 (Sinergismo)
Nerolidol 512 64
Griseofulvina 8 2
0,75 (Aditividade)
o-bisabolol 16 8

CIM, concentracdo inibitéria minima (ug/mL); ICIF, indice da concentra¢@o inibitéria fracionada.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido a relatos da resisténcia de patégenos, a falta de novas classes de farmacos ou
diferentes alvos moleculares, combinacdes de substancias podem ser consideradas uma
estratégia para terapia, posto que recentemente, as combinacdes de produtos naturais e
antimicrobianos foram estudadas e relatam aumentar a atividade dos antibidticos cldssicos

(SOARES et al., 2014; REUK-NGAM et al., 2014).
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A terapia combinada traz intimeros beneficios, tais como: diferentes mecanismos
atuando juntos permitem direcionamento complementar dentro das células flingicas; expansao
do espectro de agdo; possivel atividade fungicida associando agentes fungistiticos; reduz a
toxicidade ou os efeitos colaterais do farmaco e evita ou procrastina o surgimento de cepas
resistente (REUK-NGAM et al., 2014; FUENTEFRIA et al., 2017) Os compostos nerolidol e
a-bisabolol apresentaram sinergia e aditividade respectivamente com a griseofulvina, esses
sdo resultados satisfatérios que lancam novas perspectivas para auxiliar no tratamento das
dermatofitoses.

Apesar de muitos 6leos essenciais e componentes isolados demonstrarem efeito
antifiingico observado através de testes in vitro e in vivo 0 que sugere que sao uteis para o
tratamento de dermatofitoses, geralmente, sua atividade antiftingica € leve se comparada com
a terapia tradicional, sendo que muitos compostos possuem apenas o efeito fungistaticos e
altas concentragdes sdo necessdrias para a atividade fungicida (SHIN; LIM, 2004). No
entanto, uma possibilidade vidvel é a combinacdo de farmacos, uma vez que moléculas
naturais com atividade antifingica que sdo descritas como tendo atividade sinérgica in
vitro com antifingicos tradicionais, reduzem a concentracio de ambas as substincias,
sugerindo que a combinacdo de produtos naturais com antifiingicos sintéticos resultard
provavelmente numa terapia mais eficaz que pode contribuir para reduzir a toxicidade e se
tornar uma alternativa para o tratamento (SCORZONI et al., 2017).

Frequentemente os estudos com associagdes entre os fairmacos antiftingicos e produtos
naturais indicam que a associacdo entre terpenos e antifingicos apresentam resultados
favordveis. Em pesquisa Ahmad, Khan e Manzoor, (2013) relataram a sinergia do timol e do
carvacrol com fluconazol em Candida spp. sensiveis e resistentes ao fluconazol
sensibilizando as células flingicas para o farmaco e diminuindo o seu efluxo pelas bombas de
efluxo Cdrl e Mdrl. Segundo Sharifzadeh et al, (2017) a associagdo do mentol com
itraconazol e nistatina mostrou-se eficaz frente a cepas de C. glabrata e C. krusei.

Em relacdo a atividade dos terpenos contra dermatoéfitos, foi verificado o sinergismo do
citronelol e geraniol associados ao cetoconazol contra 7. soudanense e T. schoenleinii (SHIN;
LIM, 2004). Até o presente momento ndo ha relatos de estudos na literatura associando os

compostos a-bisabolol ou nerolidol com o farmaco griseofulvina.
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6 CONCLUSAO

Os sesquiterpenos a-bisabolol e nerolidol exibiram atividade antiftingica e moduladora
da sensibilidade de cepas de Trichophyton spp a griseofulvina, afetando a funcionalidade da
membrana plasmdtica. A modulagdo possivelmente ndo envolve interferéncia na atividade do
transportador ABC codificada pelo gene mdr2. Verificamos que o nerolidol apresentou
interacdo sinérgica com a griseofulvina, enquanto o a-bisabolol exibiu uma interacdo aditiva.
Possivelmente, a interferéncia na funcionalidade da membrana plasmadtica pode ter auxiliado
nos efeitos positivos das associacdes entre os sesquiterpenos e a griseofulvina.

Essas informagdes podem ser tteis para investigagdo visando aplicagdes clinicas do a-
bisaolol e nerolidol no tratamento de dermatofitoses, especialmente em infec¢des por T.
rubrum. Entretanto, fazem-se necessarios a realizagdo de mais estudos sobre o tema a fim de
aprofundar e desenvolver novos conhecimentos, buscando aplicacdes desses compostos

naturais em formula¢des que visem complementar a terapia antiftingica.
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