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RESUMO

As dermatofitoses sdo infecgoes flingicas em tecidos queratinizados como unhas, cabelos e
estrato corneo da pele, produzidas por fungos denominados dermatofitos, cujo tratamento tem
sido motivo de muita preocupacao em todo o mundo. Esse fato é justificado pelo
aparecimento de cepas resistentes aos principais antifingicos empregados na terapéutica
clinica, como os compostos azolicos. No entanto, sdo escassos os estudos que evidenciem a
capacidade dos dermatofitos em desenvolver resisténcia, apos prolongada exposicao a
produtos naturais, incluindo-se os terpenos. Geraniol e citronelol sdo monoterpenos com
potencial antiftiingico reconhecido. Este estudo investigou a capacidade de cepas de
dermatofitos (Trichophyton rubrum LM 305, Microsporum canis LM 216 e Microsporum
gypseum LM 305) adquirirem resisténcia aos monoterpenos citronelol e geraniol, e se essa
resisténcia ocorreria de maneira cruzada entre os proprios monoterpenos, € com os farmacos
azolicos cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Em seguida, foi verificada a estabilidade dessa
resisténcia. Inicialmente, foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
monoterpenos € dos farmacos azolicos pelo método de microdiluicdo. Posteriormente, foi
feita a adaptacdo das cepas submetidas a 8 subcultivos sucessivos em dgar Sabouraud
dextrose contendo concentracdes subinibitorias de citronelol e geraniol. Apds este periodo de
adaptacdo, foi realizada a microdiluicdo das drogas para verificar mudancas nos valores
iniciais de CIM. Por fim, procedeu-se a avaliacdo da estabilidade da resisténcia, apds 8
passagens em tubos apenas com o meio de cultura livre de drogas, determinando CIM
também por microdilui¢do. Os resultados demonstram que houve alteracdo nas CIM iniciais
dos azolicos e dos produtos naturais (cetoconazol 1,1,1 (ug/mL); fluconazol 2,2,2 (ug/mL);
itraconazol 1, 1, 1(ug/mL); citronelol 64 ,256 ,256 (ug/mL) e geraniol 64, 128, 128(ug/mL))
para as cepas de T. rubrum, M. canis e M. gypseum respectivamente. Com isso observou-se
que os dermatofitos sdo capazes de adquirir resisténcia aos monoterpenos, e essa resisténcia
ocorre de forma cruzada com os compostos azolicos e também entre citronelol e geraniol. Por
ultimo, os fungos reverteram seu perfil de resisténcia aos produtos naturais quando cultivados
na auséncia das drogas, porém para os azolicos nao foi observada reversibilidade da
resisténcia. Com isso, podemos ainda colocar o citronelol e o geraniol como possiveis
alternativas terapéuticas, embora sejam necessarios estudos clinicos controlados para definir a
verdadeira eficdcia, pois eles conseguiram ser eficazes contra cepas desabituadas, onde aos

azolicos as cepas dermatofiticas permaneceram resistentes.

Palavras-chave: resisténcia, antifingico, dermaté6fitos, monoterpenos, azois.



ABSTRACT

Dermatophytoses are fungal infections in keratinized tissues such as nails, hairs and stratum
corneum of the skin, produced by fungi called dermatophytes, the treatment of which has
been a cause of great concern all over the world. This fact is justified by the appearance of
strains resistant to the main antifungal agents used in clinical therapy, such as azole
compounds. However, there are few studies that demonstrate the ability of dermatophytes to
develop resistance after prolonged exposure to natural products, including terpenes. Geraniol
and citronellol are monoterpenes with recognized antifungal potential. This study investigated
the ability of dermatophyte strains (Trichophyton rubrum LM 305, Microsporum canis LM
216 and Microsporum gypseum LM 305) to acquire resistance to the monoterpenes citronellol
and geraniol, and whether this resistance would occur cross-link between the monoterpenes
themselves and with the drugs Azole ketoconazole, fluconazole and itraconazole. The stability
of this resistance was then verified. Initially, the minimum inhibitory concentration (MIC) of
the monoterpenes and azole drugs was determined by the microdilution method.
Subsequently, the strains were submitted to 8 successive subcultures on Sabouraud dextrose
agar containing subinhibitory concentrations of citronellol and geraniol. After this adaptation
period, the microdilution of the drugs was performed to verify changes in the initial MIC
values. Finally, the stability of the resistance was evaluated after 8 passages in tubes only with
the drug-free culture medium, determining MIC also by microdilution. The results show that
there was a change in the initial MICs of azole and natural products (ketoconazole 1,1,1 (ug/
mL), fluconazole 2,2,2 (ug / mL), itraconazole 1,1,1 (ug/ mL) ), Citronellol 64, 256, 256 (ug
/ mL) and geraniol 64, 128, 128 (ug / mL) for the strains of T. rubrum, M. canis and M.
gypseum respectively. It was observed that dermatophytes are capable of acquiring resistance
to monoterpenes, and this resistance occurs cross-linking with azole compounds and also
between citronellol and geraniol. Finally, fungi reversed their profile of natural resistance
when cultivated in the absence of drugs, since the azole resistance reversibility was not
observed. Therefore, citronellol and geraniol may be considered as possible therapeutic
alternatives, although controlled clinical studies are necessary to define the true efficacy,
since they have been able to be effective against unlabeled strains, where the azole strains
have remained resistant.

Keywords: resistance, antifungal, dermatophytes, monoterpenes, azoles.
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1 INTRODUCAO

As dermatofitoses sdo infeccdes flngicas em tecidos queratinizados como unhas,
cabelos e estrato corneo da pele, produzidas por fungos denominados dermatofitos. A
expressao dermatofitos € utilizada para designar um grupo de fungos queratinofilicos,
taxonomicamente relacionados, que ocasionam essas micoses. Embora ndo facam parte da
microbiota do sistema tegumentar, os dermatofitos utilizam a queratina como fonte
nutricional de carbono, enxofre e nitrogénio. Esse grupo de fungos compreende diversas
espécies, agrupadas em trés géneros: Epidermophyton, Microsporum e Trichophyton

(LACAZ et al., 2002).

O tratamento das dermatofitoses tem sido motivo de muita preocupacdo em todo o
mundo. Esse fato é justificado pelo aumento da prevaléncia dessas doencas no cendrio
mundial e principalmente pelo aparecimento de cepas resistentes aos principais antifingicos
empregados na terapéutica clinica. Alguns agentes se destacam na utilizacdo clinica para o
tratamento das dermatofitoses, entre os quais existem os farmacos imidazélicos como o
cetoconazol e os compostos triazolicos, a exemplo do itraconazol e fluconazol

(FERNANDEZ-TORRES et al., 2003).

O aumento da resisténcia implica no aumento das taxas de morbidade e custos no
tratamento farmacologico (UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012). Com isso, € necessdrio que
pesquisas por novos agentes tornem-se constantes. E dentro desse contexto que muitos
estudos de atividade antiftingica t€m sido realizados com produtos naturais, onde alguns oleos
essenciais mostraram atividade antimicrobiana contra uma grande variedade de micro-
organismos (BECKER et al., 2017). Dentre os produtos naturais, os terpenos sdo muito
estudados, destacando-se nessa classe os monoterpenos, por serem dotados de uma grande
diversidade estrutural e potencial antimicrobiano (BAKKALI et al., 2008; ZHANG et al.,

2016). Neste estudo, foram utilizados os monoterpenos citronelol e geraniol.

Considerando a crescente importancia dada as infeccoes ocasionadas por dermatofitos
nos ultimos anos e consequente aumento de cepas fungica resistentes, as pesquisas envolvidas
com a busca de novos produtos antiftingicos tornam-se relevantes. Porém, pouca atencado se
tem dado as enormes implicacbes na utilizacdo de concentracdes inapropriadas ou

subinibitorias das drogas. Pois muitos fungos sdao capazes de desenvolver mecanismos
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adaptativos a estresses externos, sobrevivendo a exposicoes normalmente letais desses

mesmos estresses (MORAN et al., 2007).

Portanto, foi investigado o efeito da pressdao antifiingica de concentracdes
subinibitorias de citronelol e geraniol sobre o perfil de resisténcia das cepas de T. rubrum, M.
canis e M. gypseum frente a farmacos azolicos como cetoconazol, fluconazol e itraconazol.
Embora possuam reconhecida atividade antimicrobiana, ndo hd relatos de estudos que

investiguem a capacidade adaptativa de dermatofitos frente a citronelol e geraniol, nem

tampouco se este fendmeno adaptativo € reversivel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a capacidade de desenvolvimento de resisténcia por isolados clinicos de
Trichophyton rubrum, Microsporum canis e Microsporum gypseum aos monoterpenos

geraniol e citronelol.

2.2  Objetivos especificos

e Determinar a concentracdo inibitéria minima de geraniol, citronelol e dos farmacos

azolicos cetoconazol, fluconazol e tiraconazol;

e avaliar o desenvolvimento de resisténcia dos fungos quando cultivados em

concentracdes subinibitorias dos monoterpenos;
e verificar o desenvolvimento de resisténcia cruzada aos compostos azolicos e

e verificar a influéncia de subsequentes ciclos de desabituacdo aos monoterpenos sobre

a reversibilidade da resisténcia flingica direta e cruzada aos antifingicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Dermatofitos e dermatofitoses

As dermatofitoses sdo infeccoes flngicas em tecidos queratinizados como unhas,
cabelos e estrato corneo da pele, sdo causadas principalmente por fungos denominados
dermatofitos, compreendendo os géneros Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton.
Estdo entre as infec¢cdes fungicas mais comuns em todo o mundo, atingindo varios grupos
etarios e afetando negativamente a qualidade de vida de pacientes infectados (AZULAY et al.,
2008; PERES et al., 2010). A transmissdo pode ocorrer por contato direto com seres humanos
ou animais infectados ou indiretamente, por contato com fomites contaminados (DEGREEF,

2008).

A patogénese das dermatofitoses € dependente de fatores fiingicos e do hospedeiro,
que permitem o estabelecimento do fungo no tecido do individuo. Isso ocorre
concomitantemente com a ativacao do sistema imune do hospedeiro, que visa eliminar o
patogeno. Varios fatores de viruléncia fingica sdo responsdaveis pelo estabelecimento da
infeccdo, e contribuem para danos nos tecidos, incluindo a degradacdo e uso de tecido do
hospedeiro como fonte de nutrientes. No entanto, a resposta inflamatéria ativada pela
presenca do fungo ou liberacdo de seus metabdlitos e fatores de viruléncia também
desempenha um papel significativo no dano tecidual durante a infeccdio (ROMANTI et al.,

2011; HUBE et al., 2015).

Os fungos causam doencas que vao desde infeccOes cutineas superficiais até casos
profundos e disseminados que atingem os pulmoes, figado, bacgo, rins e sistema nervoso.
Embora as infeccOes cutaneas ou a dermatomicose sejam raramente ameacadoras da vida, sao
as infeccOes flngicas mais prevalentes em todo o mundo, algumas vezes levando a uma
qualidade de vida reduzida em pacientes (NENOFF et al., 2014). Determinados sinais clinicos
predominam dependendo do local afetado. As infec¢oes fiingicas podem ser classificadas de
acordo com as localizacdes anatomicas das lesdes, utilizando a denominacdo tinea seguida do
sitio anatdmico onde se localiza a infeccdo, escrita em latim. Estas manifestacoes incluem:
lesdes do couro cabeludo, tinea capitis (Fig.1), lesdes disseminadas, tinea corporis (Fig. 2),
lesdes nos espacos interdigitais e nas regioes plantares do pé, tinea pedis (pé de atleta) e

lesoes ungueais, tinea unguium (Fig. 3) (DEGREEF, 2008).
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Figura 1: Tinea capitis.

Fonte: PIRES et al., 2013.

Figura 2: Tinea corporis.

Fonte: PIRES et al., 2013.
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Figura 3: Tinea unguium.

Fonte: PIRES et al., 2013.

As dermatofitoses afetam os pacientes do sexo masculino e feminino de todas as
idades e tém uma distribuicdo mundial. No entanto, climas quentes € imidos, como em dreas
tropicais e subtropicais, contribuem para a alta prevaléncia do nimero de casos em paises da
América Latina, Africa e Asia (BHAGRA et al., 2014; FAURE-COGNET et al., 2016).
Comprometem aproximadamente 40% da populacdo mundial, e as infeccdes ungueais
representam 18% - 40% das onicopatias (ARAUIJO et al.,2003), representando um problema
de sadde publica. Sua prevaléncia é altamente varidvel, pois depende de parametros
climdticos como a umidade e a temperatura e de caracteristicas de cada paciente, como idade,
sexo, predisposicdo a doencas, localizacdo anatomica da lesdo, status socioecondmico e

ocupacdo (FAERGEMANN et al., 2003).

As dermatofitoses estdo entre as formas mais frequentes de infeccdes humanas. Em
varios paises da Europa (Reino Unido, Suécia, Alemanha, Bélgica, Polonia, Eslovdquia,
Espanha e Grécia), Oriente Médio (Turquia e Ird), América Central e do Norte (Estados
Unidos e México), o T. rubrum, foi responsdvel pelo elevado nimero de infeccdes, tendo

destaque para tinea pedis e onicomicose (LOPEZ-MARTfNEZ et al., 2010; DRAKENSJO et
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al., 2011; MARAKI et al., 2012; BUDAK et al., 2013; REZAEI-MATEHKOLAEI et al.,
2013; NENOFF et al., 2014). No Japao, Libano e Ardbia Saudita, T. mentagrophytes foi o
dermatofito que teve maior prevaléncia, ocasionando principalmente tinea corporis (ARAJ et
al., 2004; SEI, 2012). Itélia, fndia, Haiti e alguns paises do continente africano (Nigéria,
Senegal, Etiopia) foram detectados um nimero maior de casos de tinea capitis, onde 0s
principais agentes etiologicos foram 7. verrucosum, T. tonsuras, T. rubrum, T. soudanense, T.
violaceum, M. canis e M. audouinii (BALAKUMAR et al., 2012; HANUMANTHAPPA et
al., 2012; NASERI et al., 2013; COULIBALY et al., 2015; NDIAYE et al., 2015; THAKUR,
2015).

No Brasil, numa regido metropolitana de Porto Alegre, T. rubrum, seguido por T.
interdigitali foram as espécies mais comuns encontradas (HEIDRICH et al.,, 2015). No
Nordeste do Brasil, de abril de 2013 a dezembro de 2014, na cidade de Natal, Estado do Rio
Grande do Norte, foram identificados dez géneros de fungos clinicamente importantes
causadores de infeccdes superficiais, tendo destaque os géneros Trichophyton e Microsporum.
Nesse estudo, foi observada uma maior prevaléncia das espécies de T. rubrum em infec¢oes
na pele glabra e na regido inguinocrural, enquanto que 7. tonsurans € M. canis foram
especificamente encontrados no couro cabeludo (SILVA-ROCHA et al., 2016). No Brasil, 7.
rubrum continua sendo o dermatofito mais frequentemente isolado em diversos sitios

anatdomicos (DAMAZIO et al., 2007).

O T. rubrum continua sendo o dermatéfito mais comum no mundo. O termo

mnon n..n

Trichophyton é derivado das palavras gregas "0p1yo¢" "cabelo" e "gutov" "planta"; "rubrum"
(latim para vermelho) refere-se a pigmentacdo avermelhada encontrada na cultura fingica na
parte inferior da colonia. Suas estruturas alvo sdo o estrato corneo da epiderme e a queratina
ungueal. Eo principal agente etiolégico da tinea unguium (MUGGE et al., 2006). Dentre 0s
fungos isolados de infec¢des cutdneas, o dermatofito antropofilico T. rubrum € o mais
frequente em casos clinicos de finea pedis (pé€s), tinea unguium (unhas), tinea corporis
(corpo) e tinea cruris (virilhas). (SEEBACHER et al., 2008). Além das lesoes cutineas,
também € descrito a ocorréncia de processos infecciosos mais profundos envolvendo T.
rubrum. Geralmente, individuos com AIDS, ou que fazem uso prolongado de

corticosteroides, de quimioterapia e drogas imunossupressoras e em transplantados hd uma

maior prevaléncia dessas infeccdes (Wu et al., 2013).
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O género Microsporum compreende uma gama de variedades de espécies envolvidas
em infeccdes em humanos e animais. As espécies mais frequentemente isoladas sao M. canis
e M. gypseum. Epidemiologicamente, alguns estudos colocam esses fungos em destaque
dentre os principais agentes etiologicos de dermatofitoses. Em paises pobres ou em
desenvolvimento das regioes Africa, Asia e América, as dermatofitoses sdo consideradas
endémicas, variando apenas nos principais agentes etiologicos entre os quais se destacam 0s
géneros Trichophyton e Microsporum. Na Europa Central e Sudeste e Estados Unidos, M.
canis € colocado como principal causador de tinea capitis, principalmente em criancas

(SEEBACHER et al., 2008; AMEEN, 2010).

O M. canis é um dermatofito zoofilico, pois t€ém como hospedeiro preferencial
espécies animais em especial os felinos, mas também suinos, aves, caninos e bovinos. A partir
destes, o0 homem pode ser infectado. De acordo com um estudo, na Itdlia central, realizado
com 100 animais, 13% dos gatos que vivem em agregados familiares sdo portadores de M.
canis, o patogeno foi identificado em 100% dos gatos ociosos (IORIO et al., 2007). Ao
infectar animais de estimac@o como cdes e gatos, particulas infectadas perdem-se no meio
domiciliar de modo que o contato com essas estruturas pode resultar em infec¢oes familiares.
Os dermatofitos (Fig. 4) pertencentes ao grupo dos fungos geofilicos apresentam-se como
saprofitas nos solos e tem a habilidade de colonizar tecidos queratinizados como penas, pélos,
escamas, cabelos, cascos, chifres, que estejam em processo de decomposicao, apos terem sido
dissociados dos seres vivos. A infeccdo pode ocorrer quando hd o contato de dreas expostas
diretamente com o material infectado. O principal dermatofito geofilico e virulento € o M.
gypseum, relatado como agente causador de dermatofitoses em humanos e animais

(SIMPANY A, 2000).
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Figura 4: Cepa caracterizando as espécies de fungos dermatofitos.

Legenda: A) Micélio aéreo; B) Micélio vegetativo.

Fonte: Dados do autor.

3.2  Tratamento farmacoldgico e resisténcia

O desenvolvimento de agentes antiftingicos ficou atrds do de drogas antibacterianas,
devido, em parte, a incidéncia relativamente baixa de doencas fiingicas graves. Além disso, os
fungos sdo eucaridticos, semelhantes as células humanas, e encontrar agentes com toxicidade

seletiva que visam o fungo e n@o o hospedeiro é dificil (MAHMOUD, 2016).

As dermatofitoses podem ser tratadas com farmacos de uso tépico, sistémico ou
associando-se ambas as formas de tratamento a depender do perfil de sensibilidade do fungo,
do sitio acometido, da extensdo da leséo, entre outros fatores. 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 (VAN MINNEBRUGGEN et al., 2010). Alguns agentes se
destacam na utilizac@o clinica para o tratamento das dermatofitoses, entre os quais existem os
farmacos imidazolicos como cetoconazol e os compostos triazdlicos, a exemplo do
itraconazol e fluconazol (Fig. 5), ambos derivados sintéticos (FERNANDEZ-TORRES et al.,
2003).
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Os farmacos azolicos atuam inibindo a biossintese do ergosterol, o principal esterol
presente na membrana celular fungica. Esta interferéncia se processa por meio da inibi¢ao da
14-o-demetilase, enzima que catalisa a remoc¢do oxidativa do grupo 14-a-metil do lanosterol,
um dos intermedidrios da biossintese de ergosterol. Com a deplecdo do ergosterol e sua
substituicdo com esterdis incomuns como o lanosterol, ocorre desagregacdo no arranjo dos
lipidios de membrana, alterando a fluidez da membrana. Dessa forma, hd consequéncias
secunddrias nas funcdes de determinadas enzimas ligadas 2 membrana na sintese da parede
celular e na ATPase, inibindo, assim, o crescimento fungico (ODDS et al, 2003;

VANDEPUTTE et al., 2012).

Figura 5: Estrutura quimica dos compostos azolicos.

a) b) ©)

Legenda: a) CETOCONAZOL (1-[4-[4-[[(2R, 4S5)-2-(2.,4-dichlorofenil)-2-(imidazol-1-
ilmetil)-1,3-dioxolan-4-ilJmetoxi]fenil|piperazin-1-ilJetanone; b) FLUCONAZOL (2-(2,4-
difluorofenil)-1,3-bis (1,2,4-triazol-1-il)propan-2-ol); ¢) ITRACONAZOL (2-butan-2-il-4-[4-
[4-[4-[[(2R.,4S)-2-(2,4-diclorofenil)-2-(1,2,4-triazol- 1-ilmetil)-1,3-dioxolan-4-
illmetoxi]fenil|piperazin-1 il]fenil]-1,2,4-triazol-3-one.

Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov, acessado em 20/03/2017.

Devido a fracos perfis de penetracdo cutinea, os antifiingicos topicos ndo sao ideais
para infeccOes superficiais de pelos e unhas, como tinea capitis, tinea barbae, tinea unguium
e onicomicose. Nestes casos, o tratamento oral e ndo topico, administrando azois e alilaminas
(terbinafina) é recomendado. Além disso, griseofulvina oral pode ser usado como uma terapia
alternativa (VAN MINNEBRUGGEN et al., 2010). Com isso, a utilizacdo de fairmacos mais
antigos no mercado vem sendo uma escolha. A griseofulvina é um agente antifiingico
derivado do Penicillium griseofulvum, que em 1958 foi o primeiro agente antiftingico oral a se

tornar disponivel para uso clinico, utilizado para o tratamento de micoses superficiais. Atua
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através da inibicdo da sintese da parede das células fingicas, a ligacdo ao RNA, a
interferéncia com a sintese de dcidos nucleicos e a inibi¢do dos microtibulos, essenciais para

a mitose e os processos de transporte citoplasmatico (VAN MINNEBRUGGEN et al., 2010).

Outra droga vastamente utilizada € a terbinafina, derivado sintético das alilaminas, que
foi introduzido pela primeira vez nos Estados Unidos, como tratamento para onicomicose na
década de 1990. Posteriormente ganhou popularidade como um tratamento off-label para
tinea capitis (GUPTA et al., 2013). Além disso, € bastante utilizada em associacdo com o
itraconazol, preferida devido a sua capacidade de penetrar no leito ungueal e na placa ungueal
e manter niveis terapéuticos elevados, e com grande eficiacia (ROSSO, 2014). A terbinafina
exerce o seu efeito através da inibicdo da esqualeno epoxidase, bloqueando assim a
biossintese do ergosterol, um componente importante das membranas celulares flngicas.
Como resultado, este agente interrompe a sintese da membrana das células fingicas inibindo

assim o crescimento dos fungos (GHELARDI et al., 2014).

Embora pareca que o nimero de farmacos antifingicos disponiveis no mercado seja
grande, eles estdo agrupados em poucas classes quimicas e, muitas vezes, com espectro de
acdo restrito. Além disso, o sucesso no tratamento com antifingicos pode ser prejudicado
porque as dermatofitoses ocasionadas por T. rubrum, geralmente sdo associadas com elevada
recidiva e resisténcia as drogas. Assim como outros micro-organismos, as células fingicas
possuem uma grande habilidade de desenvolver resisténcia a compostos toxicos (PERES et

al., 2010; MICELI et al., 2011).

Essa resisténcia se da pelo fato dos micro-organismos terem a capacidade de
desenvolver mecanismos para contrariar os efeitos fungicidas ou fungistaticos das classes de
antifungicos, que sao baseados em trés mecanismos principais, (I) a reducdo da acumulacao
do farmaco no interior da célula fuingica, (II) diminuicao da afinidade da droga pelo o seu alvo
e (III) alteracdes do metabolismo para contrabalancar o efeito de drogas. Muitas vezes, a
associacao de vdrios mecanismos estd envolvida nessa resposta do micro-organismo as drogas
(VANDEPUTTE et al., 2012). Os diversos mecanismos variam de acordo com a cepa, a droga
ou condicoes ambientais (DEISING et al., 2008; PERES et al., 2010).
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3.3 Terpenos

Apesar da descoberta de novas moléculas e da disponibilidade de novas formulacdes
para reduzir a toxicidade e aumentar a biodisponibilidade, a procura de novos agentes
antifungicos e a caracterizacdo de novos alvos sdo uma necessidade continua (AGARWAL et
al., 2008; MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; WIEDERHOLD; PATTERSON, 2015). Com
i$s0, 0 uso de produtos naturais surge como uma grande alternativa terapéutica, e certamente ¢
uma das estratégias mais bem sucedidas na descoberta de novas moléculas candidatas a
futuros farmacos, envolvendo a participacao das ciéncias biologicas, farmacéuticas, médicas e

a quimica (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Os dleos essenciais sdo complexos de compostos voldteis encontrados em suas folhas,
resinas, frutos, flores, troncos e outras partes das plantas. Seus componentes variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fenodis, ésteres,
éteres, Oxidos, peroxidos, acidos organicos, lactonas, cumarinas e até mesmo compostos com
enxofre. Entre esses, os terpenos merecem destaque, pois sdo importantes constituintes de
Oleos essenciais de diversas plantas aromdticas e possuem marcada propriedade
antimicrobiana. Os terpenos sao compostos hidrogenados de cadeias carbOnicas ciclicas ou
alifaticas, largamente distribuidos na natureza. Os terpenos sdo classificados de acordo com
suas unidades de dtomos de carbono em hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cip),
sesquiterpenos (C;s), diterpenos (Cyp), triterpenos (Csp) e tetraterpenos (Csp) (SIMOES;
SPITZER, 2007; BAKKALI et al., 2008).

Os componentes geraniol e citronelol (Fig. 6) sd3o constituintes volateis classificados
como monoterpenos, pois sdo formados pela unido de duas unidades de isopreno. Embora
apresentem estruturas quimicas semelhantes, sao observadas sutis diferencas que podem
interferir com o potencial farmacolégico de cada droga. Podem ser encontrados em Oleos
essenciais de plantas medicinais aromdticas como Cymbopogon winterianus (Poaceae)
(OLIVEIRA et al., 2011) e outras plantas aromdticas (FREIRE et al., 2012, KIM; PARK,
2012).

O geraniol é um monoterpeno com um grupo alcodlico e duas ligacdes duplas. Os
pesquisadores mostraram que geraniol tem uma proeminente acdo repelente (SEMMLER et
al., 2014), inseticida (JEON et al., 2009), antimicrobiana (PEREIRA et al., 2014) e atividades
antitumorais (WISEMAN et al., 2007). O citronelol difere de geraniol por apresentar apenas
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uma dupla ligacdo em sua estrutura. O citronelol demonstrou acao repelente (SEMMLER et
al., 2014), larvicida (HIERRO et al., 2004), antinociceptiva, antimicrobiana (PEREIRA et al.,
2014) e acao anti-inflamatoria (BRITO et al., 2012). Atualmente, encontram-se na literatura
relatos confirmando o potencial antifingico de geraniol frente a cepas de Aspergillus spp,

Fusarium oxysporum e Penicillium digitatum (AOUDOU et al., KIM; PARK, 2012).

Figura 6: Estrutura quimica dos monoterpenos citronelol e geraniol.

a) b)

"OH N OH

Legenda: a) CITRONELOL (3,7-dimetiloct-6-em-1-ol); b) GERANIOL (2E-3,7-dimetilocta-
2,6-dien-1-0l).

Fonte: Dados do autor.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local de trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia, ambos da
Unidade Académica de Saide (UAS) do Centro de Educacao e Saide (CES), da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG).

4.2  Drogas-teste

As drogas-teste citronelol, geraniol, cetoconazol, fluconazol e itraconazol foram
adquiridas da Sigma—Aldrich® (Brasil). As solucoes foram preparadas no momento de
execucdo dos testes, dissolvendo-as primeiramente em 100 uL de Dimetilsulféxido (DMSO) a
100% e utilizando 4gua destilada esterilizada em quantidade suficiente para obter a
concentracdo inicial de 1024 pg/mL. A partir dessa concentracdo, foram feitas diluicoes
seriadas em razdo de dois até alcancar a concentracao de 1 pg/mL utilizando o meio RPMI

1640.

4.3  Cepas fingicas

Para os ensaios de atividade antiftiingica, foram selecionadas cepas de 7. rubrum LM
305 (isolada de lesdes de pele), M. canis LM 216 (isolada de lesdes de couro cabeludo) e M.
gypseum LM 305 (isolada de lesoes de pele) obtidas da colecdo do Laboratério de Micologia
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal da Paraiba. Todas as
cepas foram mantidas em tubos de ensaio contendo dgar batata dextrose inclinado sob

refrigeracdo (8°C), no Laboratério de bioquimica do CES-UFCG.

4.4 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram os meios s6lidos dgar Sabouraud dextrose (ASD)
e dgar batata dextrose (ABD), os quais foram solubilizados com dgua destilada e esterilizados

em autoclave, a 121°C por 15 minutos, conforme normas do fabricante (Difco®). O meio
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liquido RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato também foi utilizado e preparado de

acordo com o documento M38-A do CLSI (2002).

4.5 Inéculo

Para induzir a formacdo de conidios, as cepas flngicas foram cultivadas em ABD a
28°C por 7 dias. As colonias flingicas recentes foram cobertas com solucao salina estéril
(NaCl 0,9 %), e as suspensoes feitas por suaves agitacdes com auxilio de uma al¢a descartdvel
esterilizada. A mistura resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para tubos
de ensaio esterilizados. Apds agitacao de 15 segundos, cada suspensdo foi deixada em
repouso por 3-5 minutos e o sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaio estéreis. A
densidade das suspensdes de cada cepa foi ajustada em espectrofotometro a 520 nm para um
valor de 70-72% de transmitancia, a qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 0,5
— 5 x 10°® unidades formadoras de colonias em 1 mL (UFC/mL) (CLSI, 2002; SANTOS et al.,
2006; BARROS et al., 2006).

4.6  Determinacao da concentracao inibitéria minima

A determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) das drogas-teste foi
realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96
cavidades com fundo chato (CLSI, 2002; SANTOS; HAMDAN, 2005). Em cada linha da
placa, foram adicionados 100 pL das drogas-teste duplamente concentradas e diluidas em
RPMI 1640. Em cada cavidade da placa, foram adicionados 100 uL do indculo previamente
preparado, diluido em RPMI 1640 na propor¢ao 1:50. Um controle fungico foi realizado
substituindo as drogas-teste por solucdo 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
preparacdo das solucoes, foi feito um controle com DMSO na concentracdo usada para a
solubilizacdo das drogas acrescido do inoculo e do meio de cultura. As placas foram seladas e
incubadas a 28°C por até 7 dias para a realizacdo da leitura. Os valores de CIM foram

determinados pela andlise visual da inibicao do crescimento em cada cavidade, comparando-
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se os testes com o controle de crescimento (auséncia de drogas). O experimento foi realizado

em triplicata e os valores de CIM foram expressos como média geométrica.

4.7 Inducao de resisténcia antifiingica

Tubos de ensaios contendo ASD livre de drogas (controle) e também acrescidos de
citronelol ou geraniol, na concentracao 1/2CIM (subinibitéria) ou CIM (inibitéria), foram
inoculados com um fragmento micelial de 4cm?® colonia de cada cepa recém-cultivada em
ABD. Estes tubos foram incubados a 28°C, por 5 dias. Apds o periodo de incubacdo, cada
cepa foi subcultivada em outros tubos nas condi¢des anteriormente citadas. Este procedimento
foi repetido 8 vezes. As ultimas culturas foram usadas para a preparacdo dos respectivos
in6culos com solucdo salina e sua turbidez ajustada conforme item 4.5. Nesse ponto, foram
obtidas as suspensdes das novas cepas supostamente resistentes aos monoterpenos.
Posteriormente, foi analisado o novo perfil de sensibilidade dessas cepas adaptadas,
executando os ensaios de determinacdo da CIM de geraniol e citronelol frente a essas cepas,
conforme item 4.6. (HRYNCEWICZ-GWOZ'DZ et al.,, 2013). O desenvolvimento de
resisténcia foi observado quando houve um aumento no valor da CIM de ao menos uma
diluic@o (cepas nao adaptadas) (GHANNOUM et al., 2013). Os ensaios foram realizados em

triplicata e os valores de CIM expressos como média geométrica dos resultados.

4.8  Avaliacao da resisténcia cruzada

Considerando o desenvolvimento de resisténcia pelas cepas de dermatofitos, foi
investigado o perfil de sensibilidade destas cepas tratadas com concentracdes subinibitorias
dos monoterpenos frente aos farmacos azolicos cetoconazol, fluconazol e itraconazol,
executando os ensaios de determinacdo da CIM dos mesmos frente a essas cepas, conforme as
condicoes explicitadas no item 4.6 (CLSIL 2002; SANTOS; HAMDAN, 2005). Um controle
de micro-organismo foi realizado paralelamente, onde ndo foram adicionados os farmacos
azolicos no RPMI-1640. Dessa forma, pode-se comparar o novo perfil de sensibilidade dos
fungos e confirmar se houve ou ndo uma resisténcia cruzada das cepas de dermatofitos aos

farmacos azolicos, em consequéncia da adaptacdo das mesmas aos monoterpenos.
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4.9  Avaliacao da estabilidade da resisténcia

Para avaliar a estabilidade ou reversibilidade da resisténcia flngica direta e cruzada
aos antifingicos, um fragmento micelial de 4cm? das cepas resistentes foi colocado na
superficie de ASD em tubos de ensaio livre de drogas. Os tubos foram incubados a 28°C por 5
dias. Este procedimento foi repetido 8 vezes. Apos isso, as ultimas culturas foram usadas para
a preparacdo dos respectivos indculos com solucdo salina e sua turbidez ajustada conforme
item 4.5. Por fim, foi analisado o novo perfil de sensibilidade dessas cepas adaptadas,
executando os ensaios de determinacdo da CIM das drogas-teste frente a essas cepas,
conforme item 4.6. Dessa forma, foi possivel comparar o perfil de sensibilidade e confirmar
se houve ou ndo uma reversdao do quadro de resisténcia das cepas de dermatofitos as drogas-

teste (GHELARDI et al., 2014).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, determinou-se a CIM dos farmacos cetoconazol, fluconazol e itraconazol
e dos monoterpenos citronelol e geraniol frente a cada uma das cepas (7. rubrum LM 305, M.
canis LM 216 e M. gypseum LM 305). Os resultados estdo demostrados na tabela 1. Os
dermatofitos foram mais resistentes ao fluconazol, pois o crescimento foi inibido a uma maior
concentracdo do farmaco (2 pg/mL). Para os produtos naturais, citronelol e geraniol foram
mais ativos contra 7. rubrum LM 305 (CIM = 64 pg/mL), para os outros dermatofitos, ambas

as drogas apresentaram valores de CIM 256 pg/mL e 128 ug/mL, respectivamente.

Tabela 1- Valores de concentracao inibitéria minima (ug/mL) das drogas-teste sobre
cepas de dermatofitos.

T. rubrum M. canis M. gypseum
Drogas

LM 305 LM 216 LM 305
Citronelol 64 256 256
Geraniol 64 128 128
Cetoconazol 1 1 1
Fluconazol 2 2 2
Itraconazol 1 1 1

*Média geométrica de trés experimentos.
Fonte: Dados do autor.

Citronelol e geraniol foram selecionados para o trabalho por possuirem comprovada
acdo antifingica. Estudos anteriores apontam a inibicdo da biossintese de ergosterol como
possivel mecanismo da atividade antifingica do citronelol e geraniol contra cepas de T.
rubrum (PEREIRA et al., 2014). Em relacao a CIM dos monoterpenos frente a cepas de T.
rubrum, segundo achados de Pereira et al. (2014), 64 pg/mL foi capaz de inibir seu
crescimento, corroborando com os do presente estudo na cepa T. rubrum LM 305, onde

ambos estudos utilizaram o método de microdiluicdo. Um estudo de Cardoso et al. (2015)



31

mostrou que Geraniol foi ativo contra cepas de Cryptococcus neoformans e Candida

albicans, em CIM baixas 76 pg/mL e 156 pg/mL respectivamente.

Por ndo encontrar na literatura relatos sobre a resisténcia de dermatofitos a produtos
naturais, incluindo monoterpenos, o presente estudo buscou saber se € possivel o
desenvolvimento dessa resisténcia in vitro. Ainda, saber se a mesma pode se dar de maneira
cruzada com os compostos azoélicos, pois ambos possivelmente compartilham o mesmo

mecanismo de atividade antifingica.

Para isso, as cepas fungicas foram submetidas a um tratamento de subsequentes
cultivos na presenca de concentracOes subinibitorias de citronelol e geraniol (pressao
antifungica). Estes novos valores obtidos irdo servir para comparar com os valores iniciais
(antes da pressao antiftiingica). Ocorrendo mudancas nos valores de CIM, pode-se inferir que
houve desenvolvimento de resisténcia das cepas aos monoterpenos. Neste ensaio, também foi
realizado um experimento controle utilizando ASD isento de drogas. Apds isso, ndo foram
observadas mudancas nos valores de CIM, para cada cepa testada, em relacdo ao estado

inicial (dados nao mostrados). Os resultados estdo expressos na tabela 2.

A cepa de T. rubrum LM 305, apés pressao antiftingica de citronelol, apresentou
aumento nos seus valores de CIM (resisténcia) de citronelol. Neste caso, houve mudanca
também nos valores de CIM de fluconazol e geraniol, de forma cruzada. Apos tratamento com
geraniol, a CIM de geraniol também se alterou passando de 64 pg/mL para 256 ug/mL
(resisténcia). Esta cepa adaptada ao geraniol, ndo apresentou resisténcia cruzada aos azolicos,

apenas ao citronelol.

A cepa M. canis LM 216 desenvolveu resisténcia a ambos os monoterpenos apos
processo de pressdao antiftingica. Ainda, os valores de CIM de cetoconazol, fluconazol e
itraconazol aumentaram (resisténcia cruzada), tanto apos o tratamento com geraniol quanto
com citronelol. O tratamento dessa cepa com citronelol induziu resisténcia cruzada ao
geraniol. No entanto, quando tratada com geraniol, esta cepa se tornou mais sensivel ao

citronelol.

M. gypseum LM 305 também desenvolveu resisténcia a geraniol e citronelol apds
pressao antifungica. Esta cepa mostrou comportamento semelhante a cepa M. canis LM 216

no tocante ao aparecimento de resisténcia cruzada aos azois. Ainda, o tratamento dessa cepa
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com citronelol ndo induziu resisténcia cruzada ao geraniol. No entanto, quando tratada com

geraniol, esta cepa se tornou mais sensivel ao citronelol.

Tabela 2— Sensibilidade de cepas de dermatofitos apés inducao de resisténcia
antifingica na presenca de citronela e geraniol.

CIM apos passagens em CIM apds passagens em
meio com Citronelol meio com Geraniol
w w
Drogas § b/ = § 3 -
a = a =
> = — = = 4
— 3 = — 3 =
£ © 3 S 2 =
N S 2 S S 2
e S S < S S
x & = 80
~ = S ~ = S
Citronelol 256 512 512 256 128 128
Geraniol 128 256 128 256 256 256
Cetoconazol 1 2 4 1 2 4
Fluconazol 4 16 16 2 16 16
Itraconazol 1 2 2 1 2 2

*Média geométrica dos experimentos. CIM: ug/mL
Fonte: Dados do autor

A incidéncia de infeccOes flingicas aumentou drasticamente ao longo das dltimas trés
décadas e, simultaneamente, foi acompanhada por um aumento de resisténcia adquirida e
inata a drogas antifingicas (VANDEPUTTE et al.,, 2012). Os relatos na literatura de
resisténcia adquirida em fungos dermatofitos s3o escassos, principalmente com oOleos
essenciais e seus fitoconstituintes. Osborne et al. (2003) investigaram a resisténcia adquirida a
terbinafina em 7. rubrum com cepas cultivadas com concentragdes subinibitorias da droga. E
mais recentemente, um estudo de Hryncewicz-Gwo'z’dz” et al. (2013), investigou a
capacidade de desenvolvimento de resisténcia por 7. rubrum quando submetido a pressao

antifingica de fluconazol e itraconazol. Nesse estudo, os autores citam que passagens
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sequenciais de isolados clinicos de T. rubrum na presenca de Fluconazol ou Itraconazol
resultou num aumento nas CIM de ambos os farmacos para a maioria dos isolados. Isto indica
claramente a capacidade de T. rubrum para desenvolver resisténcia adquirida, apos exposicao

a concentracdes subinibitorias das drogas.

Atsushi Iwata et al. (2014) avaliaram o efeito da exposic@o continua de eficonazol na
susceptibilidade a dermatofitos em duas condi¢Oes experimentais: a primeira foi, in vitro, em
que os fungos foram subcultivados em série durante 12 passagens na presenca de
concentracdes subinibitorias de eficonazol; e a segunda foi num modelo animal de
onicomicose, com tratamento topico com eficonazol por 8 semanas. Nos resultados do
trabalho, os autores descrevem que nao foi observada resisténcia em ambos os testes devido
as mudancas nas CIM nao serem significativas, segundo critérios considerados pelos autores.
No entanto, os seus resultados demonstram claramente que houve mudancas nos valores de
CIM, o fato que eles mencionam de ndo ter ocorrido resisténcia se da pelos critérios que eles
determinaram para decidir se houve ou ndo o surgimento de resisténcia. Nesse trabalho,
levamos em consideracdo que ocorreu resisténcia quando ao menos o valor de CIM

aumentava em uma dilui¢@o, que da uma proporc¢ao de cem por cento de aumento na CIM.

Os mecanismos responsaveis pela resisténcia de T. rubrum e outras espécies de
dermatofitos a derivados azolicos sao muito pouco compreendidas, porém alguns mecanismos
bioquimicos foram relatados. Um mecanismo proposto para explicar a resisténcia de T.
rubrum a farmacos azolicos € o efluxo de drogas por aumento na expressdao de bombas de
efluxo. Os genes TruMDRI1 e TruMDR?2 de T. rubrum, que codifica para os transportadores
(bombas de efluxo), demonstraram ser superexpressos pelo fungo na presenca de varias
drogas antifingicas, incluindo os azodlicos (MARTINEZ-ROSSI et al., 2008). Outro
mecanismo que pode estar envolvido na resisténcia a compostos azolicos refere-se ao
aumento da regulacdo do lanosterol-14a-desmetilase, o alvo molecular para os compostos
azolicos. A superexpressdo do gene ERG11, que codifica essa enzima, foi evidenciado em T.
rubrum apos exposicdo a concentragdes subinibitorias de cetoconazol (MARTINEZ-ROSSI et

al., 2008).

As bombas de efluxo sdo expressas em todas as cé€lulas, cuja atividade confere
protecdo aos efeitos toxicos de diversos agentes quimicos. Geralmente, essas bombas

reconhecem uma grande diversidade de substratos baseadas em suas propriedades fisicas, por
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isso, elas podem mediar a resisténcia a multiplas drogas em fungos (UGHACHUKWU;

UNEKWE, 2012).

As bombas de efluxo como transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassete) estao
entre as principais bombas de efluxo envolvidas em mecanismos de resisténcia a multiplas
drogas. Elas 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 (DEISING et al.,
2008; UGHACHUKWU; UNEKWE, 2012). Dois desses transportadores, TruMDRI e
TruMDR?2, foram identificados em 7. rubrum, mostrando-se importantes ndo s6 no processo
de resisténcia a diversos antifungicos, mas também na patogenicidade do fungo

(CERVELATTI et al., 2006; FACHIN et al., 2006; MARANHAO et al., 2009).

Observou-se neste estudo, que a passagem sequencial de isolados clinicos de T.
rubrum, M. canis e M. gypseum na presenca de citronelol ou geraniol resultou em um
aumento nas CIM de citronelol e geraniol e dos farmacos azolicos testados. Este € o primeiro
relato de resisténcia adquirida por dermatofitos a produtos naturais. Esse achado € de suma
importancia, pois in vivo também € possivel que se adquira resisténcia e ocasione falhas na

terapéutica.

Segundo Santos et al. (2007), esta observacao in vitro tem sua reflex@o in vivo e é
suportada pelo aumento dos valores de CIM para os agentes azolicos, incluindo itaconazol e
cetoconazol em cepas de T. rubrum obtidas de pacientes com onicomicoses apos tratamento
com cetoconazol ou uma combinacdo de itraconazol e terbinafina. Com isso, os resultados
também apontam para o desenvolvimento de resisténcia cruzada, tanto com os farmacos
azolicos como entre os monoterpenos. Isso ocorre possivelmente porque ambos proporcionam
semelhantes efeitos toxicos na célula fingica. Um estudo com Candida glabrata demonstra
que o rapido desenvolvimento da resisténcia aos medicamentos apdés o inicio da terapia
suporta a percepcao de que a exposicao a farmacos azolicos pode criar células fiingicas com
genomas "evolutivos" altamente varidveis e capazes de avancar rapidamente com a resisténcia

a outros tipos de drogas, como equinocandinas (LEWIS et al., 2013).

McMabhon et al. (2007) realizaram uma investigac@o sobre os efeitos de um cultivo em
Meio Luria-Bertani (LB), contendo concentragdes subinibitorias (0,25 e 1 %) do dleo
essencial de Melaleuca alternifolia sobre a resisténcia aos antibioticos nas cepas bacterianas

de E. coli, S. aureus e Salmonella spp. Nesse estudo, foram observados aumentos de duas e de
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quatro vezes nos valores de CIM originais de gentamicina, vancomicina, cloranfenicol,
eritromicina, tetraciclina, estreptomicina, trimetoprim, ampicilina, &cido fusidico e
mupirocina. Pippi et al. (2015) trazem o contrdrio do nosso estudo, onde mostram que uma
fracao rica em benzofenonas obtida da Dalbergia ecastophyllum (prépolis vermelha
brasileira) manteve os valores de CIM para os isolados de algumas espécies de Candida com
resisténcia induzida por fluconazol, demonstrando que os mecanismos de resisténcia de
fluconazol desenvolvidos por estas cepas provavelmente ndo interferem na susceptibilidade

ao propolis.

Nas cepas M. canis LM 216 e M. gypseum LM 305, quando tratadas com geraniol,
ocorreu uma diminuicdo na CIM de citronelol, ou seja, tornando-se mais sensiveis a esse
monoterpenos. Essa diminui¢do pode ter ocorrido devido a um possivel efeito cumulativo,
pois com pequenas concentracdes de uma determinada droga a que um micro-organismo seja
submetido a contato constante, a mesma poderd se acumular formando depdsitos de alta

concentracdo da substdncia e causar danos celulares.

Apos as cepas testadas terem adquirido resisténcia, € necessario verificar a influéncia
de subsequentes ciclos de desabituacdo a acao dos monoterpenos sobre a reversibilidade da
resisténcia fungica direta e cruzada aos antifingicos. Sendo assim, avaliamos sua estabilidade
segundo descrita no item 4.9. Os resultados foram expressos na tabela 3. Pode-se constatar
que a resisténcia desenvolvida a citronelol pelas cepas ndao foi permanente e,
consequentemente, a sensibilidade das cepas aos terpenos foi revertida. Isto € confirmado pela
mudanca dos valores de CIM para a situacdo inicial (Tabela 1). Tendo excecado apenas a CIM
de geraniol para 7. rubrum LM 305 resistente a citronelol, onde se constatou estabilidade
desta resisténcia cruzada. De modo semelhante ocorreu com as CIM dos produtos naturais
com as cepas que foram resistentes a geraniol, onde a maioria também reverteu sua CIM.
Somente em 7. rubrum que foi observada a estabilizacao da resisténcia cruzada a citronelol.
Contudo, quando revistas as CIM dos farmacos azolicos tanto quando tratados com citronelol
como com geraniol, percebeu-se que nao foi possivel a reversado da resisténcia, exceto a CIM

de cetoconazol em M. canis LM 216 resistente a geraniol.

Borst et al. (2005) cultivaram isolados de C. glabrata com resisténcia adquirida ao
fluconazol em meio livre de drogas em 122 dias foi observado fenétipo de perda de

resisténcia quando alterado a subcultura do liquido para meio solido. Esta questdo é
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importante para se correlacionar com 0s nossos resultados, uma vez que a subcultura foi

realizada diretamente em meio solido e a perda de fenotipo também foi observada.

Pippi et al. (2015) trazem que em relacdo a estabilidade da resisténcia desenvolvida
por isolados de C. parapsilosis resistente preservou-se o fendtipo de resisténcia apos
subcultura em meio livre de FLZ. Com isso, pode-se inferir em relag@o aos produtos naturais
que a alterac@o bioquimica nas células fuingicas se deu somente quando na presenca do agente
estressante, citronelol ou geraniol. Atentando para isso, podemos destacar esse fato como uma
vantagem para os produtos naturais, considerando que a resisténcia aos azolicos desempenha
um papel importante nas falhas terapéuticas e consequentemente contribui para a persisténcia

e cronicidade das infeccoes.

Tabela 3—-Reversao da resisténcia fiingica das cepas Dermatofiticas em meios de
cultura isentos de drogas.

CIM apos passagens em CIM ap0s passagens em
meio isento de Citronelol meio isento de Geraniol
w w
Drogas § 9 = § 3 -
a = a =
§ = = § = =
—~ g —~ g
g t = g t =
S S 2 s S S
§ & & £ § 5
2 & = &4
~ S < ~ S <
Citronelol 64 64 128 128 64 128
Geraniol 128 64 128 64 64 128
Cetoconazol 4 2 4 8 1 16
Fluconazol 8 32 16 4 32 8
Itraconazol 2 16 4 16 16 2

*Média geométrica dos experimentos. CIM: ug/mL
Fonte: Dados do autor
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Virias teorias tentam explicar como as mudancas genéticas que causam resisténcia aos
medicamentos surgem e se estabelecem em populacoes de fungos. Alguns mecanismos
bioquimicos podem estar envolvidos na aquisicdo de resisténcia pelos fungos dermatofitos,
tanto para explicar as mutacgdes irreversiveis como as reversiveis. A teoria classica da selecao
natural postula que mutacdes raras e aleatérias surgem em uma populacdo (por exemplo,
devido a erros espontaneos ocasionais nos processos de replicac@o e reparo de DNA) e que
uma alteracdo nas condi¢des de crescimento, como a presenca de drogas antifingicas,
favoreceria o surgimento de células resistentes, ou seja, mais adequadas as novas condicoes.
No entanto, parece claro que, em populacdes bem adaptadas aos seus ambientes estaveis, a
diversidade genética € muito menos valiosa do que em populacdes mal adaptadas ou em
momentos de mudanca ambiental. Desse ponto de vista, uma estratégia evolutiva vencedora
para um organismo seria desenvolver a capacidade de aumentar sua diversidade genética

especificamente durante os tempos de estresse (HADANY et al., 2003, RAM et al., 2014).

Em outras palavras, um organismo com a capacidade de modular suas taxas de
mutacdo espontanea e de recombinacdo, mantendo-as baixas durante condicOes de baixo
estresse e aumentando-as em condicoes de alto estresse, teria vantagem seletiva sobre
organismos com constantes (constitutivamente baixas ou altas) taxas de mutacdo e

recombinacdo (SHOR; PERLIN, 2015).

Alguns estudos demonstram que as respostas ao estresse celular sdo geralmente
consideradas em termos de seu papel em ajudar as células a tolerar e sobreviver ao estresse
agudo. Foi observado que isolados clinicos de C. albicans resistentes aos compostos azolicos
que alteram a expressdo do gene transportador ABC, CDR1 e CDR2, s@o menos suscetiveis
ao derivado de morfolina (FACHIN et al., 2006). Segundo Emilia e colaboradores (2014) os
mutantes resistentes a I'TZ exibiram valores de CIM aumentados de terbinafina e morfolina
sugerindo que os transportadores ABC desempenham um papel na resisténcia cruzada a esses
antifingicos em T. rubrum. No entanto, a observacdo de que 28% dos mutantes resistentes a
ITZ apresentam susceptibilidade restaurada apés trés passagens em meio nado seletivo
sugerem que outros mecanismos podem estar envolvidos no desenvolvimento da resisténcia
ao ITZ em T. rubrum. No mesmo estudo, os autores trazem que a susceptibilidade restaurada
a terbinafina foi observada em 45% dos mutantes resistentes a terbinafina quando a pressao

do medicamento foi removida.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados no estudo, foi possivel concluir que os
dermatofitos submetidos a sucessivas passagens em concentracoes subinibitorias de citronelol
e geraniol, podem desenvolver resisténcia a essas substincias. Ainda, essa resisténcia também
pode levar ao aparecimento de cepas resistentes a outras drogas como cetoconazol, fluconazol

e itraconazol, de forma cruzada.

Esses resultados s3o inéditos e colocam os produtos naturais, incluindo os
monoterpenos, como agentes terapéuticos susceptiveis a mecanismos de resisténcia

desenvolvidos por fungos patogénicos.

Percebe-se ainda, que a resisténcia da maioria dos produtos naturais foi revertida,
mostrando resultados satisfatorios, elencando pontos muito importantes na terapéutica
antifingica. Onde foi possivel demostrar que os monoterpenos citronelol e geraniol sao
capazes de desenvolver resisténcia aos dermatofitos, e que essa resisténcia pode
posteriormente ser revertida. Isso coloca o citronelol e geraniol com grande potencial a
futuros agentes terapéuticos. Embora sejam necessdrios estudos clinicos controlados para
definir a verdadeira eficdcia, eles se mostraram ativos contra isolados resistentes apds a
desabituacdo, o0 que ndo ocorreu com a maioria dos azolicos. Apos os testes in vitro deve se
proceder para ensaios in vivo com modelo animal, a fim de obter informacdes preliminares
sobre atividade farmacologica e seguranca, se tudo estiver nos parametros adequados o estudo
segue para proxima fase, sendo essa feita em humanos, que sdo os estudos de fase I, II e III,
que possibilitaria avaliar qual a maior dose toleravel, menor dose efetiva, relacdo dose/efeito,

duracdo do efeito e efeitos colaterais.
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