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RESUMO

A esporotricose € uma infeccdo fungica subcutanea causada por fungos pertencentes ao
clado clinico de Sporothrix. E considerada uma doenca endémica no Brasil, sendo um
importante problema na saude publica. O fungo tem caracteristicas saprofitas, logo, €
comumente encontrado no solo, e em matérias organicas em decomposi¢do. Nos Ultimos anos,
observa-se que a principal forma de transmissao € a zoondtica, que consiste na transmissdo dos
propagulos fungicos do animal para o ser humano ou para outros animais. Esta forma favorece
a alta presenca de S. brasiliensis entre humanos, sendo a espécie mais incidente no pais. O
tratamento atual apresenta opgdes escassas, sendo as principais, a solucéo saturada de iodeto de
potassio, itraconazol, terbinafina e anfotericina B, que expressam, como principais problemas,
seus efeitos adversos e toxicidade, em alguns casos. Fatores como 0 aumento de cepas
resistentes a estes antifingicos, o custo e duragdo prolongada do tratamento e efeitos adversos,
tém impulsionado a busca por novas substancias com atividade antifungica, e as plantas
medicinais e seus fitoconstituintes vem sendo amplamente investigadas nesse sentido. Assim,
0 objetivo desse estudo foi investigar a atividade antifungica do monoterpeno (-)-Carveol,
apontar alvos moleculares, sua interacdo medicamentosa com antifungicos de referéncia,
visualizar sua atuagdo na célula fungica e analisar sua toxicidade. Para analise da atividade
antifangica do (-)-Carveol frente S. brasiliensis, foram realizadas a determinacdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Fungicida Minima (CFM), anélise
de interacdo com sorbitol e ergosterol, analise do efeito em combinacdo com outros farmacos.
Além de avaliar a sua citotoxicidade em queratindcitos humano (HaCaT), analise in silico das
propriedades farmacocinéticas e toxicologicas ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade) e predizer o comportamento das ligagdes quimicas por meio do docking
molecular. (-)-Carveol apresentou CIM de 256 pg/mL sobre a maioria das cepas testadas, com
carater fungicida. Os resultados sugerem que esta atividade ndo ocorre sobre a parede celular
fangica e nem pela complexacdo do monoterpeno ao ergosterol da membrana fangica. A
associacdo do (-)-Carveol com o itraconazol apresentou efeito antagonista. A viabilidade
celular foi mantida acima de 50% nas concentracGes de 256 pg/mL e 512 pug/mL na linhagem
celular testada. Nos estudos in silico, (-)-Carveol apresentou baixa probabilidade de interacdes
medicamentosas farmacocinéticas e toxicidade, melhor distribuicdo nos tecidos e no plasma
quando comparado ao itraconazol; bem como ndo foi hepatotdxico, ndo apresentou riscos de
mutagenicidade, tumorigenicidade, caracteristicas apresentadas pelo itraconazol. O (-)-Carveol
e o itraconazol interagem ligando-se ao sitio ativo da CYP51, porém o itraconazol apresentou
prioridade de ligacdo, e maior afinidade pelo sitio de ligacdo. O presente estudo demonstra que
(-)-Carveol representa uma potencial atividade antifungica, podendo se tornar uma alternativa
no tratamento da esporotricose e no controle de disseminacdo do fungo, sendo necessarios mais
estudos que identifiquem seu mecanismo de agdo, além de alternativas que melhorem sua
citotoxicidade.

Palavras-chave: Esporotricose, Antifingicos, Monoterpeno, Fungicida, Toxicidade.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous fungal infection caused by fungi belonging to the
clinical clade of Sporothrix. It is considered an endemic disease in Brazil, representing a
significant public health issue. The fungus has saprophytic characteristics, meaning it is
commonly found in soil and decomposing organic matter. In recent years, zoonotic
transmission has been observed as the primary form of transmission, consisting of the
transmission of fungal propagules from animals to humans or other animals. This form favors
high presence of S. brasiliensis among humans, being the most prevalent species in the country.
Current treatment options are scarce, with the main ones being saturated potassium iodide
solution, itraconazole, terbinafine, and amphotericin B, which, as primary concerns, express
adverse effects and toxicity in some cases. Factors such as the increase in antifungal-resistant
strains, the cost and prolonged duration of treatment, and adverse effects have driven the search
for new substances with antifungal activity, and medicinal plants and their phytoconstituents
have been widely investigated in this regard. Thus, the objective of this study was to investigate
the antifungal activity of the monoterpene (-)-Carveol, identify molecular targets, its drug
interaction with reference antifungals, visualize its action in the fungal cell, and analyze its
toxicity. To analyze the antifungal activity of (-)-Carveol against S. brasiliensis, the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) were
determined, along with interaction analysis with sorbitol and ergosterol, and the effect of its
combination with other drugs was analyzed. In addition, its cytotoxicity in human keratinocyte
(HaCaT) was evaluated, along with an in silico analysis of the pharmacokinetic and
toxicological properties ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity)
to predict the behavior of chemical bonds through molecular docking. (-)-Carveol showed an
MIC of 256 pg/mL on the majority of strains tested, with fungicidal characteristics. The results
suggest that this activity does not occur on the fungal cell wall nor through the complexation of
the monoterpene with the ergosterol of the fungal membrane. The association of (-)-Carveol
with itraconazole showed an antagonistic effect. Cell viability remained above 50% at
concentrations of 256 pug/mL and 512 pg/mL in the tested cell line. In the in silico studies, (-)-
Carveol presented a low probability of pharmacokinetic drug interactions and toxicity, better
distribution in tissues and plasma when compared to itraconazol; as well as not being
hepatotoxic and showing no risks of mutagenicity or tumorigenicity, which are characteristics
presented by itraconazole. Both (-)-Carveol and itraconazole interact by binding to the active
site of CYP51, but itraconazole showed binding priority and greater affinity for the binding site.
This study demonstrates that (-)-Carveol exhibits potential antifungal activity and may serve as
an alternative for the treatment of sporotrichosis and the control of fungal dissemination.
Further studies are needed to identify its mechanism of action and explore strategies to improve
its cytotoxicity profile.

Keywords: Sporotrichosis, Antifungals, Monoterpene, Fungicide, Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € uma infeccdo flngica subcutanea causada por fungos pertencentes ao
clado clinico Sporothrix. E considerada uma doenca endémica no Brasil, em destaque no estado
do Rio de Janeiro, e como problema de saude publica precisa ser discutida e conhecida pela
populacdo. O fungo apresenta termodimorfismo, isto é, no solo ou em matérias vegetais, por
volta de 25°C se encontra em sua fase filamentosa, e quando inoculado no hospedeiro mamifero
a temperatura de 35-37°C se encontra na sua forma leveduriforme (Fichman et al., 2023;
Rodrigues et al., 2022). A doenca pode acometer o ser humano e animais (Gremido et al., 2021,
Rodrigues et al., 2020).

A transmissdo pode acontecer via sapronose, ou seja, pelo contato do fungo presente no
ambiente com o hospedeiro mamifero, ou zoonose, onde o animal infectado transmite os
propagulos fungicos para o ser humano com a pele lesionada (inoculacdo direta ou indireta)
(Fichman et al., 2023; Waller et al., 2021). S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. luriei,
compdem o clado clinico patogénico, sendo S. brasiliensis a espécie de maior incidéncia no
nosso pais, principalmente associada a transmissao zoonética (Rodrigues et al., 2022).

O tratamento de primeira escolha para a esporotricose linfocutanea e cutanea € o
itraconazol, devido a sua eficacia, seguranca e conveniéncia posolégica. Porém este farmaco é
hepatotoxico, teratogénico e embriotoxico. Outras opcles terapéuticas disponiveis € a solucdo
saturada de iodeto de potassio, posaconazol, terbinafina, que apresentam efeitos colaterais
leves, como cefaleia e ndusea, porém o posaconazol é um medicamento de alto custo (Orofino-
Costa et al., 2022; Xavier et al., 2023).

Para casos sistémicos, a op¢do terapéutica é a anfotericina B, que € cardiotdxica e
nefrotdxica, e é administrada via intravenosa, sendo necessério acompanhar 0s exames
laboratoriais do paciente. Tem crescido 0s registros de cepas resistentes aos antifingicos
disponiveis para o tratamento. Essa resisténcia acontece por diversos fatores expressos pelo
clado clinico, como: producdo de melanina, diversidade genética, e mutagcdes em enzimas-alvo
dos antifungicos (Waller et al. 2021). Somado a isso, 0 tempo e custo do tratamento, efeitos
adversos, e recidivas da doenga, sdo questdes que dificultam a adeséo do paciente (Cavassin et
al. 2021; Fichman et al., 2023). Diante de todas essas adversidades, € necessario buscar
alternativas para o controle dessa doenca.

O (-)-Carveol € um alcool monoterpénico que possui diversas atividades biologicas
relatadas na literatura, como como, agente anti-inflamatério (MARQUES et al., 2019),

antioxidante, vasorelaxante, dentre outras (Kaur et al., 2019; Marques et al., 2019; Serafim et
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al., 2021; Silva et al., 2020). Além disso, (-) -Carveol apresentou forte atividade antibacteriana
frente Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus
(Guimardes et al., 2019). Quanto a sua atividade antifngica, foi constatada frente as espécies
Candida glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. albicans (Moraes, 2021). Raj et al.
(2023) constatou sua atividade sobre uma cepa padréo de C. albicans, ainda apontando para sua
acdo via membrana celular fungica.

Vale ressaltar portanto, que ndo ha estudos na literatura avaliando o potencial
antifangico do (-)-Carveol frente Sporothrix spp. Logo, diante de toda problematica exposta
acerca do Sporothrix brasiliensis, culminando na caréncia de alternativas ao tratamento e
prevencdo da esporotricose, € de extrema importancia buscar moléculas bioativas seguras tanto
para 0 ser humano quanto animais, com potencial antifingico sobre essa espécie. Assim, 0
presente estudo investigou, através de métodos in vitro e in silico, a atividade antifingica desse
monoterpeno sobre cepas de S. brasiliensis, avaliando suas propriedades farmacocinéticas e

toxicas, a fim de contribuir para seu potencial antifngico e futura aplicagdo clinica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESPOROTRICOSE

A esporotricose é uma infeccdo fungica subaguda ou crénica, que atinge normalmente
pele, tecido subcutaneo e vasos linfaticos, causada por fungos pertencentes ao clado clinico
Sporothrix. E considerada uma doenca endémica em diversas regides do mundo, incluindo o
Brasil, sendo considerada um grave problema de saude publica. Devido as caracteristicas de
seu agente etioldgico, é de facil contagio e disseminacdo, e tem o poder de acometer tanto
humanos quanto animais, com consideravel morbidade e mortalidade (Gremido et al., 2021;
Rodrigues et al., 2020).

As formas clinicas mais comuns da esporotricose sdo a forma cutanea fixa e a
linfocutanea. Nestas, a manifestacdo se desenvolve a partir de uma lesdo cutanea inicial, com
inoculacdo das particulas fangicas através dela, diretamente (a lesdo ocorre no momento da
inoculacdo, através de arranhdo, mordida ou corte) ou indiretamente (a pele com uma lesdo
prévia entra em contato com o fungo). Ocorre aparecimento inicial de uma pustula nodular
avermelhada e indolor no local de inoculacdo do fungo, que pode adquirir carater ulcerativo
evoluindo a depender da condi¢cdo imunoldgica do hospedeiro (Orofino-Costa et al., 2022;
Tirado-Sanchez; Bonifaz, 2018).

Na forma cuténea fixa essa lesdo inicial indolor pode evoluir para ulceragdo, com bordas
irregulares e aspecto verrucoso. Na linfocutanea, forma-se a puastula, e com o passar das
semanas ocorre evolugdo, com o aparecimento de novas pustulas no trajeto linfatico regional,
gue pode ser tanto ascendente quanto descendente ao local inicial. Ambas ocorrem mais
comumente nos locais mais expostos do corpo, membros inferiores, superiores e rosto (Orofino-
Costa et al., 2022).

Outras formas clinicas mais raras, porém, mais graves da doenca sdo: osteoarticular
(comprometimento articular com destruicdo da cartilagem, e lesdes osteoliticas, com dor,
edema e limitagé@o funcional), mucosa (contato dos propagulos fingicos com a mucosa ocular,
palato ou faringe), sistémica (disseminacdo hematogénica do patogeno a partir de leséo cutanea
ou osteoarticular) (Orofino-Costa et al., 2022).

O fungo causador da doenca apresenta termodimorfismo, isto €, & temperatura ambiente
por volta de 25°C se encontra em sua fase filamentosa, e a transi¢do para o estado leveduriforme
ocorre quando inoculado no hospedeiro mamifero, a temperatura de 35-37°C. O fungo tem

caracteristicas saprofitas, logo, € comumente encontrado no solo, e em matérias organicas em



17

decomposi¢do. Caracteristica essa que batizava popularmente a doenca como ‘doenca do
jardineiro’, uma vez que a principal forma de contaminag@o (Sapronose) era o contato com esses
materiais contaminados, sendo considerada uma micose ocupacional (Costa, 2019; Rodrigues
et al., 2020).

Nessa via sapronotica o hospedeiro mamifero pode se contaminar com a forma
filamentosa, presente no ambiente (solo, tronco de arvores, matérias organicas). Porém, hoje a
via de contaminacdo mais comum € a zoondtica. Consiste na transmissdo dos propagulos
fangicos do animal (principalmente gatos) para o ser humano ou para outros animais. Os
padrdes de contato entre gatos e outros animais, como cachorros, ou entre gatos e humanos (no
caso de animais domésticos, ou de rua, que tenham contato com pessoas, desencadeando a
esporotricose humana), frequentemente envolvendo arranhdes e mordidas, contribuem para a
ocorréncia de epizootias e transmissao zoondtica (Rodrigues et al., 2020; Waller et al., 2021).

Os gatos sdo as principais vitimas da esporotricose, devido seus habitos de explorar o
territorio, muitas vezes sem supervisao, apresentando principalmente Ulceras cutaneas como
sinais clinicos. Nos felinos doentes, as lesdes cutaneas contém uma alta concentracdo de
leveduras, diferente de outros animais, como cées, que possuem baixa carga fungica nas lesdes.
Essas leveduras sdo transferidas para o ser humano, e para outros animais atraves de arranhdes
ou mordidas, evidenciando a importancia desses animais na cadeia epidemiol6gica da

esporotricose (De Oliveira Bento et al., 2021; Gremi&o et al., 2021).

Figura 1 - Principais membros de relevancia clinica do género Sporothrix
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Atualmente estdo identificadas 53 espécies dentro do género Sporothrix, que séo
agrupadas em clados de acordo com suas semelhancgas (origem, viruléncia, patogenicidade,
dentre outros). Como exposto na Figura 1, no clado patogénico estdo as espécies S. brasiliensis,
S. schenckii, S. globosa e S. luriei, espécies mais comumente isoladas de pacientes
diagnosticados com esporotricose. No clado ambiental, S. mexicana, S. chilensis, S. humicola,
S. pallida, e S. phasma, sdo patdgenos ocasionais com potencial patogénico moderado para
mamiferos. Outras espécies estdo inseridas no clado ambiental com pouca ou nenhuma

patogenicidade para mamiferos (Rodrigues et al., 2022).

Figura 2 - Expanséo da esporotricose humana e felina nos ultimos anos no Brasil
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Nos ultimos anos, ha relatos de casos de esporotricose humana em 25 dos 26 estados
brasileiros (Figura 2 A). A partir da década de 1990 houve um aumento de manifestacbes
epizodticas em felinos, e consequentemente a transmissdo do fungo para os humanos, tendo o
estado do Rio de Janeiro como epicentro (Figura 2), com milhares de casos documentados na
literatura (Rodrigues et al., 2020). A partir dos anos 2000 notou-se um avanco dessa endemia
para outros estados do Sudeste e para a regido Sul, facilitado pelas caracteristicas do fungo e
forma de transmissdo (Rodrigues et al., 2022).

A regido Nordeste tem apresentado um aumento expressivo no nimero de casos de
esporotricose humana e felina nos ultimos anos (Figura 2), com destaque para os estados de
Pernambuco (Valeriano et al., 2020), Paraiba (Silva Neto, et al., 2023) e Rio Grande do Norte
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(Do Monte Alves et al., 2020). O que se observa nesses surtos, € um predominio da
identificacdo de S. brasiliensis, espécie diretamente relacionada com a transmisséo zoondtica
(De Oliveira Bento et al., 2021).

Na Paraiba, 0 aumento substancial no numero de casos teve inicio em 2018. A Secretaria
de Saude do Estado emitiu uma resolucéo CIB/SES/PB n° 80/18 em 07 de agosto de 2018, onde
reconhece a proporcdo da esporotricose humana no estado e determina a notificacdo
compulsoria, disponibilizando um sistema para cadastro de casos suspeitos e confirmados da
doenca. No ano de 2019 por exemplo foram notificados 711 casos da doenca em todo estado.
A alta nos casos perdurou nos anos seguintes, com uma leve atenuagdo. Em 2023, por exemplo,
foram notificados 577 casos, a grande maioria concentrados na capital Jodo Pessoa (De Oliveira
Bento et al., 2021; SESPB, 2023).

Espécies de interesse clinico ndo sdo distribuidas uniformemente em todo o mundo,
porém observa-se um predominio de uma Unica espécie nos locais em que se desenvolve uma
endemia. Por exemplo, na Asia a espécie mais prevalente ¢ a S. globosa (99,3% dos casos), na
Austrélia e sul da Africa a S. schenckii (94% dos casos), sudeste da América do Sul a S.
brasiliensis (88% dos casos), oeste da América do Sul, América Central e do Norte a S.
schenckii (89% dos casos) (Angelo, 2021).

Além do termodimorfismo, Sporothrix spp. apresenta outros fatores de viruléncia que
caracterizam sua patogenicidade, como glicoproteinas, proteinas secretadas, vesiculas
extracelulares, melanina. Algumas proteases, Proteinase | por exemplo, desempenham um
papel essencial na interacao deste fungo com as células hospedeiras, conferindo capacidade de
invasdo aos tecidos cutaneos. As adesinas no Sporothrix spp. sdo responsaveis por mediar a
ligacdo da levedura a matriz dérmica. A Gp70, uma glicoproteida de 70 kDa, é uma adesina
que possui papel crucial na modulacdo da resposta imune do hospedeiro, € altamente
imunogénica e é detectada em soro de camundongos infectados (Carnero et al., 2018).

A melanina é um pigmento marrom que confere protecdo a célula fangica contra
macrofagos e neutrdfilos. Tanto leveduras quanto hifas sdo capazes de produzir melanina
através das vias 1,8-di-hidroxinaftaleno (DHN) e L-3,4-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA). Uma
terceira via, de L-tirosina (piomelanina), foi observada para S. brasiliensis, S. schenckii e S.
globosa. A producdo desse pigmento é maior e mais rapida em S. brasiliensis do que em S.
schenckii por exemplo (Guan et al., 2021; Waller et al., 2021).

Mais um exemplo é a expressdo de proteinas associadas a vesiculas pelo género. A
glucanase da parede celular induz a lise de macrofagos e outras células hospedeiras devido a

remodelacdo de sua superficie. A superoxido dismutase (SOD) por sua vez, contribui para o
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crescimento e sobrevivéncia do patdgeno sob condi¢BGes de estresse oxidativo, assim como
dentro de macrdfagos (Garcia-Carnero; Martinez-Alvarez, 2022).

Observa-se que tem crescido substancialmente relatos de cepas de Sporothrix spp.
resistentes aos antifungicos disponiveis na clinica, e S. brasiliensis € a espécie fingica com
maior capacidade de adquirir mecanismo mutacional ou de resisténcia. Quanto a resisténcia
uma cepa pode ser non-wild-type (tipo ndo selvagem) - espécies de Sporothrix com
suscetibilidade reduzida ao antifangico, devido a mecanismo mutacional ou de resisténcia
adquirido - ou wild-type (tipo selvagem) - isolados sem mecanismo de resisténcia adquirida
(Waller et al., 2021).

A melanina, pigmento marrom que confere protecao a célula fungica contra macrofagos
e neutrofilos, também a protege de oxidantes derivados de nitrogénio e do antifingico
Anfotericina B, e em alguns casos protege contra o efeito da terbinafina, um antifingico
alternativo a terapia com anfotericina B. Esse efeito funciona como uma ‘“armadura”
interferindo no contato do antifingico com a célula fungica (Carnero et al., 2018).

A diversidade genética também esta relacionada ao desenvolvimento de resisténcia do
fungo. Cepas que apresentaram polimorfismo genético apresentaram variabilidade de perfis de
suscetibilidade antifungica (Waller et al.,, 2020). Os azllicos atuam inibindo as
monooxigenases do citocromo P450, particularmente CYP51 que esta envolvido na biossintese
do ergosterol. Uma mutacdo nessa enzima-alvo do antifungico interfere a sua ligacdo e o seu
efeito, sendo outro importante mecanismo de resisténcia do fungo (Waller et al., 2021).

Durante a primeira reunido do grupo de especialistas em antifungicos da Organizacgéo
Mundial da Saude (OMS), realizada em 2020, os patégenos pertencentes ao género Sporothrix,
e consequentemente a esporotricose, foram destacados como candidatos para incluséo na lista
de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) da OMS. Essa lista engloba doencas que afetam
principalmente populacdes de baixa renda em regiGes tropicais e subtropicais e que sao
responsaveis por significativa mortalidade e morbidade (WHO, 2020). Esse reconhecimento,
evidencia a importancia de conhecer a doenga, seu fungo causador, e estudar maneiras de

combaté-lo.
2.1.1 Sporothrix brasiliensis

S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa sdo os principais agentes etiologicos da
esporotricose em todo o mundo, identificados em mais de 90% dos casos relatados. Ademais,

S. brasiliensis é a espécie responsavel pela caracteristica endémica da esporotricose transmitida
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por gatos no Brasil, estando assim diretamente ligada a transmissdo e proliferagdo dessa
zoonose (Xavier et al., 2023). Assim, fica clara a importancia de estudar tal espécie com foco
no controle de sua difusdo, que gera um grande problema de sadude publica.

A espécie S. brasiliensis compde uma populacdo de patdgenos geneticamente
homogénea, com perfil de suscetibilidade in vitro semelhante entre os individuos, sendo
considerada a espécie mais virulenta em felinos e humanos (Figura 1). Uma das principais
causas disso, € a sua resisténcia térmica quando comparados com outras espécies do mesmo
clado, como por exemplo S. globosa, que € sensivel em temperaturas acima de 35°C. Esse é um
importante mecanismo de adaptagéo nos felinos, que possuem temperatura corporal de + 39°C
(Angelo, 2021; Gremido et al., 2021).

Por muito tempo acreditou-se que a espécie seria exclusiva do pais, porém nos ultimos
anos este cenario mudou como demonstrado na Figura 3. A Argentina por exemplo, apresentou
um aumento expressivo no nimero de casos tanto da esporotricose humana quanto animal na
ultima década. No Paraguai em 2017 ocorreu o relato de dois casos de infeccdo apos contato
com gato infectado no territorio brasileiro. Além disso o primeiro caso de esporotricose
zoonotica nos EUA foi relatado por uma paciente que viajou do Brasil, onde foi mordida por
um gato infectado. Ainda foram relatados casos no Reino Unido de pacientes infectados pos

contato com gatos importados do Brasil (Angelo, 2021; Xavier et al., 2023).

Figura 3 - Mapa mundial com foco na América de casos de esporotricose causadas por
Sporothrix brasiliensis relacionados ao Brasil
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Legenda: Imagem de gato = esporotricose felina; Imagem de humano = esporotricose humana; n =
namero de casos.

Esse cenario sugere que a espécie esteja presente em todo o territério, como
demonstrado na Figura 2. No Brasil se observa que em regides onde se inicia uma epizootia em
gatos, conjuntamente ocorre um aumento expressivo nos casos de esporotricose humana. E
nessas epizootias a espécie mais observada € justamente a S. brasiliensis. Para este fim, a
transmissdao zoonotica favorece a alta presenca de S. brasiliensis entre humanos, o que vem
sendo observado nos ultimos levantamentos epidemiolédgicos (Costa, 2019; Gremido et al.,
2021; Rodrigues et al., 2020).

Assim, é de grande importancia difundir o conhecimento sobre esta importante zoonose.
Estudos acerca da epidemiologia da doencga, permite o surgimento de mais relatos de casos, e
consequentemente, possibilita que os estabelecimentos de salde entendam a importancia de
notificar os casos suspeitos e identificados. Fazer com que a populacdo, mesmo que de regides
ndo endémicas, conhecam o fungo, entendam as formas de contaminacéo, € um passo essencial

para o controle da disseminacéo da doenga.

2.1.2 Diagnostico

No Brasil, S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa coexistem, sendo S. brasiliensis a
mais virulenta. A espécie também ¢ identificada na grande maioria dos casos de esporotricose
felina, estando diretamente relacionada a propagacao dessa zoonose. Por essa razao, além de
identificar o fungo causador dos sinais clinicos, e consequentemente a doenca, também é de
extrema importancia identificar a espécie, a fim de monitorar a zoonose e a variabilidade
genética das espécies nas regides em que sao encontradas (Gremido et al., 2021; Orofino-Costa
etal., 2022).

O diagndstico se inicia na suspeita clinica da doenca. Para isso, € necessario que o
profissional da saude realize uma anamnese completa: se havia uma lesdo prévia, aspecto da
lesdo, saber se 0 paciente teve contato com algum animal, a regido em que reside, ha quantos
dias notou a lesdo, dentre outros questionamentos. Esse passo, anterior ao processamento
laboratorial, € determinante para o diagnéstico diferencial com outras patologias que
apresentam sinais clinicos semelhantes, como leishmaniose tegumentar americana,
histoplasmose e paracoccidioidomicose (Almeida-Paes et al., 2022; Thompson et al., 2021).

O diagnostico de micoses endémicas geralmente é baseado na combinacdo de dados

clinicos, epidemiologicos e laboratoriais. Entre os métodos laboratoriais comuns estdo o exame



23

microscopico direto (EMD) utilizando hidréxido de potéssio (KOH) e a cultura de amostras
bioldgicas. Embora 0 EMD dos agentes patogénicos possa ser bastante indicativo de micoses
endémicas, para a esporotricose humana a sensibilidade desse método € baixa, devido a
insuficiéncia de particulas fungicas nas les6es. Diferente da esporotricose felina, que apresenta
alta carga fungica na lesdo, sendo o EMD padrao-ouro de diagnostico neste caso (Almeida-Paes
et al., 2022; Thompson et al., 2021).

Jaa cultura é o principal meio para identificar Sporothrix spp. Consiste na identificacao
do género, ao inocular amostras de lesdes cutaneas em meio Agar Sabouraud Dextrose (ASD),
Agar Mycosel, ou Agar Batata Dextrose (ABD). O crescimento de Sporothrix spp. surge em 3-
6 dias, em temperatura ambiente entre 25°- 28°C. O mesmo processo pode ser realizado com
materiais organicos a fim de identificar a presenca do fungo em um ambiente, onde o
crescimento surge de 10-19 dias, podendo variar de acordo com a espécie presente ali (Orofino-
Costa et al., 2022; Rodrigues et al., 2022).

A identificacdo € feita observando a macro e a micromorfologia do crescimento.
Macroscopicamente (Figura 4 A), as col6nias comecam a crescer como fungos filamentosos
hialinos, podem se manter assim inteiramente brancos, ou ainda se tornam marrons a pretos
apos alguns dias, principalmente no centro da colénia. Microscopicamente (Figura 4 B), a forma
micelial é observada como hifas septadas, finas, ramificadas e hialinas, com células
conidiogénicas surgindo de hifas indiferenciadas, formando conidios de paredes espessas
pequenos, com um arranjo em formato de flor (Orofino-Costa et al., 2022; Rodrigues et al.,
2022).

O termodimorfismo é uma caracteristica marcante do clado clinico Sporothrix, logo €
importante estimular a transicdo morfoldgica da amostra. O fungo deve ser semeado em meio
enriquecido agar Brain Heart Infusion (BHI) e incubado a 35-37 C para obter col6nias
leveduriformes. Neste caso o tempo de transi¢do pode ser mais demorado, logo recomenda-se
incubagdo por até 30 dias para garantir um resultado satisfatorio. Na forma de levedura,
macroscopicamente (Figura 4 C) as coldnias sdo de cor creme e lisas, de aspecto cremoso.
Microscopicamente (Figura 4 D), € possivel observar células fusiformes e ovais medindo 2,5 —
5 um de diametro, como botdes em forma de charuto (Magalhées et al., 2022; Rodrigues et al.,
2022).
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Figura 4 - Morfologia de Sporothrix spp. em suas formas micelial e leveduriforme

Fonte: Magalhées et al. (2022)
Legenda: (A) Cultura micelial ap6s incubagdo de dez dias a 25 °C em ASD. (B) Microscopia ptica de
hifas e conidios tipicos de S. brasiliensis (azul de algoddo, x400). (C) Cultura leveduriforme apos sete
dias a 37 °C e 5% de CO, em BHI. (D) Microscopia Optica de col6nia leveduriforme (solucéo salina,
x400). Barra =10 pm.

E relevante mencionar que essas caracteristicas morfoldgicas no sio suficientes para
distinguir as espécies, que ¢ um aspecto clinico essencial da doenca. Nesse sentido, existem
ferramentas diagndsticas adicionais que complementam a cultura e o exame direto, oferecendo
resultados rapidos e eficientes. No entanto, apesar de sua utilidade e potencial promissor, devido
ao custo, essas ferramentas podem ser de dificil acesso. Uma importante caracteristica de alguns
destes métodos é a capacidade de identificar a espécie da amostra, sendo essencial no
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monitoramento da endemia, caracteristicas da transmissao e variabilidade genética das espécies
(Orofino-Costa et al., 2022; Gremiao et al., 2021).

Ferramentas moleculares desempenham um papel crucial na identificacdo de espécies
relevantes e na orientacdo do tratamento, além de ajudar na deteccéo e controle de surtos. Esses
métodos reduzem o tempo de identificacdo proporcionando um diagndstico mais rapido e
preciso. O sequenciamento de DNA é o principal método para a identificagdo molecular de
espeécies de Sporothrix de importancia clinica e permite a analise da diversidade genética e da
estrutura populacional do fungo durante surtos e epidemias, esclarecendo as rotas de
transmissdo e a expansdo de agentes emergentes como S. brasiliensis (Orofino-Costa et al.,
2022; Rodrigues et al., 2022).

Técnicas moleculares utilizadas para diferenciar S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa
e S. luriei geralmente empregam DNA extraido de culturas puras e incluem métodos como: a
reacdo em cadeia da polimerase com polimorfismo de comprimento de fragmento de restricéo
(RFLP-PCR), PCR especifica para espécies, amplificacdo por circulo rolante (RCA),
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP), DNA polimérfico
amplificado aleatoriamente (RAPD, T3B) e PCR quantitativo em tempo real (QPCR) (Carnero
et al., 2018; Orofino-Costa et al., 2022).

Essas técnicas possuem aplicagdes variadas, desde diagndsticos rotineiros em
laboratorios clinicos, até investigacdes sobre a estrutura populacional e estudos ecoldgicos que
visam detectar DNA de Sporothrix spp. em amostras ambientais. A eficicia da identificacdo
molecular depende significativamente da qualidade e quantidade do DNA isolado, bem como
do alvo molecular escolhido. Extragdes que ndo incluem etapas de purificagdo, por exemplo,
podem resultar em inibicdo da reacdo em cadeia da polimerase devido a impurezas presentes
no material. No entanto, métodos que utilizam Kits comerciais para a extracdo e purificacdo de
DNA tém demonstrado ser eficazes e satisfatdrios, especialmente em amostras clinicas
(Orofino-Costa et al., 2022; Rodrigues et al., 2022).

O MALDI-ToF MS (espectrometria de massa por ionizacdo com dessorcdo a laser
assistida por matriz e analisador de tempo de voo) é uma ferramenta potencial na identificacdo
de leveduras. Atualmente os bancos de dados foram expandidos para identificar fungos
filamentosos. Logo o método j& é empregado para identificacdo rapida e especifica de S.
brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. luriei e membros do complexo S. pallida, a partir de
coldnias cultivadas in vitro, com consideravel economia de material e mao de obra. Portanto, a
precisdo do MALDI-ToF MS na identificagdo de Sporothrix spp. depende de um banco de

dados preciso para fungos filamentosos (Matos et al., 2019; Rodrigues et al., 2022).
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O diagnostico pode ser um importante fator que leva a subnotificagdo da doenca. Uma
boa investigacdo da histdria clinica do paciente é determinante para guiar o diagndstico e
consequentemente o tratamento do caso. Por conseguinte, a coleta e incubacgéo corretas, manejo
da amostra, e identificacdo, € o caminho para notificacdo do caso clinico e tratamento eficaz do

paciente.

2.1.3 Terapia da esporotricose

A esporotricose € uma doenca de carater endémico, de facil propagacéo. No tocante ao
tratamento dessa doenca, a terapia escolhida é determinada pela forma clinica expressa pelo
paciente e suas condi¢des imunoldgicas. Além disso a espécie causadora também deve interferir
nessa escolha, uma vez que possuem susceptibilidades distintas aos antifingicos. Além disso,
é essencial determinar a fonte de infeccdo deste paciente, a fim de controlar a disseminacdo da
doenca, e evitar uma piora do quadro ou recidiva (Xavier et al., 2023). As principais opcdes
terapéuticas para esporotricose sao solucdo saturada de iodeto de potéssio, derivados azélicos,
terbinafina e anfotericina B.

A solucdo saturada de iodeto de potassio foi o primeiro fArmaco usado no tratamento da
esporotricose e continua sendo boa opc¢ao terapéutica por ser de baixo custo, bem como pela
rapida resposta clinica. Na esporotricose o iodeto de potassio tem atividade imunomoduladora,
pode suprimir a producdo de intermedidrios téxicos do oxigénio pelos leucdcitos
polimorfonucleares e, portanto, exercer seu efeito anti-inflamatério, inibindo por exemplo a
formacdo de granulomas. Esse efeito in vivo parece estar relacionado a regulacao de citocinas,
com aumento dos niveis de 1L-10 e IL-35 (Rodrigues et al. 2022).

Quanto a posologia, a solucdo saturada é feita com 50g do iodeto em 35 mL de &gua
(0,07g/gota) sendo a dose pediatrica de 10-15 gotas, 2x/dia, e para adultos 20-25 gotas, 2x/dia.
Os eventos adversos sdo leves, sendo os mais comuns a cefaleia, diarreia, nausea, dor abdominal
e gosto metalico, que ndo costumam interferir na ades&o do tratamento. E contraindicado na
insuficiéncia renal, alergia a iodo, doencas autoimunes, gravidez e lactacdo. Tem entrado em
desuso desde o emprego do itraconazol na doenga, mas devido ao seu baixo custo, ainda é usado
para tratar formas cutdneas em humanos e felinos, em associacdo ou ndo com o itraconazol
(Orofino-Costa et al., 2022; Xavier et al., 2023).

O mecanismo de acdo do iodeto de potéssio ainda ndo esta esclarecido, mas este
medicamento é muito eficaz para melhorar o quadro clinico e controlar prontamente a carga

fangica. Alguns estudos buscam entender essa a¢ao e o seu potencial. Costa et al. (2013) expds
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leveduras de Sporothrix spp. a concentragdes crescentes de iodeto de potéssio, e observou que
ouve lise celular causada por liberacdo de enzimas lisossomais. Outro estudo quis monitorar a
capacidade do iodeto, e constatou que a substancia inibiu o desenvolvimento de biofilmes
leveduriforme e micelial de Sporothrix spp. (Brilhante et al. 2019).

Quanto aos antifungicos azolicos, seu principal alvo ¢é a lanosterol 14a-demetilase, que
é produto do gene ERG11. Essa enzima ¢ um membro da classe de enzimas do citocromo P450
(CYP450) e tem papel critico na biossintese do ergosterol, que € um componente fundamental
da membrana fungica. O tratamento com azdis resulta na diminuic¢do do ergosterol celular e
leva ao acimulo de ester6is metilados toxicos na célula fungica. Tém acdo fungistatica, o que
provavelmente contribui para o desenvolvimento de cepas resistentes (Orofino-Costa et al.,
2022; Shafiei et al., 2020).

O itraconazol € um triazol de primeira geracdo, e é hoje o tratamento de primeira escolha
para a esporotricose, devido a sua eficicia, seguranca e conveniéncia posolégica para
esporotricose linfocutanea e cutdnea, pois alcanga altas concentragcdes no tecido cutaneo.
Dependendo da gravidade da doenca e do estado imunolégico do hospedeiro, a dose terapéutica
pode variar de 100 a 400 mg/dia, em geral, 100-200 mg/dia para forma cutanea, tanto para
imunocompetentes quanto para imunossuprimidos, 200-400 mg/dia para osteoarticular e
sistémica para imunocompetentes e 400 mg/dia para imunossuprimidos. Em caso de
insuficiéncia da resposta terapéutica, pode ser utilizado em associacdo com as alternativas
terapéuticas (Gremido et al., 2021; Rodrigues et al. 2022).

As limitacbes mais importantes no tratamento com o itraconazol sdo interacdo
medicamentosa - pode interagir com mais de 200 medicamentos interferindo na eficicia do
tratamento - e os efeitos adversos, sendo 0s mais comuns a cefaleia, nausea, dor abdominal,
diarreia ou constipac&o intestinal. E hepatotdxico, entdo seu uso é limitado para pacientes com
doencas hepaticas. Além disso ndo pode ser administrado em gestantes, por ser teratogénico e
embriotoxico (Etchecopaz et al., 2021; Orofino-Costa et al., 2022).

Barros et al. (2011) acompanharam o tratamento de 645 pacientes com esporotricose
cutanea tratados exclusivamente com itraconazol, com monitoramento do desaparecimento dos
sinais e de eventos adversos. Estes, foram observados em 18.1% dos pacientes que estavam
com tratamento de 100 mg/dia e 21.9% dos que estavam usando 200-400 mg/dia, sendo nausea
e dor no estbmago os efeitos mais relatados por eles. Sobretudo 71.6% dos pacientes
completaram o tempo e manejo de tratamento prescrito (12 a 24 semanas), e sua totalidade
obteve a cura, embora 0s casos de esporotricose linfocutanea demoraram mais para serem

curados.
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Por sua vez Poester et al. (2022), avaliaram o tratamento de 25 casos de esporotricose
causadas pela espécie S. brasiliensis. Os isolados foram testados quanto a uma possivel
resisténcia para o itraconazol, que néo foi observada. O tratamento com itraconazol foi iniciado
para todos, porém em 42% dos casos ouve uma falta de resposta clinica, principalmente em
doses de 100 mg/dia, em que foi necessario aumentar a dose ou combinagdo com outros
antifungicos. Essa falta de resposta clinica foi associada a demora para o diagnostico desses
casos (em media 3 meses desde o aparecimento dos sintomas). Logo o bom prognostico da
doenca se liga a rapida identificacdo do fungo causador e a agilidade para inicio do tratamento.

Outros azélicos empregados com menor frequéncia nos casos clinicos séo o cetoconazol
e 0 posaconazol. O cetoconazol ¢ um imidazol que tem atividade comprovada sobre S.
mexicana, porém ndo é muito usado devido a sua baixa eficacia, e efeitos colaterais
potencialmente graves na administracdo sisttémica, onde pode causar insuficiéncia adrenal ao
inibir enzimas na via de sintese de esteroides, promover diminuicéo da sintese de cortisol, e em
altas doses, também pode causar ginecomastia em homens. O posaconazol é um triazol de
segunda geracdo que tem atividade satisfatoria sobre S. schenckii e S. brasiliensis, em especial
em combinacdo com anfotericina B, porém tem alto custo (Espinel-Ingroff et al., 2017;
Rodrigues et al. 2022).

A terbinafina é uma alilamina fungicida utilizada como alternativa ao iodeto de potassio
e azélicos, caso esses ndo possam ser administrados. Seu mecanismo interfere na sintese do
ergosterol pela inibicdo da enzima esqualeno epoxidase presente na membrana celular fungica.
E metabolizada por diversas isoenzimas CYP, mas tem pouca interacdo medicamentosa e, por
iss0, pode ser administrada em idosos e em pacientes com comorbidades, embora também seja
contraindicada em gestantes, pois penetra o leite materno (De Oliveira Santos et al., 2018).

Possui atividade relatada sobre as espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S.
mexicana e é considerada como o tratamento de segunda linha para esporotricose linfocutanea
e cutdnea. Dentre os eventos adversos mais comuns estdo cefaleia, nausea, distensdo, dor
abdominal e diarreia. Terbinafina se apresenta na forma de comprimido e a dosagem
recomendada é de 250-500 mg/dia para casos de esporotricose cutanea, e ainda de 250-1000
mg/dia para forma osteoarticular (Orofino-Costa et al., 2022; Xavier et al., 2023).

Como ja apontado, a melanina é um fator de viruléncia deste fungo. Esse pigmento
protege a parede celular fingica da acdo desse antifungico, diminuindo sua eficacia. Logo uma
importante alternativa a esse mecanismo de resisténcia, € associar seu uso a farmacos com
potencial de inibir a sintese desse componente, aumentando assim a susceptibilidade fangica

(Gomez-Gaviria; Martinez-Alvarez; Mora-Montes, 2023). Esse mecanismo ja foi testado por
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Almeida-Paes et al. (2016), onde a combinacdo da terbinafina com o triciclazol (inibidor
potente da DHN-melanina), diminuiu a CIM do antifungico frente cepas de S. schenckii e S.
brasiliensis.

A anfotericina B, pertencente da classe dos polienos, é um antibiético macrolideo
complexo, caracterizado por um anel macrolactona com uma série de ligagbes duplas
conjugadas (heptaeno). E cardiotdxico e nefrotoxico, sendo necessario o monitoramento da
funcdo renal e dosagem de potassio sérico do paciente durante o tratamento. E a Gnica terapia
medicamentosa liberada para uso na gravidez com forma grave da doenca, por ndo ser
teratogénica. E utilizada nos casos sistémicos da doenca, em pacientes hospitalizados, uma vez
que é administrado via endovenosa. A dosagem recomendada € de 3,0-5,0 mg/kg/dia, e 0 tempo
médio de tratamento é de 3 meses, e em alguns casos pode chegar a 12 meses (Cavassin et al.
2021; Fichman et al., 2023).

Diferente das classes anteriores, 0s polienos ndo tem como alvo uma enzima especifica.
Os farmacos desta classe interagem com o ergosterol interferindo na permeabilidade da
membrana. O ergosterol € uma molécula essencial na célula flngica pois participa de muitos
processos celulares, como fluidez de membrana, endocitose, regulacdo de proteinas de
membrana, e sinalizacdo celular. Esses antifungicos possuem alta especificidade com o esterol
da membrana fangica quando comparado com o esterol da célula humana (colesterol), devido
a forma e composicdo de suas respectivas moléculas e tipos de ligacdes de interacdo (Cavassin
et al. 2021).

Esse mecanismo pode ocorrer de diferentes formas: formacdo de poros, adsorcdo de
superficie, 0 modelo de esponja de esterol e 0 modelo de dano oxidativo. A formacéo de poros
na membrana é o principal mecanismo estudado para a anfotericina B exercer sua agdo. A
molécula interage com o ergosterol formando um canal na membrana que permite a passagem
de ions e pequenas moléculas, levando a lise celular. A anfotericina B forma poros
relativamente largos (aproximadamente 0,46 nm) e pode transportar moléculas tdo grandes
quanto a sacarose, enquanto outros representantes da mesma classe formam poros menores
(Carolus, et al. 2020; Lima, et al. 2023).

No segundo e terceiro modos, pela adsorc¢do ou extracdo do ergosterol da membrana, a
membrana fosfolipidica € desestabilizada e aqueles processos celulares que dependem do
ergosterol, ficam enfraquecidos. Neles os polienos podem adsorver moléculas de ergosterol na
superficie da bicamada fosfolipidica, ou grandes agregados de moléculas de anfotericina B
posicionadas paralelamente podem se formar na membrana, funcionando como uma “esponja

de esterol”. Por fim, ainda que o “como” ndo seja totalmente esclarecido, a anfotericina B induz
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0 acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em danos ao DNA, proteinas,
mitocondrias e membranas (Carolus, et al. 2020).

Fichman et al. (2022), avaliou o histérico de casos de 73 pacientes com esporotricose
disseminada. Em todos houve a identificacdo da S. brasiliensis, e 52.1% deles eram portadores
do HIV. Doses médias foram de 750 mg para anfotericina B desoxicolato, e 4500 mg do
complexo lipidico. 20.5% descontinuaram o tratamento devido aparecimento de efeitos
adversos. Os efeitos mais severos foram associados a formulacéo de desoxicolato, e 3 pacientes
morreram decorrentes de acometimento renal. 52.1% dos pacientes obtiveram a cura, que foi
associada a auséncia de envolvimento dsseo, das vias aéreas superiores e do SNC. O sucesso
da terapia depende, além da adeséo correta ao tratamento, do diagnostico e inicio do tratamento
precoces.

Fichman et al. (2023) avaliaram a suscetibilidade antifangica de 46 cepas de Sporothrix
brasiliensis isoladas de pacientes com esporotricose grave tratados com anfotericina B, contra
anfotericina B, itraconazol, terbinafina e posaconazol. As formas clinicas foram esporotricose
cutanea disseminada (94.6%) e disseminada (5.4%). A cura ocorreu em 45.9% dos casos € a
morte devido a esporotricose em 24.3%. 93.5% dos isolados foram susceptiveis aos
antifungicos testados, e foram classificados como selvagens. Os isolados com CIM mais
elevadas néo tiveram relacdo com quadros mais graves, por isso os resultados da suscetibilidade
antifungica ndo sdo o Unico guia para uma terapia bem-sucedida da esporotricose.

Bernardes-Engemann et al. (2022) avaliaram 100 cepas de Sporothrix spp. obtidas de
casos de 1999 a 2018. Todas as cepas foram identificadas como S. brasiliensis e treze foram
classificadas como ndo selvagens, apresentando resisténcia contra pelo menos um antifingico
testado (itraconazol, posaconazol, cetoconazol, terbinafina e anfotericina B), sendo duas delas
contra diferentes drogas. Pacientes infectados por estas cepas necessitaram de mais tempo de
tratamento além de doses maiores do que as descritas na literatura e um deles apresentou
sequela permanente. Além disso, trés deles, com imunossupressdo, morreram de esporotricose.
Para evitar falha no tratamento, sugere-se como parte da rotina clinica o isolamento das cepas
para teste de sensibilidade aos antifangicos, principalmente em pacientes imunossuprimidos.

Um estudo retrospectivo de Lima et al. (2023) avaliou casos de esporotricose meningea,
quadro muito raro, que acomete exclusivamente pacientes imunossuprimidos, e em muitos
casos com sindrome inflamatoria da reconstituicdo imune (IRIS). O estudo avaliou 53 pacientes
que tinham esporotricose disseminada e imunossupressdo e passaram por puncdo lombar.

Desses, 17 apresentaram meningite. O grau de letalidade dos pacientes com meningite foi de
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64.7%, com maior chance de morte em comparagdo com aqueles sem meningite, corroborando
com estudo de Galhardo et al. (2010) que encontrou letalidade de 57% nesse quadro.

Algumas terapias alternativas também tém sido empregadas no tratamento. A
termoterapia € frequentemente utilizada em gestantes com esporotricose ndao complicada,
aproveitando a sensibilidade térmica das espécies de Sporothrix a temperaturas acima de 39°C.
O tratamento pode ser feito com bolsa de &gua quente, infravermelho ou métodos similares,
com o objetivo de alcancar localmente 42-43°C por 20 a 30 minutos, trés vezes ao dia. Essa
abordagem também melhora a permeacao de farmacos sistémicos através da vasodilatacéo, e é
uma alternativa para pacientes que ndo toleram certos medicamentos (Orofino-Costa et al.,
2022; Wang et al., 2021).

A criocirurgia, consiste na aplicacdo de nitrogénio liquido em lesdes verrucosas em dois
ciclos de congelamento/descongelamento, mensalmente, até a cura clinica, e pode aumentar a
penetracdo dos antifungicos sistémicos na lesdo cutanea. Fichman et al. (2018) aplicaram a
técnica em gestantes, entre 16 e 24 semanas de gestacdo, que tiveram contato com gatos em
uma area endémica. O tratamento consistiu em dois ciclos de 10 a 30 segundos, mensalmente
até a cicatrizacdo. Em metade dos casos, 0 agente causador foi S. brasiliensis, com lesdes
classificadas como Ulcera vegetativa ou nodular vegetativa. A criocirurgia promoveu um
aumento nas células dendriticas, neutréfilos e macréfagos no tecido subcutaneo e sua migracao
para os linfonodos regionais (Alvarez; Oliveira; Pires, 2022; Orofino-Costa et al., 2022).

Uma linha de pesquisa busca desenvolver uma vacina para esporotricose subcutanea.
Trata-se de epitopos do peptideo sintetizado pela glicoproteina Gp70, componente da parede
celular fungica. Um epitopo apresentou efeito imuno protetor em camundongos infectados com
S. globosa, induzindo uma resposta celular e humoral favoravel para o controle da doenca.
Outro peptideo promove aumento de células T CD4+ e niveis mais altos de citocinas (IFN, IL-
17A e IL-1) em camundongos infectados com células de levedura de S. brasiliensis (De
Almeida et al., 2018).

Fica clara a relevancia dos felinos na cadeia epidemioldgica da esporotricose, logo,
garantir o tratamento do animal infectado € de extrema importancia para controlar a propagacao
da doenca, e consequentemente a contamina¢do do ser humano. Porém, uma grande
problematica se encontra no abandono do tratamento em casos de esporotricose felina, por
diversos fatores: a longevidade (6 a 12 meses) e alto custo do tratamento antifingico,
dificuldade na administracdo oral de medicamentos a animais infectados, e ainda os casos de
animais de rua, que ndo possuem tutores e tém livre deslocamento (Alvarez; Oliveira; Pires,
2022).
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O tratamento para esporotricose humana n&o fica atras. Tempo de tratamento e custo do
antifungico, seus efeitos adversos, cuidado com a lesdo, sdo questdes que dificultam a adesdo
do paciente. O que ocorre em muitos casos € nos primeiros sinais de melhora da leséo, o
paciente abandona o tratamento acreditando estar curado. Consequentemente ha recidiva e é
preciso reinicia-lo, com chances de necessitar de uma dose mais alta. E preciso que o paciente
entenda a importancia de seguir a prescricdo do tratamento, a fim de eliminar qualquer carga
flngica, evitando recidiva (Gomez-Gaviria; Martinez-Alvarez; Mora-Montes, 2023; Waller et
al., 2021).

Diante desses empecilhos, e limitacdes de opcdes terapéuticas, fica evidente a
necessidade de buscar alternativas seguras para o tratamento da esporotricose, seja para
humanos seja para animais. Téo necessario quanto, é o controle da disseminacdo do fungo, uma
vez que este é de facil propagacao, e esta presente em ambientes e superficies de amplo acesso
para humanos e animais. Logo, é fundamental ampliar o leque também de produtos eficazes e

seguros que os eliminem de tais superficies.
2.2 PRODUTOS NATURAIS

Ao longo da historia, o ser humano sempre manteve uma relacdo proxima com diversas
espécies vegetais, criando métodos especificos para aproveita-las em diversas finalidades,
incluindo a satde. Desde tempos antigos, as plantas tém sido usadas por diferentes culturas para
prevenir e tratar doencas. Em todo o planeta, o emprego de plantas medicinais tem um papel
fundamental nos cuidados iniciais de salde, mesmo que 0s componentes quimicos dessas
plantas nem sempre sejam totalmente conhecidos (Duarte; Luis; Gallardo, 2022).

As plantas medicinais e aromaticas tém um papel importante na medicina tradicional e
sdo objeto de intensas pesquisas cientificas, em busca de compostos mais eficazes e menos
prejudiciais. Elas representam uma rica fonte de novos compostos com atividades bioldgicas,
oferecendo diversas substancias que podem ser aproveitadas no tratamento de vérias doengas
infecciosas. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define plantas medicinais
como aquelas que contém centenas ou até milhares de diferentes substancias que, quando
utilizadas corretamente em conjunto, atuam no organismo para exercer funcgdes especificas, seja
na prevencéo, tratamento ou cura de doencas, e que possuem uma tradi¢do de uso por parte da
populacdo ou comunidade (Anand et al., 2019; ANVISA, 2022).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo. Possui mais de 55

mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do total mundial. A grande biodiversidade de
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espécies vegetais presentes no Brasil constitui uma de suas maiores riquezas e se destaca como
fonte para obtengéo de novas substancias com finalidades terapéuticas. Muitas dessas plantas
sdo estudadas por suas propriedades medicinais, oferecendo potencial para o desenvolvimento
de novos medicamentos e tratamentos naturais. As florestas brasileiras, como a Amazonia e a
Mata Atléantica, abrigam espécies ricas em compostos bioativos no combate a doengas, alivio
de sintomas e promocao de satde (Rosa, et al. 2021; Dos Santos; Pereira, 2020).

Pesquisas cientificas tém demonstrado que plantas nativas brasileiras podem ser
eficazes no tratamento de doengas cronicas, infecciosas e autoimunes, além de possuirem
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e antimicrobianas. Com o avanco da
biotecnologia e da farmacologia, o Brasil tem a oportunidade de transformar essa riqueza
natural em inovacdes terapéuticas que beneficiem a satde global, reforcando a importancia da
conservacao e do uso sustentavel da biodiversidade vegetal (Nogueira, et al. 2024; Silva, et al.
2023).

No caminho da descoberta de novos farmacos os produtos naturais tém demonstrado
grande relevancia como fonte. Em 2020, Newman e Cragg analisaram o conteudo de todos 0s
farmacos aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) entre janeiro de 1981 e
setembro de 2019, e foi constatado que os compostos derivados de produtos naturais foram o
segundo grupo mais prevalente nas composi¢des. Tanto 0s extratos totais quanto 0s compostos
individuais isolados sdo investigados (Duarte; Luis; Gallardo, 2022; Ekiert; Szopa, 2022).

Os metabolitos secundarios desempenham um papel crucial na sobrevivéncia das
plantas e na continuidade de suas espécies dentro dos ecossistemas. Eles tém diversas funces,
como a protecdo contra herbivoros e microrganismos, a defesa contra radiacdo UV e a atracao
de polinizadores ou animais que ajudam na dispersdo de sementes. As plantas apresentam uma
notavel capacidade de biossintese de metabolitos secundarios, tanto em relacdo a quantidade de
substancias quanto a diversidade dentro de uma mesma espécie (Bottger et al., 2018). Esses
metabdlitos sdo conhecidos por suas diversas atividades bioldgicas, muitas das quais possuem
relevancia comercial nas areas farmacéutica, alimenticia, agricola e de perfumaria, entre outras
(Wink, 2020).

Os principais grupos de compostos com atividade biologica incluem alcaloides,
flavonoides, cumarinas, taninos, quinonas e Oleos essenciais. Os 0Oleos essenciais s&o
substancias aromaticas volateis extraidas de diferentes partes das plantas. Quimicamente, a
maior parte dos 6leos essenciais é composta por derivados de fenilpropandides ou terpenoides,

sendo os terpenoides os mais abundantes (Akhtar; Swamy; Sinniah, 2019). Tanto para os 6leos
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quanto para substancias isoladas deles, existem diversas atividades bioldgicas relatadas na
literatura.

A revisdo sistematica realizada por Chassagne et al. (2021) traz um panorama atual geral
acerca dos estudos de plantas com atividades antibacterianas, por exemplo. Apenas dos anos de
2012 a 2019, 958 espécies de plantas foram analisadas e apresentaram atividade antibacteriana.
Quanto ao patoégeno, Staphylococcus aureus foi a bactéria patogénica mais investigada nesses
estudos, e quanto ao produto natural as espécies Cinnamomum verum, Rosmarinus vulgaris e
Thymus vulgaris foram os principais objetos de estudo. H4 um estimulo para investigar cada
vez mais essa atividade em outras fontes, uma vez que é estimado o relato de 28.187 espécies
medicinais usadas por humanos.

No que se refere as pesquisas frente Sporothrix spp. tem crescido a busca de alternativas
para o controle da doenca tendo os produtos naturais como fonte. Um estudo realizado por
Oliveira et al. (2017), avaliou a atividade dos extratos etandlicos das folhas e das cascas de
Vismia guianensis, uma planta tropical que tem sido usada como fonte de atividades bioldgicas
por possuir compostos fendlicos, como naftoquinonas e flavonoides. Além do teste in vitro,
camundongos Balb/c machos foram infectados com S. schenckii ATCC 16345 e tratados com
0s extratos. Foi observada uma boa atividade antifingica, com uma CIM de 3,9 pug/mL, e com
importante reducdo da carga flngica nos bacos dos animais.

Em um estudo realizado por Borba-Santos e colaboradores (2021) a Buparvaquona, uma
naftoquinona, foi testada quanto sua atividade frente S. brasiliensis. Também foi utilizado um
modelo experimental de infeccdo por S. brasiliensis no modelo Galleria mellonella. A
Buparvaquona apresentou forte atividade antifingica, além de alta seletividade para células
fangicas em detrimento de células de mamiferos. Quanto ao modelo experimental, a substancia
diminui substancialmente a carga fungica, de forma semelhante ao itraconazol, e ainda numa
concentracdo mais baixa que este.

O estudo de Waller et al. (2023) avaliou a atividade antifingica do monoterpeno y-
terpineno contra cepas wild-type e non-wild-type de Sporothrix brasiliensis. Esse monoterpeno
ja apresenta atividades biologicas relatadas, mas até entdo ndo sobre este fungo. O y-terpineno
apresentou potencial atividade antifingica frente cepas Sporothrix brasiliensis, incluindo
aquelas resistentes ao itraconazol. Ainda foi observado que o monoterpeno agiu sinergicamente
ao itraconazol, nessas cepas resistentes. O que demonstra uma potencial alternativa para

melhorar a atividade do antifungico numa possivel aplicacao clinica.
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2.2.1 Carveol

Os terpenos fazem parte da composicdo dos 6leos essenciais e sdo classificados de
acordo com as unidades isoprénicas (CsHg) que constituem sua estrutura. Isto é, hemiterpenos
possuem 1 unidade, monoterpenos possuem 2 unidades, sesquiterpenos 3 unidades, e assim
sucessivamente para diterpenos, triterpenos, tetraterpenos, e poli-isoprenoides (quando
possuirem mais que 8 unidades). Os monoterpenos sao compostos que apresentam 10 carbonos
em sua estrutura e baixo peso molecular, correspondendo a um grupo maior e mais
diversificado. Por esse motivo sdo mais comumente encontrados em Oleos essenciais
(Medeiros, 2023; Tietel et al., 2021).

O (-)-Carveol (Figura 5) € um alcool monoterpénico monociclico insaturado natural,
que possui formula molecular C10H160 e sindnimos p-menta-6,8-dien-2-ol, p-Mentha-1,8-dien-
6-ol e ainda 2-metil-5-(1-metiletenil)-2-ciclohexen-1-ol. E um liquido claro, incolor e insoldvel
em &gua, e possui peso molecular de 152,23 g/mol (Serafim et al., 2021). E encontrado nos
6leos essenciais da casca da laranja (Citrus reticulata), sementes de cominho (Carum carvi), e
folhas da Cymbopogon giganteus (Ahmed et al., 2020; Cardoso-Teixeira et al., 2018; Hritcu et
al., 2020; Kpoviessi et al. 2014; Malik et al., 2020). O (-)-Carveol é muito empregado nas
indUstrias farmacéutica, cosmética e alimenticia como agente aromatizante e flavorizante
(Bhatia et al., 2008).

Figura 5 - Estrutura quimica do (-)-Carveol

OH

Fonte: Adaptado de Serafim et al. (2021)

O monoterpeno (-)-Carveol possui diversas atividades bioldgicas relatadas na literatura,
que o torna um importante objeto de pesquisa para diferentes areas. No estudo de Hritcu et al.
(2020) por exemplo, foi analisado se o (-)-Carveol melhoraria 0 comprometimento da memoria

induzido e o estresse oxidativo no hipocampo de ratos. Ficou claro que ele foi eficaz em reverter
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os déficits cognitivos, além de auxiliar na diminuicdo do estresse oxidativo cerebral, podendo
ser considerado um agente terapéutico para condi¢6es neuroldgicas relacionadas a deméncia.

Sua atividade anti-inflamatéria também ja foi observada. (-)-Carveol reduziu ions
superoxidos (O2) e pode exercer essa atividade por meio da supressdo de enzimas pro-
inflamatorias [como sintase de Oxido nitrico induzida (iNOS) e Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NADH)], e mediadores inflamatorios [Fatores de Necrose Tumoral Alfa (TNF-
a) ¢ interleucina-1 alfa (IL-1a)] (Marques et al., 2019).

Ahmed et al. (2020) buscaram demonstrar o potencial antidiabético do Carveol e avaliar
um possivel efeito hepatoprotetor. Foi constatada, dentre outras acdes, afinidade de ligacao
maxima contra a proteina de transporte sédio-glicose (SGLT), que nos rins tem o papel de
reabsorcédo da glicose, demonstrando que o Carveol pode ser um agente terapéutico promissor
no gerenciamento da diabetes. Além disso, ele atenuou o nivel sérico de algumas enzimas
hepaticas, sugerindo um efeito protetor hepatocelular.

Um outro grande problema de saude publica é a hipertensao, que em mulheres gestantes
por exemplo desencadeiam o dificil quadro de pré-eclampsia. Ao avaliar a atividade do (-)-
Carveol no musculo liso de artérias umbilicais humanas (HUAS), foi observado que o (-)-
Carveol tem um importante efeito vasorrelaxante na contratilidade das células musculares lisas
de HUA. Tal efeito se da pela modulacgéo parcial dos canais de potassio ativados por célcio de
grande condutancia (BKCa) pelo (-)-Carveol, sugerindo que o bloqueio desses canais pode
contribuir para o relaxamento (Silva, D. et al, 2020).

Destacando o efeito antimicrobiano deste produto, o (-)-Carveol apresentou atividade
antibacteriana frente Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium,
Bacillus cereus. Inclusive apresentando efeitos antimicrobianos promissores, até maiores que a
sulfanilamida. Através da microscopia eletronica de varredura (MEV) foi observado que a acdo
se da pela perda da integridade ou fun¢do da membrana celular (Guimaraes et al., 2019).

Quanto a sua atividade antifungica, foi constatada sobre as espécies de Candida
glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. albicans (Moraes, 2021). Em um estudo realizado
por Raj et al. (2023), Carveol apresentou uma CIM de 345 ug/ml frente a cepa de C. albicans
ATCC 90028, ainda apontando para sua ac¢do via membrana celular flngica. Vale ressaltar
portanto, que ndo existe nenhum estudo na literatura avaliando o potencial antifungico do (-)-

Carveol frente Sporothrix spp.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antifungica do (-)-Carveol frente cepas clinicas de Sporothrix

brasiliensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima
(CFM) do (-)-Carveol;

o Estudar os possiveis mecanismos de acdo do (-)-Carveol com foco sobre a parede celular
e a membrana plasmatica fangica;

o Avaliar o efeito do (-)-Carveol em associagdo aos antifungicos utilizados no tratamento

da esporotricose;

o Avaliar sua citotoxicidade frente linhagem celular de queratindcito humano néo tumoral
(HaCaT);
o Realizar ensaios in silico das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas ADMET

(absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e toxicidade).
o Analisar as interagdes moleculares do (-)-Carveol com possiveis alvos farmacologicos

através do docking molecular.
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4  MATERIAL E METODOS
41  TIPO DE PESQUISA
4.1 LOCAL DA PESQUISA

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antifungica foram realizados
no Laboratdrio de Micologia pertencente ao Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF),
localizado no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) do Campus | da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

O ensaio de atividade citotoxica foi realizado no Laboratério de Oncofarmacologia, sob
a supervisao dos professores Dr. Juan Carlos Ramos Gongalves e Dra. Marianna Vieira Sobral,
localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) do Campus | da
UFPB.

Os estudos in silico foram realizados em colaboracdo com o Dr. Céssio llan Soares
Medeiros no Laboratdrio de Pesquisas de Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos
Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, DCF/CCS/UFPB.

4.2 CEPAS FUNGICAS

Para este estudo, foram utilizadas 12 cepas de Sporothrix brasiliensis, previamente
identificadas e codificadas como: IPEC 100/ CFP 0051, LM 44, LM 46, LM 200, LM 260, LM
279, LM 284, LM 295, LM 310, LM 366, LM 373, LM 383. As amostras fungicas pertencem
a Micoteca do Laboratério de Micologia (DCF/CCS), armazenadas em tubos de agar batata em

refrigerador.
4.3 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados nos experimentos foram Agar Mycosel, Agar Sabouraud
Dextrose (ASD), RPMI 1640 sem bicarbonato (Sigma-Aldrich®, S3o Paulo, SP, Brasil),
preparados conforme as descricBes do fabricante. O Agar Batata, utilizado para repiques
recentes e conservacao das cepas foi preparado a partir da prdpria batata-inglesa em laboratorio

(2009 de batata, 159 de agar e 1 litro de agua destilada) de acordo com Sidrim e Rocha (2004).
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4.4 SUBSTANCIAS

A substancia-teste, (-)-Carveol (C10H160), foi cedida pelo professor Dr. José Maria
Barbosa Filho. Para a realizacdo dos testes farmacoldgicos, a substancia foi preparada no
momento dos experimentos, sendo emulsionadas em DMSO 5% e TWEEN 80 2%, e diluidas
em meio RPMI 1640.

Anfotericina e Itraconazol, farmacos utilizados na terapia da esporotricose, foram
obtidos da Cayman Chemical®, e foram utilizados como controles nos experimentos. E o
Sorbitol e o Ergosterol foram obtidos da Sigma-Aldrich®, S3o Paulo, SP, Brasil, todos

preparados conforme orientagdes dos fabricantes.
4.5 PREPARO DO INOCULO

As suspensdes de inoculo fungico foram preparadas a partir de culturas recentes dessas
cepas, semeadas em tubos com Agar Batata e incubadas a temperatura ambiente durante 7 dias.
ApoGs esse periodo, o crescimento € coberto com cerca de 1mL de &gua destilada estéril e
raspado levemente com alca descartavel estéril, a fim de obter uma suspenséo rica em conidios
e fragmentos de hifas. Essa mistura é deixada em repouso de 3 a 5 minutos até que as particulas
mais pesadas da suspensdo se depositem no fundo do tubo. A porcdo mais superior é transferida
para um tubo de fundo em U transparente estéril, e o ajuste do indculo é feito acrescendo dgua
destilada estéril. A turbidez do indculo final foi padronizada visualmente com o tubo 2 da escala
McFarland, que corresponde a uma concentragéo de 1 - 5 x 108 UFC/mL (Unidades Formadoras
de Coldnia por Mililitros) (Brilhante et al., 2014; CLSI- M38A2, 2008).

4.6 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS
4.6.1 Determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) é um método inicial e crucial
na prospecgdo de alternativas terapéuticas para qualquer doenca microbiana. Através desta
busca inicial, é possivel determinar se uma substancia-teste possui potencial terapéutico em um
dado alvo. A CIM é determinada através da técnica de microdiluicdo em caldo por meio de
microplaca de 96 pogos com fundo em “U” (ALAMAR®) (CLSI — M38A2, 2008).
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Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de caldo RPMI 1640 nos pogos da microplaca.
Posteriormente, 100 puL da substéncia teste foram dispensados nos primeiros pogos da primeira
linha da placa, e em seguida realizada a diluicdo seriada a uma razdo 2:1, obtendo-se
concentracdes de 1024 até 8 ug/mL. Por conseguinte, foi acrescentado 10 pL do inoculo
fangico, preparado na escala 2 de McFarland, a todos os pogos testes. Além disso, 0 mesmo
procedimento foi realizado utilizando o itraconazol como substancia-teste como controle
(Brilhante et al., 2014; CLSI — M38A2, 2008).

Para realizacdo do teste foram realizados os controles de esterilidade (pocos contendo
apenas o meio de cultura), de viabilidade (po¢os contendo o meio de cultura e o indculo) e de
solvente (pogos contendo uma solugéo dos solventes utilizados no preparo da substancia, com
o0 indculo), a fim de validar o experimento. As placas preparadas foram fechadas e incubadas a
temperatura ambiente, de 3 a 5 dias. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram
expressos como a moda das CIM obtidas nos trés experimentos (CLSI — M38Az2, 2008).

Ap6s o tempo da incubacdo, a leitura foi feita visualmente, observando-se a presenca
ou auséncia de crescimento fungico. O mesmo procedimento foi realizado para o Itraconazol,
como controle positivo. A CIM foi definida como a menor concentragdo do composto que inibiu
visivelmente o crescimento flngico das cepas ensaiadas, quando comparado com o crescimento
controle (Brilhante et al., 2014).

4.6.2 Determinacdo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) é determinada a fim de apontar se a
substancia-teste apresenta potencial fungicida (eliminacdo completa de forma irreversivel da
cepa), ou potencial fungistatico (inibe o crescimento fungico sem causar morte imediata). Esse
dado é essencial para caracterizar a substancia, tendo impacto principalmente em seu manejo
em terapias combinadas (Silva, R. et. al, 2020).

Ap0s a determinagdo da CIM, sucede-se retirando aliquotas de 10 pL do sobrenadante
das cavidades onde foi observada completa inibicdo do crescimento fungico correspondentes a
CIM, CIM x2 e CIM x4, nas placas de microdiluicdo. Essas aliquotas sdo depositadas em placas
de Petri contendo ASD, sendo este processo realizado em triplicata. As placas foram incubadas
a temperatura ambiente durante 3 a 5 dias (Balouiri; Sadiki; Ibnsouda, 2016).

A CFM ¢ definida como a menor concentracdo da substancia que inibe o crescimento

visivel em meio sélido. A interpretacdo dos dados da CFM consiste na avaliacdo da inibigcdo
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crescimento fungico por completo, classificando os resultados em: atividade fungistética,
quando CFM/CIM > 4 ou fungicida quando CFM/CIM < 4 (Siddiqui et. al., 2013).

4.6.3 Acdo sobre a parede celular fingica — ensaio com sorbitol

A fim de observar se o (-)-Carveol causaria algum dano aos componentes da parede
celular fangica, a atividade do mesmo foi testada na presenca do sorbitol. O sorbitol é um
protetor osmatico usado para estabilizar os protoplastos de fungos. Caso o produto teste atue
de alguma forma sobre a parede celular fngica, ele provocara lise celular quando na auséncia
do sorbitol, mas permitird o crescimento fangico na presenca deste protetor osmotico. O que
sera observado na préatica, € um aumento na CIM da substancia (Frost et al., 1995).

O teste foi realizado através da técnica de microdiluicdo em caldo por meio de
microplaca de 96 pocos, semelhante a descri¢do da se¢do 4.6.1. Porém o mesmo processo é
feito com o RPMI na auséncia do sorbitol, e com adi¢do do sorbitol a 0,8M. A caspofungina é
o antifangico mais aplicado como controle para este teste, porém possui baixa atividade
antifungica sobre S. brasiliensis (Carnero et al., 2018).

Sendo assim, para garantir a autenticidade do ensaio, 0 mesmo processo foi realizado
com a cepa ATCC 76485 de C. albicans, que € suscetivel a caspofungina, antifingico que atua
inibindo a sintese do B(1,3)-D-glucana, componente essencial da parede celular. Além disso,
foram realizados os controles de esterilidade do RPMI 1640 com e sem o sorbitol, e o de
viabilidade do in6culo com adicdo do RPMI 1640 com e sem o sorbitol (Frost et al., 1995;
Zacchino, 2001).

4.6.4 Acdo sobre a membrana celular fungica — ensaio com ergosterol

O ergosterol € um componente fundamental da membrana celular fungica, auxiliando
na manutencgéo da integridade dela. Alguns farmacos disponiveis para o uso clinico interagem
diretamente com o ergosterol, gerando danos a membrana celular fingica. Neste teste, adiciona-
se ergosterol exdgeno ao meio de cultura, e caso a substancia-teste realize essa interacdo, havera
um prejuizo da sua ligacdo ao ergosterol da membrana fungica. Nesse cenario, é esperado que
a CIM do produto aumente, uma vez que precisard de uma concentragdo maior da molécula
antifingica para chegar ao alvo molecular (Escalante et al., 2008).

O teste foi realizado como descrito na se¢do 4.6.3, porém na auséncia e com adicéo do

ergosterol 400 pg/mL. Para o controle, 0 mesmo procedimento foi executado com o antifungico
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anfotericina B, cujo mecanismo de acdo é conhecido e envolve sua ligacdo ao ergosterol
presente na membrana fangica. Além disso, como descritos anteriormente, foram realizados os
controles de esterilidade com e sem o ergosterol, e o de viabilidade do in6culo com e sem o

ergosterol (Escalante et al., 2008).
4.6.5 Estudo de associa¢ao — Checkerboard

O ensaio de associacao foi realizado através do método Checkerboard a fim de definir
a natureza da interacdo entre o (-)-Carveol e os antifungicos utilizados na clinica da
esporotricose, itraconazol e anfotericina B. Essa interacdo pode ser sinérgica (aumento da
atividade da substancia em associacdo), indiferente (quando a combinagdo é correspondente
com a atividade individual da substancia) ou antagonica (quando a atividade da substancia é
reduzida na presenca do antifungico, e vice-versa) (Odds, 2003; Shin, 2003).

Inicialmente, 100 puL de caldo RPMI foram adicionados nos pogos da microplaca de 96
pocos com fundo em “U” (ALAMAR®). Em seguida, 100 uL. de uma solucéo de (-)-Carveol
foi adicionada a primeira fileira no sentido vertical da placa, prosseguindo com uma diluicdo
seriada a uma razdo 2:1 na direcdo horizontal. Entao 100 uL de uma solugéo de antifungico foi
adicionada a primeira fileira no sentido horizontal da placa, prosseguindo com uma diluicéo
seriada na direcdo vertical, obtendo-se concentracbes correspondentes a CIMx8, CIMx4,
CIMx2, CIM, CIM=+2, CIM+4 e CIM+8, para ambas substancias (Odds, 2003; Shin, 2003).

Por fim, foi adicionado 10 uL do in6culo em todos 0s pocos. Foi necessario 4 placas
para realizar a metodologia: uma associando (-)-Carveol e o itraconazol, e outra associando (-)
-Carveol e a anfotericina B, para duas cepas distintas. Essas placas foram incubadas a
temperatura ambiente de 3 a 5 dias. O ICIF (indice da Concentracao Inibitdria Fracionada) foi
calculado através da soma do CIFA + CIFB (CIFA= Concentracdo Inibitéria Fracionada do (-
)-Carveol; CIFB= Concentracdo Inibitdria Fracionada da anfotericina B ou itraconazol). O CIF
de cada substéncia, é calculado através da relagdo CIM combinada/CIM isolada. Assim, se ICIF
< 0,5 houve sinergismo, se ICIF > 4,0, antagonismo e se 0,5 < ICIF < 4, indiferenca (Odds,
2003; Shin, 2003).

4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A fim de avaliar a citotoxicidade do (-)-Carveol na linhagem celular de queratindcito

humano (HaCaT), foi realizado o ensaio colorimétrico de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5
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dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio). O MTT é um sal tetrazélio de coloragdo amarela com
capacidade de atravessar a bicamada lipidica das células. Nas mitocondrias estd contida a
enzima succinato desidrogenase, responsavel por converter o MTT em cristais de formazan,
que apresentam coloracdo roxa. Assim, a intensidade dessa coloracdo € diretamente
proporcional a quantidade de células viaveis, indicando a integridade metabdlica das células,
sendo quantificada atraves de espectrofotometria (Mosmann, 1983; Ghasemi et al., 2021).

Para este experimento as células de queratindcitos humanos (HaCaT) foram semeadas
em placas de 96 pocos na concentracdo de 3x10° células/mL, e incubadas durante 24 horas a
37 °C e atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, as células foram tratadas com diferentes
concentragfes de (-) Carveol (1024-512-256 pg/mL) por 72 horas. Apds o periodo de
tratamento, o sobrenadante foi parcialmente removido, e a solucdo de MTT adicionada em
todos os pocos, e as placas foram incubadas novamente por 4 horas. Posteriormente, foi
adicionado SDS-HCL 0,01 N para dissolver os cristais de formazan, e a placa foi deixada em
agitacdo durante a noite. Por fim, a leitura da placa foi realizada em um espectrofotdmetro de
microplacas (Synergy HT, BioTeK, EUA) com absorbancia de 570 nm.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e
comparados por meio da Anélise de Variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste Dunnett.

Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
4.8 ENSAIOS insilico
4.8.1 ADME, analise fisico-quimica e de toxicidade

A avaliacdo in silico das propriedades farmacocinéticas e toxicoldégicas ADMET
(absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) de uma substancia, é uma
importante aliada dos ensaios biolégicos, enriquecendo as informacdes e o potencial terapéutico
de uma molécula candidata a um novo farmaco. O (-)-Carveol foi submetido a analises
farmacocinéticas por meio da ferramenta online pkCSM
(https://biosig.lab.ug.edu.au/pkcsm/prediction),  visando  estudar suas  propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas mais relevantes. As propriedades ADMET incluem
pardmetros de absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (Pires, Blundell,
Ascher, 2015; Yan, 2018).

Adicionalmente, o (-)-Carveol e o itraconazol foram comparados entre si e com outros

farmacos licenciados por meio de duas ferramentas online: Osiris Property Explorer e
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Molinspiration (Daina, Michielin, Zoete, 2017). Nessa anélise, foi aplicada a “regra dos cinco
de Lipinski”, que categoriza moléculas como "semelhantes a drogas", considerando 0s
seguintes critérios: cLogP < 5, peso molecular (MW) < 500 Da, niimero de aceitadores de
ligagdes de hidrogénio < 10 (nALH < 10) e nimero de doadores de ligagdes de hidrogénio < 5
(nDLH < 5). O célculo do cLogP é baseado na formula que satisfaz a lipofilicidade,
hidrofobicidade e polaridade do composto. Moléculas que ndo atendem a mais de um desses

critérios podem apresentar desafios relacionados a biodisponibilidade (Lipinski et al., 2001).

4.8.2 Previsdo da estrutura 3D para CYP51 de S. brasiliensis

O programa AlphaFold2 foi utilizado para construir o modelo tridimensional da proteina
CYP51 de S. brasiliensis, com o auxilio da implementacdo pelo ColabFold. O cédigo do
ColabFold esta disponivel gratuitamente e utiliza uma maquina virtual para a sintese dos
modelos (Jumper et al., 2021; Varadi et al., 2022). A conformacdo dos modelos da CYP51
prevista pelo AlphaFold2 foi validada por meio do diagrama de Ramachandran. A anélise dos
angulos de tor¢ao phi (@) e psi (W) foi realizada utilizando o servidor online PROCHECK para
calcular a conformacdo do modelo previsto. Alem disso, 0 modelo também foi submetido a
uma verificacdo adicional utilizando o servidor online MolProbity para confirmar sua avaliacao
(Sobolev et al., 2020).

4.8.3 Docking molecular

O docking molecular ¢ um método computacional que tem como principal objetivo
predizer o comportamento das ligagbes quimicas nas interacbes farmaco-receptor. Para tal,
inicialmente, a estrutura do (-)-Carveol e do farmaco controle, itraconazol, foram obtidas do
PubChem NCBI (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) no formato de entrada ".sdf'. Através dos
softwares Avogadro 1.2.0 em pH 7.4 e Mopac 2012 no nivel PM6, foram realizadas
minimizacOes de energia e a otimizagcdo molecular com o campo de forca AM1-BCC. Foram
adicionadas as cargas de Gasteiger com o software Chimera 1.16 obtendo os arquivos de
entrada dos ligantes no formato ‘.mol2’ (Halgren, 2002; Hanwell et al., 2012).

Posteriormente, a proteina foi carregada no software AutoDockTools 1.5.4 (ADT)
(Morris et al., 2009), para a adi¢do dos hidrogénios polares e cargas de Kollman, além da

mesclagem de hidrogénios ndo polares. Em seguida, as simula¢des de docking foram feitas com
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a identificacdo do sitio ativo da proteina alvo com o centro de grid: (1.544; 0.855; -7.425A),
dimensdes (54 x 82 x 68 x) e espacamentos de 0.375 A (Morris et al., 2009).

Ap0s a localizacdo do sitio ativo, o docking foi desenvolvido no AutoDock 4.2, com
100 operacdes de algoritmo genético Lamarckiano e nos parametros padrées do ADT. Com
isso, foram gerados valores de Energia Livre de Ligacdo (AG) e Constante Inibitoria (Ki), sendo
selecionadas as conformag¢des com menor valor de AG. Por fim, com o auxilio dos softwares
PyMol 2.5.3 e Discovery Studio 2021, os resultados foram analisados, determinando as regides
de ligacao do alvo com a molécula ligante, os tipos de interacdes e 0s aminoacidos do sitio ativo

que participam das ligacdes (Bell; Zhang, 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMIMACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E DA
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA

As problematicas acerca da esporotricose envolvem fatores ambientais, fingicos e
farmacolodgicos, como: facilidade de propagacdo do fungo no ambiente, e de transmissdo da
doenca por felinos resultando em surtos da doenga, escassez de alternativas medicamentosas,
dificuldades no tratamento, como efeitos adversos aos medicamentos, e aparecimento de
espécies resistentes a eles. Tendo a area de produtos naturais como fonte de farmacos, é
importante explora-la a fim de encontrar moléculas bioativas com agdo sobre este fungo
(Fernandes et al., 2023).

Tabela 1 - CIM (ug/mL) e CFM (png/mL) do (-)-Carveol sobre cepas de Sporothrix brasiliensis

S. brasiliensis (-)-Carveol ITZ Controles
Natureza de
CiM CFM CFM/CIM Atividade CIM “MO wxEst
IPEC 100/ 256 256 1 Fungicida 8 + -
CFP 0051
LM 44 128 128 1 Fungicida 0,25 + -
LM 46 256 256 1 Fungicida <0,25 + -
LM 200 128 128 1 Fungicida <0,25 + -
LM 260 256 256 1 Fungicida 0,5 + -
LM 279 256 256 1 Fungicida <0,25 + -
LM 284 256 256 1 Fungicida 0,25 + -
LM 295 256 256 1 Fungicida 0,5 + -
LM 310 256 256 1 Fungicida 0,5 + -
LM 366 128 128 1 Fungicida 0,25 + -
LM 373 128 128 1 Fungicida 0,25 + -
LM 383 128 128 1 Fungicida 0,25 + -

Legenda: CFM/CIM = Razédo CFM sobre CIM; ITZ = Itraconazol; *MO = controle de viabilidade;
**Est = controle de esterilidade; + = crescimento de microrganismo; - = auséncia de crescimento de
microrganismo.
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Nesse estudo foi avaliada a atividade antifangica do monoterpeno (-)-Carveol sobre 12
cepas de Sporothrix brasiliensis. Os resultados expostos na Tabela 1 mostram as CIM e CFM
do monoterpeno frente cada cepa, que permite a determinacao da natureza da atividade sobre
elas. Também traz a CIM do Itraconazol, farmaco de primeira escolha no tratamento da
esporotricose. Paralelamente foram realizados controles de esterilidade e viabilidade, que
validaram os experimentos.

O (-)-Carveol expressou atividade antifingica sobre todas as cepas testadas,
apresentando CIM que variou entre 128 e 256 pg/mL, estabelecendo a CIM em 256 pg/mL,
apresentada pela maioria das cepas. A CFM apresentou resultados iguais a CIM para cada cepa,
logo, a substancia apresentou atividade fungicida para as cepas de S. brasiliensis avaliadas. Para
o0 itraconazol, foram observados valores de CIM que variaram de < 0,25 pg/mL a 8 pg/mL.
Com excecdo de uma, as cepas utilizadas nesse experimento foram sensiveis ao itraconazol, de
acordo com os valores de corte epidemioldgicos (ECVs) estabelecidos por Espinel-Ingroff et
al. (2017).

Esse é o primeiro estudo que avalia a atividade desse composto sobre S. brasiliensis.
Sua atividade antifungica foi sinalizada primeiramente por Montenegro et al. (2019), sobre
espécies de Candida. Foi avaliada a acdo do Carveol e de derivados sintéticos (a partir de
modificagdes em sua estrutura) sobre C. glabrata, C. lusitaniae, C. guilliermondii, e C.
albicans. As CIM variaram entre 0,5 pg/mL e 16 pg/mL, demonstrando um importante
potencial antifingico do composto.

Raj et al. (2023) avaliaram a atividade antifingica de dois monoterpenos, a-terpineol e
terpineno-4-ol, além do Carveol, frente Candida albicans. Nesse caso, utilizaram a técnica de
disco difusdo, e foi encontrada CIM de 336, 690 e 345 pg/ml, respectivamente. Ainda que se
observe um aumento da CIM nesse estudo, que se explica pelo emprego de uma cepa com
resistente aos azolicos, trata-se de uma potencial atividade antifingica da substancia.

Os casos de esporotricose tem aumentado nas ultimas décadas, e a incidéncia na
identificacdo de S. brasiliensis alerta os pesquisadores para importancia de buscar formas de
controlar essa propagacdo. No que tange o uso de produtos naturais nessa busca, Waller et al.
(2023) avaliou a atividade do monoterpenos y-terpineno frente cepas S. brasiliensis sensiveis e
resistentes ao itraconazol. As cepas foram susceptiveis ao monoterpeno, com uma CIM meédia
de 3000 pg/ml, tanto para cepas sensiveis quanto resistentes ao itraconazol.

As cepas de Sporothrix brasiliensis do presente estudo foram majoritariamente sensiveis
ao itraconazol, de acordo com os critérios estabelecidos por Espinel-Ingroff et al. (2017), logo,

0 (-)-Carveol apresentou uma melhor atividade comparado ao y-terpineno também sobre cepas
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sensiveis. Ampliar os métodos de controle da esporotricose é urgente, tanto devido ao aumento
no numero de casos, quanto de cepas resistentes. Por isso é tdo importante aprofundar essa
atividade, buscando recursos para melhora-la, bem como conhecer a acéo e as caracteristicas

dessa substancia.

5.2 EFEITO DO (-)-CARVEOL NA PRESENCA DO SORBITOL E ERGOSTEROL
EXOGENO

A parede celular e a membrana plasmatica fangica se apresentam como alvos principais
para a acdo de farmacos antifungicos. Quando uma molécula age sobre a parede celular inibindo
sua sintese, provoca a lise das células fungicas, porém essa é prejudicada na presenca do
protetor osmatico. Esse efeito é evidenciado por um aumento no valor de CIM em meio com
sorbitol, comparado ao valor de CIM em sua auséncia. Outra agdo comum € a interacdo direta
com o ergosterol. Ao adicionar ergosterol exdgeno ao meio, a molécula se ligara a ele,
precisando de uma concentra¢do maior dela para atingir a célula fngica, logo, na pratica ocorre
um aumento no valor de CIM em meio com ergosterol, comparado ao valor de CIM no meio
sem ergosterol (Escalante et al., 2008; Sousa et al., 2020).

O efeito do monoterpeno sobre a parede celular flngica, e sobre o ergosterol contido na
membrana fangica, foi analisado na presenca e na auséncia do protetor osmotico sorbitol, e do
ergosterol exdgeno, respectivamente. A Tabela 2 traz as CIM do (-)-Carveol sobre as cepas 200
e 279 de Sporothrix brasiliensis, na auséncia e na presenca das substancias. Além dos controles
positivos, anfotericina B que tem acdo conhecida interferindo no ergosterol, e caspofungina
(sobre C. albicans) que tem atividade conhecida através da parede celular fangica. Os controles

de esterilidade e viabilidade também foram realizados, com resultados iguais aos da se¢do 5.1.

Tabela 2 - CIM (ug/mL) do (-)-Carveol e antifungicos controles na auséncia e na presenca do
sorbitol e do ergosterol

Cepas LM 200 LM 279 C. albicans ATCC 76485
(-)-Carv AnfB (-)-Carv AnfB Caspo
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

+Sorb 128 - 256 - >44

-Sorb 128 - 256 - 0,55

+Erg 128 3,25 256 3,25 -

-Erg 128 1,625 256 1,625 -
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Legenda: - = Néo foi testado; +Sorb = Presenga de sorbitol; -Sorb = Auséncia de sorbitol; +Erg =
Presenca de ergosterol; -Erg = Auséncia de ergosterol; (-)-Carv = (-)-Carveol; AnfB = Anfotericina B;
Caspo = Caspofungina.

A caspofungina é uma equinocandina que atua inibindo a sintese do B (1,3) -D-glucana,
componente essencial da parede celular, porém possui baixa atividade antifungica sobre S.
brasiliensis (Carnero et al., 2018). A anidulafungina é uma outra representante da classe que
poderia ser empregada como controle, por possuir atividade sobre Sporothrix, porém néo foi
possivel adquiri-la a tempo para realizacdo dos experimentos. Logo, a fim de garantir a validade
do método, foi realizado 0 mesmo teste com uma cepa padrdo de C. albicans, susceptivel a
caspofungina. O objetivo, foi garantir que o sorbitol estava estavel, exercendo sua funcdo de
protetor osmotico.

E possivel observar que na presenca do protetor osmético as CIM do (-)-Carveol para
ambas as cepas se mantém as mesmas quando comparadas as CIM na auséncia do mesmo,
sugerindo que este monoterpeno ndo atua através da inibicdo da sintese da parede celular
fangica. Ainda, 0 mesmo cenario foi observado no teste com o ergosterol. As CIM do (-)-
Carveol no meio com ergosterol para ambas as cepas se mantém as mesmas quando comparadas
as CIM na auséncia dele, sugerindo que esse monoterpeno ndo atua por ligacéo (complexagéo)
com o ergosterol de membrana. Os controles positivos validaram os testes e consequentemente
0s resultados obtidos.

O efeito contréario foi observado no estudo de Balkrishna et al. (2022), que testou o
extrato da planta inteira de Withania somnifera, contra uma cepa de S. globosa, outra espécie
patogénica. Ao realizar os ensaios de prote¢do com sorbitol e ligacdo de ergosterol, as CIM do
monoterpeno dobraram na presenca tanto do sorbitol, quanto do ergosterol. Isto é, além de
interferir na sintese da parede celular fungica, também consegue se complexar ao ergosterol da
membrana, interferindo em sua permeabilidade.

O estudo de Raj et al. (2023) inclusive, langou médo de outro tipo de método de
mecanismo de agdo. Buscou visualizar se o Carveol causou danos a permeabilidade da
membrana de células de Candida, utilizando o iodeto de propidio com analise por citbmetro de
fluxo, e visualizando essa acédo atraves de microscopia de fluorescéncia. O iodeto de propidio
¢ um corante vermelho que penetra apenas células com membranas danificadas. Logo, as
células tratadas com o Carveol apresentaram captacdo de iodeto de 80,08%, e coloragéo
vermelha intensa na microscopia, demonstrando que o monoterpeno causou danos a membrana.

Vale salientar que esse experimento ndo define 0 mecanismo de a¢gdo de uma substéancia,

uma vez que existem outros a¢des ndo investigadas por esses dois métodos. Além disso, existe
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a possibilidade de um composto ter mais de um alvo de acao/ligacéo. Por essa razdo € necessario
realizar outros experimentos mais especificos, in silico (5.5) ou in vitro (perspectivas futuras),

que apontem outros alvos de acdo da substancia.
5.3 EFEITO DA SUA ASSOCIACAO COM ANFOTERICINA B E ITRACONAZOL

A combinacdo de dois ou mais farmacos é uma pratica clinica comum utilizada em
diversas areas. Na area das infecgfes fungicas, costuma ser uma alternativa para casos em que
ocorre resisténcia ao tratamento, manifestacdo acentuada de algum efeito adverso, ou ainda se
as expectativas do resultado ndo sdo atingidas. Lanca-se mdo entdo da associacdo com outro
medicamento, e se necessario com ajuste de dose - nos casos em que o primeiro ndo for bem
tolerado - para seguir o tratamento. Porém essa alternativa sé deve ser abordada se vantajosa e
segura, isto €, quando as interacdes medicamentosas séo sinérgicas (Raffetin et al., 2018).

Os resultados do ensaio Checkerboard estdo expressos nas Tabela 3. Foram
selecionadas duas cepas para esse experimento. Observa-se na tabela a CIM da combinagéo
entre (-)-Carveol e itraconazol, (-)-Carveol e anfotericina B, e vice-versa para ambas as cepas,

seus respectivos valores de CIF e ICIF, e o tipo de interacdo resultante desses valores.

Tabela 3 - CIM (ug/mL) combinada e efeitos da combinacdo entre (-)-Carveol e antifungicos
frente as cepas 200 e 279

Cepas Substancias CIM CIF ICIF Tipo de interacdo
(-)-Carveol CI 64 0,25
32,25 Antagonismo
200 Itraconazol CC 1 32
(-)-Carveol CA 64 0,25
1,25 Indiferenga
Anfotericina B CC 0,55625 1
(-)-Carveol CI 256 0,5
8,5 Antagonismo
279 Itraconazol CC 1 8
(-)-Carveol CA 128 0,5
2,5 Indiferenga
Anfotericina B CC 2,225 2

Legenda: Cl = combinado com itraconazol; CC = combinado com Carveol; CA = combinado com
anfotericina B; CIF = Concentracdo Inibitdria Fracionada; ICIF = Indice de Concentracdo Inibitéria
Fracionada.

Foi observado o mesmo tipo de interacdo nas combinacdes do (-)-Carveol com o0s

antifingicos para ambas as cepas de S. brasiliensis, embora as substancias tenham apresentado
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CIM individuais e combinadas diferentes. A combinagdo do monoterpeno com o itraconazol
resultou numa interagdo de antagonismo, uma vez que o ICIF foi maior que 4. A combinacéo
do (-)-Carveol com a anfotericina B, resultou em um ICIF variando entre 1 até 4, com interacédo
de indiferenca (Odds, 2003; Shin, 2003).

Os resultados mostram que a associagdo do (-)-Carveol com o itraconazol, primeira
escolha no tratamento da esporotricose, deve ser evitada. Essa associagdo pode comprometer a
eficacia de ambos os compostos, potencialmente agravando a infeccéo fungica. O antagonismo
entre os dois medicamentos pode comprometer o éxito da terapia antifingica, pois a reducgéo
na concentracao efetiva de moléculas bioativas disponiveis pode enfraquecer o efeito esperado
contra o fungo (Diniz-Neto et al., 2024).

Em um estudo de Borba-Santos et al. (2022) foi avaliada a atividade antifungica de
alguns derivados de uma naftoquinona frente S. brasiliensis e S. schenkii, e foi selecionado o
de melhor atividade para observar sua interacdo com o itraconazol. A naftoquinona apresentou
ICIF abaixo de 1 para ambas as cepas, apresentando interacdo sinérgica para a combinagao.

Waller et al. (2023) também avaliou a atividade do monoterpeno y-terpineno em
combinacdo com o itraconazol frente cepas S. brasiliensis. Foi encontrada atividade sinérgica
em 33,33% das cepas analisadas, e atividade indiferente nas cepas restantes (66,67%). Logo
este monoterpeno ndo apresenta limitacbes a combinacdo com o itraconazol.

O antagonismo observado nesse estudo pode ser explicado por diferentes hipoteses.
Uma importante, é o fato de ter associado uma molécula fungicida — (-)-Carveol) — com um
farmaco fungistatico — itraconazol —, onde um atrapalha a acdo do outro. Outra suposicao é que
ambos possuam o0 mesmo alvo de acéo, ou sitio de ligacdo, e um atrapalhe ou impeca a ligagéo
do outro ao seu alvo a fim de executar suas respectivas atividades. Vale salientar contudo, que

esse é o primeiro estudo que avalia a associa¢do do (-)-Carveol com um antifungico.
5.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULA NAO TUMORAL

No geral, a pele é o primeiro tecido que entra em contato com o Sporothrix spp. para
que haja a inoculagéo fungica. Os queratindcitos desempenham papéis essenciais na restauracao
da barreira epidérmica e no inicio de respostas imunoldgicas. Além de atuarem como parte
dessa barreira fisica, também contribuem para o controle de infecgdes por diversos patdgenos,
incluindo fungos, ao participarem do desenvolvimento de respostas que combatem esses

microrganismos (Paredes-Rojas et al. 2022).
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Diante disso, foi avaliado o efeito citotoxico do (-)-Carveol sobre a linhagem celular de
queratindcito humano (HaCaT) através do ensaio colorimétrico MTT. Os resultados, dispostos
na Figura 6, estdo expressos como percentual de viabilidade celular em funcéo das diferentes

concentragdes da substancia (ug/mL) no tempo de 72 horas.

Figura 6 - Viabilidade celular da linhagem de queratindcito humano (HaCaT) ap6s 72 horas de
tratamento com diferentes concentracgdes de (-)-Carveol

72 h
120
1004 —L

80

*kkk

60_ * Kk kok

40

Cell viability (%)

20—

*kkk

wkkk

0 . . o e

T
Control 256 512 1024 DMSO

(-)-Carveol (ug/mL)

Legenda: dados obtidos a partir de trés experimentos realizados em triplicatas e apresentados em média
do percentual de viabilidade celular + E.P.M. (erro padrdo da média), comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett. *p<0,05 e ****p<0,0001 quando comparado 0S grupos
de tratamento com o controle. Média do controle: 100,0% + 0,09.

Como observado, todas as concentracdes avaliadas do (-)-Carveol reduziram a
viabilidade celular significativamente, quando comparado ao grupo controle. A viabilidade
celular foi mantida acima de 50% nas concentra¢des de 256 pug/mL e 512 pug/mL na linhagem
celular testada. Com base nestes resultados, entende-se que a citotoxicidade da molécula é
diretamente proporcional & sua concentragdo, sendo as maiores concentracdes as que mais
causaram reducdo da porcentagem de células viaveis.

N&o foram encontrados estudos anteriores avaliando a atividade citotoxica do (-)-
Carveol. Entretanto Kpoviessi et al. (2014) avaliaram a citotoxicidade de 6leos essenciais de
espécies de Cymbopogon. Primeiro identificaram que o (-)-Carveol estava entre 0s compostos
majoritarios do 6éleo de Cymbopogon giganteus. Sua citotoxicidade foi investigada sobre

células de ovario de hamster chinés (CHO) e sobre uma linhagem celular de fibroblastos
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humanos ndo cancerigenos (WI138). Este déleo apresentou baixa citotoxidade sobre estas

linhagens celulares.

5.5 ENSAIOS insilico

5.5.1 Previséo farmacocinética e toxicologica do (-)-Carveol e do itraconazol

Conhecer o0s pardmetros fisico-quimicos associados as suas propriedades

farmacocinéticas ADME (absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo e excrecao), além da toxicidade,

é de extrema importancia para o desenvolvimento de um medicamento. As caracteristicas

farmacocinéticas dos compostos (-)-Carveol e itraconazol foram examinadas, revelando dados

que destacam suas propriedades farmacolégicas, conforme detalhado na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros farmacocinéticos in silico (pkCSM) do (-)-Carveol e do itraconazol

Propriedade Nome do modelo (-)-CAR ITZ
Solubilidade em agua (log mol/L) -1.775 -3.442
Permeabilidade Caco2 (logPapp in 10 cm/s) 1.397 1.138
Absorcao Intestinal (humana) (%) 95.176 100.00
Absorcéo Permeabilidade da pele (log Kp) -2.081 -2.735
Substrato da glicoproteina P Nao Sim
Inibidor da glicoproteina P | Néo Sim
Inibidor da glicoproteina P II Nao Sim
VDss (humana) (log L/kg) 0.167 -0.167
Distribuicéo Fracdo ndo ligada (humano) (%) 31.96 0.31
Permeabilidade BBB (log BB) 0.564 -2.115
Permeabilidade do SNC (log PS) -2.578 -3.414
Substrato CYP2D6 Né&o Né&o
Substrato CYP3A4 Né&o Sim
Inibidor CYP1A2 Né&o Né&o
Metabolismo Inibidor CYP2C19 Néo Sim
Inibidor CYP2C9 Né&o Sim
Inibidor CYP2D6 Né&o Né&o
Inibidor CYP3A4 N&o Sim
Excregéo Depuracéo total (ml/min/kg) 12.62 8.32
Substrato OCT2 renal N&o Né&o
Toxicidade AMES Né&o Né&o
Toxicidade Hepatotoxicidade Nao Sim
Sensibilizagéo da pele Sim Né&o
Toxic. aguda oral em ratos (LD50) (mol/kg) 1.95 2.96

Legenda: (-)-CAR = (-)-Carveol; ITZ = itraconazol; Caco2 = células de adenocarcinoma de célon
humano; BBB = blood-brain barrier (barreira hematoencefalica); VDss = volume de distribuicdo no

estado estacionario; SNC = Sistema Nervoso Central; OCT2 = transportador de cations organicos 2.
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Ambos 0s compostos exibem uma notavel taxa de absor¢éo intestinal, ultrapassando o0s
90%. Apresentam solubilidade relativamente elevada em &gua (-4 ~ 0,5 log mol/L), juntamente
com uma permeabilidade Caco-2 alta (> 0,90). No entanto, a permeabilidade cutanea do
itraconazol é elevada e maior em relacdo ao (-)-Carveol (logKp > -2,5). Ainda a nivel de
absorcdo, o (-)-Carveol ndo é substrato nem inibidor da glicoproteina P, tendo assim menor
probabilidade de interagdes medicamentosas e toxicidade.

Devido as caracteristicas lipofilicas do (-)-Carveol, este pode transpor a barreira
hematoencefalica (logBB > 0,3), 0 que resulta em uma maior chance de interagdes com sistema
nervoso central (SNC). O volume de distribuicdo no estado estacionario (VDss) é mediano,
considerado alto quando (VDss > 0,45), e isso pode proporcionar uma melhor distribuicdo nos
tecidos e no plasma. Somado a isso, cerca de 31,96% e 0,31% dos compostos (-)-Carveol e
itraconazol respectivamente, ndo estdo ligadas as proteinas plasmaticas e consequentemente a
fracdo ligada do itraconazol é bem superior a do (-)-Carveol.

Quanto ao metabolismo da molécula, € importante salientar que o (-)-Carveol nédo é
substrato ou inibidor das principais isoenzimas do complexo citocromo P450 (CYP450),
apresentando assim baixa probabilidade de interacdes medicamentosas farmacocinéticas. O
mesmo ndo é observado para o itraconazol que € substrato da CYP3A4, e inibidor da CYP2C19,
CYP2C9, CYP3A4, o que explica sua interagdo com inimeros medicamentos, j& descrita na
literatura (Orofino-Costa et al., 2022).

A depuracdo de ambas as moléculas é predominantemente renal. As duas substancias
apresentaram taxa de depuracdo moderada (5,0 — 15,0 mL/min/Kg), com valores proximos, de
12,62 mL/min/Kg para o (-)-Carveol e 8,32 mL/min/Kg para o itraconazol. Outra similaridade
no ambito da excrecdo dessas moléculas é que ambas ndo sdo substratos do transportador de
cations organicos 2 (OCT2), que estd expresso na membrana basolateral do tubulo proximal
dos rins, e promove a eliminacdo de compostos enddgenos e de varios farmacos em uso na
clinica (Benzi, 2019).

Quanto a toxicidade, nos testes de mutagenicidade de AMES o0s compostos nao
apresentaram indicios de mutagenicidade, e o (-)-Carveol ndo foi hepatotdxico, caracteristica
do itraconazol. As analises das propriedades toxicoldgicas e do potencial terapéutico do (-)-
Carveol em comparagdo com outros agentes antifungicos como itraconazol e anfotericina B,
desempenham um papel crucial na orientacdo do desenvolvimento de novos medicamentos,
relacionados principalmente a seguranca do paciente. Essas propriedades estdo dispostas na
Tabela 5.
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Tabela 5 - Propriedades toxicoldgicas e drogabilidade in silico do (-)-Carveol, itraconazol e
anfotericina B

Compostos Risco de Toxicidadel® Drogabilidadelt!

MUT TUMO IRRI REP cLogP cLogS D-L D-S nHBA nHBD MW
(-)-Car [ 251 -2.14  -18.48 0.28 1.0 1.0 152.00
ITZ EE 515 -730 809 008 120 00  704.00
AMB 0.32 -5.08 -0.14  0.27 18.0 13.0 923.00
Legenda: N&o toxico; Ligeiramente toxico; Il Altamente toxico; IMUT: Mutagénico; TUMO:

Tumorigénico; IRRI: Irritante; REP: Efeitos sobre Sistema Reprodutivo. P! D-L: Droga-Semelhanca; D-
S: Droga-Escore; nHBA: Numero de Aceitadores de Ligacdo de Hidrogénio; nHBD: NUmero De
Doadores De Ligacdo De Hidrogénio; MW: Peso Molecular;

Observa-se que (-)-Carveol revelou ser irritante, mas ndo apresentou riscos de
mutagenicidade, tumorigenicidade, nem possibilidade de efeitos adversos sobre o sistema
reprodutivo. Contrariamente, o itraconazol apresentou caracteristicas mutagénicas e
tumorigénicas. Vale ressaltar que 0 monoterpeno atende a todos os critérios fundamentais da
Regra dos Cinco de Lipinski, que avalia a adequacdo de um composto para absorcéo oral e,
consequentemente, seu potencial como um medicamento oral eficaz. Para isso deve apresentar
boa permeabilidade nas membranas bioldgicas e boa absorcdo intestinal que é determinada
pelos seguintes parametros: MW < 500 Da, cLog S <5, cLog P <5, nHBD < 5, nHBA < 10.

5.5.2 (-)-Carveol se liga ao sitio ativo do CYP51

Com o resultado do Checkerboard surgiu a hipétese de que a interacdo do (-)-Carveol
com o itraconazol seria devido a afinidade de ambos pelo mesmo sitio de ligacdo, para
promover sua acdo antifungica. Assim, foi investigado se (-)-Carveol interage com a enzima
Lanosterol 14a-demetilase (CYP51) codificada pelo gene ERG11. Essa busca também foi
encorajada pelo estudo de Raj et al. (2023) que avaliou a atividade do Carveol sobre Candida
albicans, e observou a interacdo da substancia com a enzima da espécie fungica.

Para a andlise da interacdo do (-)-Carveol e do itraconazol com o sitio ativo da CYP51
de S. brasiliensis, foi necessaria a predicdo da proteina, pois ndo ha registros do modelo
cristalografico no PDB. Para validar o ensaio bioquimico, o modelo da CYP51 foi predito pelo
AlphaFold2 (ferramenta para previsfes de estruturas de proteinas) e obtido em formado PDB.
O programa gera previsdes de alta qualidade da estrutura 3D de moléculas de proteinas a partir
de suas sequéncias de aminoacidos (Varadi et al., 2022).

A CYP51 de S. brasiliensis com 526 aminoacidos modelados adequadamente, que

pode ser observado pela métrica pLDDT, que calcula a diferenca local entre as distancias reais
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e distdncias previstas entre 0s &tomos em uma estrutura proteica. A diferenca entre essas
distancias é calculada para cada residuo individualmente e depois atribui-se um escore. Valor
de escore > 70% sdo classificados como confidveis (Mariani et al., 2013). Nesse estudo, o
escore pLDDT foi de 91.8%. Dentre as cinco melhores opgdes de proteinas obtidas pelas
previsdes, os valores pLDDT foram calculados e em seguida atribuiu-se um rank para cada
previsdo obtida, e entdo optou-se pelo rank_1, por apresentar maior conservacdo e

confiabilidade em toda sua estrutura (Figura 7 A, B e C).

Figura 7 - Processo de resolucdo e validagdo da estrutura 3D da enzima CYP51 de S.
brasiliensis
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Legenda: A e B. Predicdo pLDDT e cobertura de posicdo de residuos de aminoacidos da CYP51. C.
Estrutura tridimensional da CYP51 de S. brasiliensis prevista por AlphaFold2. D e E. Validagdo do
modelo de pontuacdo maxima pelo grafico PROCHECK Ramachandran e MolProbity Ramachandran,
respectivamente.

A cobertura de sequéncias utilizada para produzir os modelos da proteina foi baseado
em numero de sequéncias homologas entre 500 e 5.000 e a identidade das sequéncias foi de
aproximadamente 70%. As regides com baixa cobertura ndo prejudicam a identidade do sitio

ativo da enzima, embora possa haver lacunas nas sequéncias. Sendo assim, as previsfes e
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modelos resultantes sdo confidveis e Uteis para estudar o sitio ativo da enzima como pode ser
observado no topo do gréfico (Figura 7B).

Para verificar a confiabilidade do melhor modelo previsto, graficos de Ramachandran
foram obtidos independentemente nos servidores PROCHECK e MolProbity. O servidor
PROCHECK mostrou que mais de 93.7% dos residuos para a CYP51 estavam nas regides mais
favoraveis (A, B e L) indicando um modelo de boa qualidade (Figura 7 D). Os graficos
MolProbity Ramachandran, também mostraram score > 99.8% dos residuos da CYP51 de S.
brasiliensis nas regides permitidas, o que novamente confirmou a qualidade do modelo previsto
(Figura 7 E). Assim, ambos os softwares justificaram a confiabilidade das estruturas previstas
da enzima em estudo (Sobolev et al., 2020).

5.5.3 Estudos de ancoragem

Nas simulacdes de docking molecular com a enzima CYP51 de S. brasiliensis foram
calculadas as energias livres de ligagdo (AG) e constantes inibitdrias (K;) dos compostos (-)-
Carveol e itraconazol (Tabela 6).

Tabela 6 - Energias livres de ligagdo (AG) e constante inibitoria (Ki) dos ligantes (-)-Carveol e
itraconazol frente a enzimas CYP51 de S. brasiliensis previsto pelo AlphaFold2

Enzima Ligantes AG Ki
(kcal/mol)
(-)-Carveol -5,24 144,88uM
CYP51
Itraconazol -10,46 21,69nM

Legenda: AG = energia livre de ligacdo; Ki = constante de afinidade; uM = micromolar; nM =
nanomolar.

O (-)-Carveol e o farmaco controle itraconazol interagem ligando-se ao sitio ativo da
CYP51 fungica com energias de ligagdo bem definidas, em destaque o (-)-Carveol apresentou
energia de ligacdo de -5.24kcal/mol e uma K; de 144.88uM, portanto demonstrando afinidade
pelo sitio ativo da enzimatico. De modo semelhante, as interagdes do itraconazol com a CYP51
demonstram alta afinidade pelo sitio ativo enzimatico favorecido pelas menores energias de
ligacdo e Ki. Importante destacar que o composto (-)-Carveol possui afinidade pelo sitio ativo
da enzima em estudo, no entanto, o antiflngico itraconazol apresentou prioridade de ligacéo
(Tabela 6).
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A interacéo do itraconazol concorda com a atividade dos azo6licos, classe de antifungicos
a que pertence. Seu mecanismo de acdo se da pela inibicdo da enzima Lanosterol 14a-
demetilase (CYP51) codificada pelo gene ERG11, que converte lanosterol em ergosterol na
membrana celular, prejudicando a composicdo da membrana fangica (Daina, Mcmanus,
Sunish, 2019). Através do ensaio in vitro desse estudo, ficou claro que o (-)-Carveol ndo se
complexa ao ergosterol para causar dano a membrana, mas, pode exercer a mesma agao ao
interagir com a enzima CYP51 prejudicando a sintese do ergosterol. Ademais é necessario
investigar sua acdo em outros alvos, citoplasmaticos e nucleares, a fim de confirmar de que

maneira exerce sua acao antiflngica.

Figura 8 - Docking molecular dos ligantes (-)-Carveol e itraconazol com o sitio ativo da
enzima CYP51 de S. brasiliensis previsto pelo AlphaFold2
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Legenda: A e B, Principais tipos de intera¢6es do (-)-Carveol e do itraconazol (respectivamente) com o
sitio ativo da enzima CYP51 em 2D, 3D e o modelo 3D de superficie mostrando as regides com maior
ou menor grau e hidrofobicidade; @ = Ligac&o de Hidrogénio Convencional; O = Hidrogénio-Carbono;
O = Van der Waals; @ = Pi-Sigma; O = Pi-Alquil/Alquil

Também foram avaliados os principais tipos de ligagdes do (-)-Carveol e do itraconazol
com o sitio ativo da enzima CYP51, visualizados na Figura 8. E possivel observar que o (-)-

Carveol estabelece algumas interacdes hidrofobicas (Alquil/Pi-alquil, e ligacdes de van der
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Waals) que séo importantes para estabilizar o ligante no sitio ativo enzimatico. Além disso,
destaca-se as ligacOes de hidrogénio entre o residuo Tyr136 e o grupo OH do (-)-Carveol com
distancia de ligacdo de 2.63 A e do grupo porfirinico com o OH do monoterpeno (3.25 A)
contribuindo ainda mais para a estabilidade e permanéncia do (-)-Carveol no sitio ativo
enzimatico. Ainda é interessante observar que devido a predominéncia de carater apolar da
molécula do (-)-Carveol ocorre majoritariamente interagdes hidrofobicas com o sitio ativo
enzimatico, também de elevada hidrofobicidade (Figura 8 A).

N&o obstante, as interacdes do itraconazol com a CYP51 foram mais favoraveis em
comparacdo ao (-)-Carveol (Figura 8 B). Itraconazol possivelmente apresenta uma maior
complementariedade molecular em relagdo ao sitio ativo enzimético, que é relativamente
grande e de elevada hidrofobicidade. Além disso, o itraconazol interage com a enzima por meio
de varias ligacGes quimicas majoritariamente de carater apolar (Alquil/Pi-alquil, Pi-sigma e
ligacGes de van der Waals), ligacOes estas mais fracas em relacdo as ligagdes de hidrogénio,
mas resultando em efeito cumulativo o que produz maior afinidade deste farmaco pelo sitio
ativo da CYP51 de S. brasiliensis (Figura 8 B).

Esses resultados se relacionam com os valores de Ki e AG encontrados para as
substancias. O itraconazol estabelece diversas interagdes com o sitio ativo da enzima, gerando
um AG = - 10.46 kcal/mol provavelmente devido ao tamanho do ligante, possibilitando assim
melhor complementaridade molecular. Isso pode explicar o que foi encontrado no ensaio de
combinacdo de drogas. (-)-Carveol e itraconazol interagem com o mesmo sitio ativo para
exercer sua acdo antifungica, com o itraconazol possuindo prioridade de ligacédo e interagindo
com o alvo mais fortemente. Logo, ao serem administradas juntas, competem pelo mesmo

objetivo, e suas respectivas atividades sdo prejudicadas.
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6 CONCLUSAO

O (-)-Carveol demonstrou potencial antifingico sobre Sporothrix brasiliensis. Foi
observada CIM de 256 pg/mL sobre as cepas testadas, sendo essa atividade de natureza
fungicida. A acdo antifangica da molécula ndo acontece pela atraves da parede celular fungica,
ou pela complexacdo do monoterpeno ao ergosterol da membrana. Também foi demonstrado
que a combinac&o do (-)-Carveol com o itraconazol é desencorajada, uma vez que apresentaram
interacdo antagonica. (-)-Carveol também apresentou consideravel citotoxicidade sobre as
células de queratindcitos humanas.

Quanto a andlise in silico do estudo, o (-)-Carveol apresentou caracteristicas
farmacocinéticas e toxicologicas favordveis a administracdo ao organismo e ndo foi
hepatotdxico. Além disso, o (-)-Carveol mostrou-se ndo ser mutagénico ou tumorigénico e
parece ndo ter efeitos bioldgicos sobre o sistema reprodutivo. Com o docking molecular foi
possivel observar que aquele antagonismo descrito no ensaio de combinacdo de farmacos, pode
ter como justificativa a mesma enzima alvo para ambas as drogas. Tanto o itraconazol quanto
0 (-)-Carveol interagem com a enzima CYP51 para exercer sua acdo antifungica, mas foi
observado que o itraconazol possui prioridade de ligacdo, e interage com o alvo mais
fortemente, prejudicando a interagdo do monoterpeno com este alvo.

Assim, mais estudos devem ser realizados para avaliar a aplicabilidade in vivo do (-)-
Carveol, buscando alternativas a sua lipofilicidade e citotoxidade, com sistemas de
administracdo de drogas em nanoescala, por exemplo. Além disso, investigar outros alvos
terapéuticos que o (-)-Carveol possa interagir, como por exemplo a nivel de DNA. Esses estudos
futuros ajudaréo na validacdo de seu uso potencial como alternativa terapéutica, auxiliando no
tratamento das manifestacdes clinicas da esporotricose bem como no controle e propagacao do

fungo causador.
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Geopropolis resins are produced by stingless bees (Meliponi-
nae), developed from the collection of resinous materials, waxes
and exudates, from the flora of the region where stingless bees
are present, in addition to the addition of clay or earth in its
composition. Several biological activities are attributed to
Ethanol Extracts of Geopropolis (EEGP). The bioactive properties
are associated with the complex chemical composition that the
samples have. This work aims to evaluate the biological
activities of the EEGP, in order to contribute with a natural
therapeutic alternative, to face infections, mainly those caused
by resistant strains of Staphylococcus aureus. The EEGP MIC tests
showed antibacterial activity against two strains of S. aureus,
both at concentrations of 550 ng/mL. The MBC performed with
the inhibition values showed that the EEGP has bacteriostatic

activity in both strains. Biofilm inhibition rates exhibited an
average value greater than 65% at the highest concentration.
The EEGP antioxidant potential test showed good antioxidant
activity (IC50) of 11.05+1.55 pg/mL. In the cytotoxicity test
against HaCat cells, after 24 hours, EEGP induced cell viability at
the three tested concentrations (550 pg/mL: 81.68-3.79%;
1100 pg/mL: 67.10+3.76%; 2200 pg/ml: 67.40+1.86%). In
view of the above, the safe use of EEGP from the brazilian
northeast could be proven by the cytotoxicity test, and its use
as an antioxidant and antibacterial agent has proven to be
effective, as an alternative in combating oxidative stress and
microorganisms such as 5. aureus, which, through the spread
and ongoing evolution of drug resistance, generates an active
search for effective solutions.
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Abstract

Terpenoids, abio named terpenss or isoprenoids, are a lamily of natural products found in Al living organisms.
Many plants produce lerpenoids a5 secondary metabolites, and these make up a Lange part of essential ofls.
Ore of most important characteristic is that the compounds are volarile, have odor and can be used in 2 variery of
applications in dilferent industrial segrments and traditional medicine. Brazil has a rich and diverse Nlora that can
be used a8 4 source of research lor obtaining pew molecubes. Within the Brazilian Mora it is worth mentioning
the Caatinga a5 an exclusively Brazilian biome where plants adapt oo a specific series ol weather conditions
and therefore become A great starehouse af the erpenaid compounds 1o be described herein Fungal infections
have become increasingly common, and a great demand far new agents with bow moxicity and side effects has
thus emerged. Scientisrs must search for new molecules exhibiting antifungal activity to develop new drugs.
This review dims 1o analyze schentific data from the principal published studies describing the wse of terpenes
and their biobogical applications as antifungals.

Keywords: erpenoids, antifungal activity, Brazil, Morthesr, essential ails.

Resumo

Os terpendides, também chamados [Erpenos ou isoprendides, 330 uma familia de produtos naturais encontrados
e todod 08 organEmos vives. Muites plantas 130 produtiras destes metabolitos secundrios, gue constiluenm urma
grande parte dod dleos essencisis. Uma das carac teristicas mbis im portantes & que o compostios sho volites, ém
odaor e podem ser utilizados numa variedade de aplicagies em diferentes segmentos indusiniais ou na medicina
tradicional. O Brasil tem urma fors fca e diversificsda que pode ser utilizada como fonte de pesgquisa para 2 obtengio
de nivvas moléculss. Dentro desta Mora, vale a pena mencionar a Caatimngs cormd urm biorma exclusivamente brasibeiro
gue podsui plantas sdaptadas 3 uma série de condiges climdticas e, portanto, um armazém de Composios & Serem
descritos. As infecgbes ngicxs sio doengas cads v mais comuns, devido & iS50 existe uma grande procura de
noves sgenies com baixa toxicidade e efeitos secundirios. 0s cientistas devern procurar novas moléculss que
exibam atividade antifingica para o desenvolvimento de novos medicamentos contra as infecgbes fingicas.
Esta revisho visa analisar dados cientificos dod principais estudos publicados que descrevem o wso de terpendides
& 24 suas aplicagies bioligicas como antifingioos.

Palavras-chave: terpendides, atividade antifingica, Brasil, Nordeste, Sleos essenciais.

1. Introduction

The Caatinga's phytogeographic domains are primarily  a considerable variety of secondary metabolites,
in Brazil's northeast and contain a significant number of  phytoconstituents, and essential oils, and have thus stood
native flora species. Plants from the Caatinga, present  out in the pharmaceutical industry (Moura et al., 2020)
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Abstract: Candidn albicans is associated with serious infections in immunocompromised patients.
Terpenes are natural-product derivatives, widely studied as antifungal alternatives. In a previous
study reported by our group, the antifungal activity of c-pinene against C. albicans was verified; o-
pinene presented an MIC between 128-512 pg/mL. In this study, we evaluate time-kill, a mechanism
of action using in silico and in vitro tests, anti-biofilm activity against the Candida albicans, and toxicity
against human cells (HaCaT). Results from the molecular-docking simulation demonstrated that
thymidylate synthase (52 keal mol™1), and 8-14-sterol reductase {—44 keal rm}l_]) presented the
best interactions. Our in vitro results suggest that a-pinene’s antifungal activity involves binding
to ergosterol in the cellular membrane. In the time-kill assay, the antifungal activity was not time-
dependent, and also inhibited biofilm formation, while rupturing up to 88% of existing biofilm. It
was non-cytotoxic to human keratinocytes. Our study supports c-pinene as a candidate to treat
fungal infections caused by C. albicans.
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